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INTERAGAO ENTRE O FUNGO MICORRIZICO ARBUSCULAR Glomus clarum E
Fusarium oxysporum f.sp herbemontis EM PORTA-ENXERTOS DE VIDEIRA
MICROPROPAGADOS

Paula Carolina Kath' ; Liliane Martins de Brito?

INTRODUGAO

O cultivo da uva esta ligado ao homem pela histéria, pelas religides e
especialmente no caso do ocidente, pela colonizacdo das Américas, Africa e
Australia. No Brasil, a vitivinicultura esta relacionada principalmente com os estados
da regido sul. Em Santa Catarina, a vitivinicultura € uma exploragéo agricola
tradicional ligada a sécio-economia de regides de origem italiana, principalmente do
Vale do Rio do Peixe e de Urussanga. Contudo, desenvolve-se no estado nova
regido, que compreende as cidades do planalto serrano. A cultura nesses locais
esta se desenvolvendo ndo em funcdo da imigracao italiana, mas baseada em
resultados de pesquisas técnicas (BRITO, 2012).

Com a crescente pressdo nos custos de producdo através da alta de
insumos e mao-de-obra, torna-se cada vez mais importante que o viticultor busque a
profissionalizacdo, a racionalizagdo de insumos, o aumento da qualidade da
producdo e a protegcdo ambiental, adotando tecnologias mais adequadas que,
segundo PROTAS et al. (2001), ainda apresenta potencial enoldgico inferior aos dos
paises vizinhos, como o Chile e a Argentina.

Portanto, tais perspectivas indicam que o éxito da atividade em uma
regido vitivinicola, dependera, sobretudo, de variedades adequadas que apresentem

caracteristicas qualitativas na producéo de uva e vinho. Nesse sentido, a escolha do
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porta-enxerto é fundamental para o bom resultado na implantagao do vinhedo. Cada
porta-enxerto adapta-se a determinadas condicbes de solo e clima e tem
comportamento diferente segundo a variedade enxertada (CAMARCO, 1994).

Na década de 90, observou-se nas regides vitivinicolas de Santa
Catarina, uma queda consideravel na produtividade dos vinhedos e uma forte
reducdo da area plantada, decorrentes da morte de plantas, causadas, em parte,
pela fusariose (Fusarium oxysporum f.sp. Herbemontis). Em virtude da ocorréncia de
moléstias, foram realizados trabalhos de selegao, propagacgao in vitro, produgao e
certificacdo de plantas matrizes e mudas (BORGHEZAN et al., 2003) e, mais
recentemente, levaram a estudos sobre micro-organismos capazes de antagonizar
com fungos patogénicas do solo.

O dominio do processo propagativo através do cultivo in vitro e a
definicdo do comportamento de um grupo de porta-enxertos de videiras de interesse
comercial inoculados com micro-organismos antagbénicos da rizosfera da videira
como o fungo micorrizico arbuscular Glomus clarum podera estimular os produtores

ao cultivo e a implantagao de videiras com alto padrao genético-sanitario.

PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

O experimento esta sendo conduzido nos municipios de Videira, Lages e
Cacador, com o apoio da Empresa de Pesquisa Agropecuaria e Extensado Rural de
Santa Catarina — EPAGRI de Videira, Cagador e Lages, durante o periodo de 2013 a
2016.

Para os estudos, estdo sendo utilizados os porta-enxertos 110R (Vitis
rupestris x Vitis berlandieri), 3309C (Vitis riparia x Vitis rupestris) e 5BB (Vitis
berlandieri x Vitis riparia) por apresentarem caracteristicas favoraveis ao cultivo de
vinhedos nas regides de altitude em Santa Catarina, nova regiao de cultivo (Martins,
2006; BRITO, 2012) porém susceptiveis a fusariose. O porta-enxerto P1103 (Vitis
berlandieri x Vitis rupestris) estd sendo utilizado como a variedade testemunha por
apresentar resisténcia @ moléstia (SONEGO, 1998; BORGHEZAN et al, 2003;
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GIOVANINNI, 2008). As plantas matrizes dos porta-enxertos estdo sendo mantidas
em casa de vegetacdo da EPAGRI de Videira.

Os esporos do Fungo Micorrizico Arbuscular (FMA) Glomus clarum estao
sendo providenciados com a Universidade Federal de Santa Catarina, por
cooperagao entre as instituicdo de ensino. Para a multiplicagdo do in6culo dessa
espécie, estdo sendo utilizadas plantas de manjericdo (Ocimum basiculum) como
hospedeiras, cultivadas em vasos previamente desinfestados, com substrato
autoclavado preparado a base de solo, composto termofilico e vermiculita
(2:3:3,v:viv), ja testado em trabalhos anteriores (CASSOL, 1996, citado por
PEREIRA, 2006).

Para o isolamento do fungo patogénico Fusarium oxysporum f.sp
herbemontis, utilizou-se o meio com Batata Dextrose Agar (BDA), acrescido de
antibidtico, a partir de segmentos de raizes de videiras com sintomas da moléstia.
Utilizou-se 500mL de BDA, depois de autoclavado adicionou-se 1 capsula de
rifampicina. A capsula foi diluida em 10 mL de acetona e acrescentou-se na solugéo
do meio de BDA, procedimento realizado em camara de fluxo laminar. As placas
inoculadas com o fungo patogénico foram colocadas na BOD a 20°C, por 12 horas
de claro + 12 horas de escuro para o crescimento micelial. A identificagcdo
morfolégica da espécie foi realizada através da observagdo em microscépio optico.

Para a produgao das mudas micro-propagadas, os explantes das plantas
matrizes passaram por limpeza, ou seja, os ramos foram lavados com uma
escovinha nova em agua corrente e detergente, enxaguados com agua destilada.
Posteriormente, os segmentos nodais foram cortados com uma ou duas gemas. Em
camara de fluxo laminar, o material foram embebidos em alcool 70% por 30
segundos. Apds, em agua sanitaria (marca comercial Q-boa 80%) com 1 gota de
detergente Tween 20, agitados, por 15 minutos. Foram lavados trés vezes em agua
destilada e, posteriormente, implantados no meio de cultura DSD1 (SILVA da &
DOAZAN, 1995). Os frascos estdo sendo mantidos em camaras de crescimento
durante 40 dias ou até as plantas atingirem altura em torno de 8 cm para posterior

repicagem.
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A aclimatacao e plantio das plantulas esta sendo realizado em bandejas
cobertas com vidros contendo Plantmax®, momento em que se procedera a adigao
dos inoculos de Fusarium oxysporum f.sp herbemontis pelo contato do patégeno e
transferidas para camara de crescimento com temperatura de 25°C e 80% de
umidade relativa do ar.

Os experimentos sobre a inoculagdo de Fusarium oxysporum e a
combinagdo com o fungo micorrizico arbuscular sobre a fusariose em porta-enxertos
de videira ainda nao foram finalizados devido ao tempo requerido para a
multiplicagdo e desenvolvimento dos porta-enxertos e dos fungos, além da
possibilidade de visualizacdo da interagdo entre as espécies.

Os experimentos sobre a inoculagdo de Fusarium oxysporum e a
combinagdo com o fungo micorrizico arbuscular sobre a fusariose em porta-enxertos
de videira sera realizado em delineamento completamente casualizado com 16
repeticdes e, quando houver efeitos significativos dos tratamentos, as médias serdo
separadas pelo teste Student Newman Keuls (SNK) ao nivel de 5% de
probabilidade. Serao feitas analises de correlagao simples entre os parametros de
crescimento, a identificacdo da presenga ou auséncia do patdgeno e colonizagao
radicular (definido pelo numero de segmentos infectados por estruturas de
colonizagao - hifas, vesiculas e arbusculos/ total segmentos analisados) pelo FMA
por porta-enxerto, empregando-se o coeficiente de correlacdo de Pearson (r) com

valores maximos representados porr=1er=-1.

RESULTADOS E DISCUSSOES

A coleta a campo aconteceu nos dias 20 e 21 de agosto de 2013, a partir
de segmentos de raizes de videiras afetadas pela doenga conhecida como
fusariose, doenga causada pelo fungo Fusarium oxysporum f.sp herbemontis que
ataca o sistema radicular da planta (BORGHEZAN et al., 2003). A cultivar utilizada
para a coleta dos segmentos infectados foi a Cabernet sauvignon e o local foi area

Experimental da Estagdo Experimental da Epagri de Videira, Santa Catarina.
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Um dia apos a coleta, 22 de agosto de 2013, procedeu-se a inoculag&o
das placas com o fungos patogénico. Tecidos da raiz da videira com sintomas da
doenga foram colocados no meio de cultura BDA com antibiético. O procedimento foi
realizado em camara de fluxo laminar da Estagdo Experimental da Epagri de
Cacador.

Posteriormente, as placas inoculadas com o fungo patogénico foram
colocadas na BOD, a 20°C, para o crescimento micelial e sua identificacdo. No dia
02 de setembro 2013 foi possivel perceber o crescimento dos fungos nas placas de
Petri, como observado na fotografia 01. Das nove placas, apenas 3 desenvolveram
fungos. Os préximos passos foram a repicagem e a manutengado das col6nias em

placas de Petri com BDA, sem antibidtico.

Fotografia 01 — Col6nias de fungos isolados em meio agar batata dextrose, com antibiético, e colbnias

monospéricas contaminadas com bactérias.

—

Os estudos dos conidios e a identificacdo das colénias de fungos foram
realizados com o auxilio do engenheiro agrénomo Walter F. Becker, pesquisador da
Epagri, em Cagador.

A fotografia 01 também mostra que ao se proceder as culturas
monosporicas, em 14 de novembro de 2013, todas as placas apresentaram
contaminagdao com bactérias. Culturas monospdéricas sdo aquelas oriundas de um
unico esporo. Para a coleta de um unico esporo foi necessario obter uma suspenséao

através da raspagem superficial do micélio, com auxilio de um pincel. Uma gota
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dessa porcao foi estriada em placa contendo meio agar/agua para diluigdo dos
conidios e obtengdo dos isolados monospodricos (diluicdo dos esporos e
plagueamento em agar- agua). Apos 48 horas, os esporos germinados foram
retirados da placa, com auxilio de um estilete, sob microscopio e em camara de fluxo
laminar.

Ao estudar o desenvolvimento de bactérias nas colbnias monosporicas,
enquanto nas colbnias anteriores nao apareceram, observou-se que elas se
encontravam no ambiente de crescimento das colbnias, porém suprimidas pelo
desenvolvimento do fungo. Ao selecionar um esporo, esse crescimento foi menor e
as bactérias puderam se desenvolver e suprimir o crescimento fungico.

Foram necessarias outras tentativas até que em 18 de dezembro de
2013, nenhuma placa com as colénias monospodricas apresentaram contaminagdes
com bactérias. A partir da obtengdo das colénias monospéricas do fungo causador
da fusariose, as placas foram conservadas em geladeira para ser utilizada
posteriormente nos estudos. Segundo a literatura cientifica, os colénias podem ser
mantidas viaveis na geladeira por até 7 anos.

A primeira e a segunda experiéncia de introdugdo dos gendtipos in vitro
aconteceram nos dias 9 — 10/01/2014 e 23 -24/01/2014. Com o material retirado das
plantas da estufa foi possivel realizar duas experiéncias de introducédo dos explantes
em meio de cultura. Contudo, ndo foram bons os resultados devido a contaminacao
com fungos e, eventualmente, com bactérias.

Na segunda experiéncia, apenas foi aumentado o tempo no alcool de 30
para 40 segundos e na agua sanitaria de 15 para 20 minutos. No entanto, ndo foi
possivel eliminar os esporos dos fungos, que rapidamente germinaram e se
proliferaram no meio de cultura. Como resultado, apenas um explante do porta-
enxerto P1103 conseguiu se desenvolver, apresentando, em 21/03/2014, 5 folhas.

Na terceira tentativa de introdugdo dos gendtipos em cultura in vitro, os
explantes foram desinfestados acrescentando-se a sequéncia a diluicdo de cloreto
de mercurio a 0,12%, por 5 minutos, procedimento realizado em 28/02 e 01/03. A
tabela 01 mostra o resultado da introducéo in vitro dos porta-enxertos, em 21 de

marco de 2014. Observa-se que os porta-enxertos P1103 e 5BB se desenvolveram
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adequadamente na condigao in vitro utilizada e o porta-enxerto 110R aquele que
demonstrou menor desenvolvimento nessas condi¢des, apresentando gema inchada
para o posterior brotamento, enquanto os demais ja haviam brotado e desenvolvido
folha.

Tabela 01 - Resultado da introdugéo in vitro dos porta-enxertos, em 21/03/2014:

Porta-enxertos | Numero de explantes viaveis/ 30 explantes | Desenvolvimento dos explantes

(sem contaminagao ou oxidados)
P1103 25 Bem desenvolvidos com 2 folhas em média
110R 12 Pouco desenvolvidos com gema inchada
3309C 15 Bem desenvolvidos com 1 folha em média
5BB 22 Bem desenvolvidos com 1 folha em média

Contudo, no dia 28 de margo, realizou-se a repicagem e a introducéo dos
explantes do meio de cultura DSD1 transferindo-os para MS/2, com BAP (5umM).
Essa alteragdo no meio de cultura fez-se necessaria devido ao desenvolvimento das
plantulas de alguns porta-enxertos, requerendo um meio mais rico em nutrientes,
apesar da utilizagdo do meio MS ((MURASHIGE & SKOOG, 1962, citado por LIMA
DA SILVA & DOAZAN, 1995 ) ser meia forga. Também essa alteragéo serviu para
estimular brotagbes nos explantes, com a utilizagdo do horménio vegetal 6-
benzilaminopurina. Contudo, a concentracdo de SumM teve que ser posteriormente
diminuida para 2umM por provocar encurtamento dos segmentos nodais e
vitrificagdo das plantulas em desenvolvimento.

Posteriormente, no inicio de abril (11/04/2014), observou-se o
desenvolvimento de bactérias endégenas ao explante, provocando a morte das
plantulas e novas alteragdes no meio de cultura foram realizadas. Introduziu-se ao
meio de cultura MS/2, com BAP (2umM), o antibiético Streptomycin sulphate (50
mg/l). Desde esse momento, as pléantulas estdo se desenvolvendo e sendo
repicadas (Fotografias 02). Um unico explante foi introduzido em tubo de ensaio
para o desenvolvimento da parte aérea e raizes. A utilizagdo de tubos de ensaio
facilita os estudos posteriores com fungos, a interagcdo entre fungo/planta no

desenvolvimento de sistemas fitopatogénicos.
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Para os estudos da interagdo entre o porta-enxerto P1103 e o fungo
patogénico Fusarium oxyporium f.sp herbemontis, foram utilizadas plantulas
micropropagadas de 30 dias de idade, ou com 8 cm de altura e entorno de 6 folhas.
Os fungos foram inseridos na base das plantulas desenvolvidas no meio de cultura,
através de segmentos culturais de micélios desenvolvidos em BDA. Todo o
procedimento foi realizado em camara de fluxo laminar para evitar contaminagao

com micro-organismos indesejaveis.

Fotografia 02 — Micropropagagdo do porta-enxerto P1103 realizado pela bolsista Paula Kath e
detalhe do desenvolvimento do porta enxerto de videira em meio de cultura na sala de crescimento, a

25°C e iluminagao artificial.

Apbés vinte dias da insergao do fungo patogénico no meio de crescimento
in vitro, observou-se que, das 36 plantulas utilizadas no estudo, 12 ( 33,3%)
apresentaram sintomas da doenga, ou seja, mostraram-se amareladas, com
crescimento deficiente. Como esse fungo afeta o cambio vascular das raizes da
planta, a coloragdo amarelada das folhas é sinal de falta de nutrientes nao
translocados para o necessario desenvolvimento das plantulas em meio in vitro
(Fotografia 03). Vinte (20) plantulas, ou 66,7 %, apresentaram crescimento normal,
mesmo apds a introducdo e desenvolvimento do fungo patogénico no meio de

cultura.
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Observou-se que tais plantulas emitiram novas raizes acima do meio com
o crescimento micelial, demonstrando uma consideravel resisténcia do porta-enxerto
em relagcdo a doengca em estudo (Fotografia 03). Apesar dos resultados serem
indicativos do comportamento do porta-enxerto em relagdo a fusariose, serao
necessarios estudos que considerem um tempo maior para o desenvolvimento e
infecgdo do fungo nas plantulas, bem como o aparecimento dos sintomas dessa
doenca vascular. Também devera ser testada essa interacdo em vasos com
substrato, ex vitro, associados ou nao com o fungo micorrizico arbuscular, além de
repetir a experiéncia com os demais porta-enxertos micro-propagados para o0s
estudos (110R, 3309C e 5BB).

Fotografia 03 — plantulas do porta-enxerto P1103 micro-propagadas com o fungo patogénico
causador da fusariose. As duas primeiras plantulas apresentando crescimento normal. As duas
Ultimas apresentando sintomas da doenga, com coloragcdo das folhas amarelada e crescimento

menor.

-
e
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CONSIDERAGOES FINAIS

A introducdo dos explantes em meio in vitro nao foi simples, devido a
contaminagdo com micro-organismos € ao pequeno desenvolvimento de
determinados porta-enxertos. Observou-se que alguns porta-enxertos se
desenvolveram melhor em ambiente in vitro, como foi o caso do Pausen 1103,
cruzamento entre Vitis berlandieri x Vitis rupestris. Outros porta-enxertos
necessitaram meio de crescimento mais rico em nutrientes, como o MS, e com a
adicdo do horménio BAP — 6- benzilaminopurina. Entretanto, percebeu-se que a
utilizacdo desse hormbnio pode provocar, além do esperado brotamento dos
explantes, o encurtamento dos entre-nds e plantas pequenas vitrificadas. A redugao
da concentracado de BAP de 5 umM para 2 umM fez-se necessario.

Os estudos da interagdo entre o porta-enxerto P1103 com o fungo
Fusarium oxyporium f.sp herbemontis demonstraram uma consideravel resisténcia
do porta-enxerto em relagdo a doencga fusariose, pois aproximadamente 67% das
plantulas se desenvolveram normalmente, sem apresentar os sintomas
caracteristicos da moléstia. Das plantulas estudadas, apenas entorno de 33%
apresentaram-se doentes, apresentando crescimento deficiente e folhas
amareladas. Apesar dos resultados da interacédo entre o porta-enxerto P1103 serem
indicativos de seu comportamento em relacdo a fusariose, serdo necessarios
estudos que considerem um tempo maior para o desenvolvimento e infecgcao do
fungo nas plantulas, bem como o aparecimento dos sintomas dessa doenca
vascular. Também devera ser testada essa interacdo em vasos, ex vitro, com 0s

demais porta-enxertos micro-propagados selecionados para o estudo.
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