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RESUMO

Uma das causas do declinio dos vinhedos catarinenses ¢ o ataque pelo fungo de solo
Fusarium oxysporum f. sp. herbemontis. Para reposi¢do dos vinhedos tém potencial a
micropropagacdo e o controle bioldgico da doenca. Para isso pode ser feita a introdugdo de
fungos micorrizicos arbusculares (FMA) e de antagonistas aos patdgenos. Faz-se
necessario, portanto, determinar as condig¢des favoraveis ao estabelecimento das plantas e
ao uso, conjunto ou isolado, desses agentes de controle bioldgico. Foram conduzidos
experimentos em cdmara de crescimento com o objetivo de selecionar substratos que
promovam a micorrizagdo; avaliar o enraizamento in vitro e ex vitro na aclimatizagao;
verificar a compatibilidade entre os FMAs e os antagonistas e testar o uso em conjunto
desses microrganismos no controle da fusariose. Foram testados seis substratos, a base de
solo e aditivos, com e sem inoculacdo micorrizica, para aclimatizagdo de dois porta-
enxertos. Apos 12 semanas as melhores combinagdes para producdo de biomassa vegetal e
colonizag¢do micorrizica (%M) foi o substrato a base de solo, composto termofilico e areia,
para o porta-enxerto Paulsen 1103; enquanto para o porta-enxerto SO4 destacou-se o
substrato a base de solo, composto e vermiculita. O substrato comercial usado
proporcionou o aumento na biomassa vegetal, mas causou baixa %M. As raizes formadas
in vitro sobreviveram e se mostraram necessdrias a sobrevivéncia das plantas na
aclimatiza¢do. A introducdo dos antagonistas a patdégenos Trichoderma sp., Gliocadium
roseum € Bacillus sp. ndo interferiram na intensidade de colonizagdo das raizes pelo FMA
e no crescimento das plantas. Essas combinac¢des antagonistas e FMAs foram testadas para
o controle da fusariose. Ap6s 30 dias da inoculacdo do patdgeno observaram-se sintomas
de fusariose no porta-enxerto susceptivel. Dentre as combinagdes testadas a FMA/Bacillus
sp. € FMA/Trichoderma sp. sdo mais promissora que a combinacdo FMA/G.roseum. Os
FMAs sdo eficientes para o controle de fusariose nos porta-enxertos susceptiveis a doenga,
quando inoculados isoladamente.

Termos para indexacdo: Bacillus sp., enraizamento in vitro, Fusarium oxsyporum
herbemontis, Gliocadium, micorrizas, micropropagacao, substratos, Trichoderma sp., Vitis.



ABSTRACT

Vineyards in the State of Santa Catarina, many of which have been damaged by the soil
born fungus Fusarium oxysporum f. sp. herbemonti, may be reestablished through the use
of micropropagation techniques, associated with the inoculation of arbuscular mycorrhizal
fungal and of microrganisms having an antagonistic action on the pathogen. It is therefore
necessary to determine the conditions leading to the successful establishment of grapevine
plantlets and to the functioning of the biological control agents. Experiments were
performed under controlled-conditions, aiming to: select substrates conductive to the
establishment of arbuscular mycorrhizas in micropropagated grapevine rootstocks; study
the in vitro and ex vitro rooting of the plantlets; check the compatibility between the
pathogen antagonists and arbuscular mycorrhizal fungi; evaluate the performance of the
biological control agents to control the establishment of the pathogen in the plant roots.
Micropropagated SO4 and Paulsen 1103 rootstock plantlets were weaned for three weeks
in six mycorrhizal fungal-inoculated or uninoculated substrates prepared with soil,
compost, calcined rice hulls, vermiculite and sand. A commercially available substrate was
also used. At the end of the weaning period and after ten more weeks in individual pots,
shoot and root growth and mycorrhizal root colonization attained their highest values in the
substrate prepared with soil, compost and sand, for the Paulsen 1103 rootstock, and with
the substrate prepared with soil, compost and vermiculite for the SO4 rootstock. The
commercial substrate was associated with the highest increases in shoot and root mass, but
it decreased mycorrhizal colonization. Roots formed in vitro survived through the weaning
phase and appear to be necessary to plant development. The pathogen antagonists
Trichoderma sp., Gliocadium roseum e Bacillus sp. did not affect plant growth nor the
colonization of roots by the arbuscular mycorrhizal fungi. Combinations of the pathogen
antagonists and AMF were used to control Fusarium damage to grapevine roots. After 30
days following pathogen introduction in the substrates, the combinations of FMA/Bacillus
sp. and FMA/Trichoderma sp. were more efficient than FMA/G. roseum for pathogen
control. However, the best method to prevent root damage by Fusarium was the use of
AMEF alone.

Index terms: Bacillus, in vitro rooting, Fusarium oxsyporum herbemontis, Gliocadium,
mycorrhizas, micropropagation, substrate, Trichoderma, Vitis.



1 INTRODUCAO

No Brasil o cultivo da videira se concentra nas Regides Sul, Sudeste e Nordeste. A
maior area viticola do Pais estd concentrada no Rio Grande do Sul, responsavel por mais
de 60% da produgdo nacional de uvas e 85% da producdo nacional de vinhos no ano de
2000. Além dos estados onde a viticultura ja estd estabelecida, no decorrer dos ultimos
anos ela tem se expandido para outras regides, nas quais o cultivo se destina tanto a
producdo de uvas de mesa, como de uvas para vinho (KUHN et al, 1984; SOUSA, 1996;
EPAGRI, 2000; MELO, 2000; ICEPA - SC, 2000). Santa Catarina responde por 4% da
producdo de uva sendo o segundo produtor nacional de vinhos e mosto, com 5% da
producdo nacional. A atividade ¢ de grande importancia, por possibilitar uma fonte de
renda a muitos fruticultores catarinenses (EPAGRI, 2000; ICEPA - SC, 2002).

O estado de Santa Catarina cultivou, no ano de 1999, aproximadamente 3.000
hectares de vinhedos, proporcionando uma colheita de 38.909 toneladas de uva, que foram
convertidos em quase 15 milhdes de litros de vinho e mosto (EPAGRI, 2000). A
vitivinicultura catarinense estd concentrado na microrregido de Joagaba, que inclui os
municipios situados na regido de Alto Vale do Rio do Peixe, onde a produgdo de uvas
representa em torna de 60% da producdo estadual e concentra as principais cantinas do
estado (SOUSA, 1996; ICEPA - SC, 2002). Nessas regides, as propriedades tém
aproximadamente 30 hectares, com area média de vinhedos de 2,3 hectares, o que os
caracteriza como pequenos produtores, que utilizam a mao-de-obra familiar, e tém
importante papel na fixagdo do homem no meio rural (LOSSO, 1994; MELO, 2000). Sao
cultivadas quase que exclusivamente uvas americanas e hibridas (92%), destinadas ao
consumo in natura, ou a elaboracdo de vinhos de consumo corrente e/ou de suco de uva
(EMBRAPA, 1986; SOUSA, 1996; ROSIER & LOSSO, 1997; MELO, 2000).

Virios fatores tém contribuido para que os viticultores tenham abandonado o
cultivo das uvas viniferas, optando por outras mais rusticas; entre eles estdo a falta de
estrutura adequada de vinificacdo e comercializagdo, além de sensibilidade excessiva das

variedades européias as doencas fungicas. Estas, além de aumentarem drasticamente o



custo de producido, pioram a qualidade da uva, que acaba sendo colhida antes de completar
a maturacdo (SCHUCK et al., 1999). Além disto, os viticultores vém enfrentando nos
ultimos anos um problema grave, que ¢ o declinio e morte de plantas provocados pela
fusariose. Essa doenca tem predominado em relagdo a outras doencas de solo, e vem
causando sérios danos nas regides viticolas do Rio Grande do Sul e Santa Catarina. Ela ¢é
uma doenca causada pelo fungo de solo Fusarium oxysporum f. sp. herbemontis, que ataca
o sistema radicular, especialmente nas cultivares Vitis riparia x V. berlandieri (SO4)
(GALLOTTI, 1991; GALLOTTI & SCHUCK, 1991; ANDRADE et al., 1993;
GRIGOLETTI, 1993; ROSIER & LOSSO, 1997). As areas de vinhedo contaminadas com
esse fungo de solo trazem prejuizos, pois se tornam improdutivas para videira (SONEGO,
1998). Por essas razdes, a fusariose provocou, a partir da década de 90, uma consideravel
redug¢do na area plantada e na produtividade dos vinhedos catarinenses (LOSSO, 1994;
ICEPA - SC, 2000).

Os patdogenos do sistema radicular, principalmente os que causam doencas
vasculares, sdo de dificil controle. Os métodos de controle quimico sdo de alto custo,
acarretando grande uso de mao-de-obra e de produtos fitossanitarios de custo elevado.
Além disso, os tratamentos quimicos testados tém mostrado pouca eficiéncia, ndo se
mostrando viaveis por exigir custos adicionais em mao-de-obra e equipamentos, para
aplicagdo e incorporacdo desses produtos no solo. O método de controle ideal, mais
eficiente e econdmico, ¢ o emprego de cultivares de porta-enxertos resistentes que possam
desempenhar importante papel no controle da doenca (GALLOTTI, 1991; ANDRADE et
al., 1993; SOUSA, 1996). Existem diferentes graus de resisténcia a Fusarium sp., sendo
que os porta-enxertos originados dos grupos Vitis riparia x V. berlandieri sdo os mais
sensiveis, como ¢ o caso do porta-enxerto SO4. Cultivares de V. berlandieri x V. rupestris,
como o Paulsen 1103, possuem resisténcia intermedidria, e atualmente este ¢ o porta-
enxerto mais importante e utilizado na viticultura do Sul do Brasil, sendo a variedade
recomendada oficialmente (SCHUCK et al., 2002).

Com o objetivo de aumentar a disponibilidade de porta-enxertos adequados as
condicdes brasileiras, surge a necessidade de material vegetativo sadio para a formacdo ou
reposicdo dos vinhedos, o que gera uma grande demanda desses porta-enxertos. Formas
mais rapidas de multiplicacdo de material propagativo sadio sdo importantes neste

contexto, tanto para formacdo de matrizeiros como para a propagagdo em larga escala dos



porta-enxertos. A multiplicagdo rapida ja foi obtida com sucesso por meio de técnicas de
micropropagacao (BIASI, 2000).

As aplicagdes comerciais e industriais da cultura de tecidos vegetais in vitro
representam um ramo importante da Biotecnologia. A utilizagdo de micropropagagdo ja ¢
realidade em diversas regides do mundo, com destaque para os paises da Europa Ocidental
e dos Estados Unidos. Atualmente, dezenas de espécies de plantas sdo multiplicadas
vegetativamente em horticultura. Portanto, a técnica assume importancia para a
multiplicagdo de porta-enxertos de fruteiras de clima temperado e arvores-elites de
esséncias florestais de répido crescimento (CALDAS, 1985; GRATTAPAGLIA &
MACHADO, 1998).

A micropropagacdo tem aplicagdes na horticultura (VESTBERG, 1992) e em
espécies florestais (KERBAUY, 1997), por oferecer vantagens sobre a propagacdo
vegetativa convencional, como a maior rapidez na obtencdo de um grande niimero de
mudas e a erradicagdo das pragas e doengas, principais responsaveis pela baixa
produtividade de muitas culturas. No entanto, o uso comercial da micropropagagdo ¢
limitado, pois os custos de produgdo sdo relativamente elevados, devido ao altos gastos
com laboratérios, relacdo desfavoravel de crescimento in vitro e baixa percentagem de
sobrevivéncia durante a aclimatizacdo das plantas (KOZAI, 1997).

A producdo de plantas enraizadas ex vitro pode promover a redugdo dos custos
(GRIBAUDO et al., 1995; THOMAS & RAVINDRA, 1997). ISUTSA et al. (1994)
obtiveram taxas maiores de sobrevivéncia de plantas micropropagadas de mirtilo, com o
enraizamento ex vitro, 0 que encurtou em seis meses o periodo de aclimatizagdo quando
comparado ao protocolo de enraizamento in vitro. Esse procedimento diminui o tempo de
permanéncia da planta em camaras de crescimento e em outros ambientes controlados, que
tém manutengdo onerosa. Pode-se, assim, promover uma diminui¢do nos custos de
producdo. H4 uma tendéncia em fazer-se o enraizamento ex vitro para um nimero
crescente de espécies vegetais, porque essa técnica apresenta uma relativa simplicidade em
seus aspectos operacionais, além de ndo adicionar etapas e processos complexos na
multiplicagdo in vitro (SAGGIN JUNIOR & LOVATO, 1999).

Além disso, em plantas micropropagadas de videira, o enraizamento ex vitro e a
inoculagdo de fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) na aclimatizagdo assegura um

padrdo de uniformidade as plantas aclimatizadas (THOMAS & RAVINDRA, 1997), e



proporciona uma rapida forma¢do e melhor desenvolvimento do sistema radicular depois
do transplante (SCHELLENBAUM et al., 1991).

As micorrizas sdo uma associagdo mutualistica, na qual as raizes das plantas sdo
invadidas por fungos especificos, ocorrendo uma perfeita integracdo funcional entre os
simbiontes (SMITH & READ, 1997). A intima relacdo entre os fungos micorrizicos e as
plantas existe ha, no minimo, 350 milhdes de anos (SIMON et al., 1993). Trata-se de uma
simbiose praticamente universal, ndo s6 pelo grande niimero de plantas que formam a
associagdo, como também por sua ocorréncia generalizada na maioria dos habitats naturais
(SILVEIRA, 1998; DODD, 2000; SYLVIA & CHELLEMI, 2002).

Os beneficios dessa simbiose, expressos principalmente como o estimulo ao
crescimento vegetal, devem-se a fatores nutricionais, principalmente o aumento da
absor¢do de fosforo. SCHUBERT & LUBRACO (2000), inoculando fungos micorrizicos
arbusculares em plantas micropropagadas de macieira em substratos comerciais,
verificaram um aumento no conteudo de nutrientes dessas plantas e, conseqiientemente, no
crescimento vegetativo. A presenca de micorrizas também contribui para o aumento no
crescimento de porta-enxertos de videira (SCHUBERT et al., 1988; 1990; BAVARESCO
& FOGHER, 1996b; BIRICOLTI et al., 1997, LINDERMANN & DAVIES, 2001), ndo s6
aumentando a biomassa vegetal, mas também influenciando a distribui¢do proporcional da
biomassa entre a parte area e a raiz de videira e de outras frutiferas (RAVOLANIRINA et
al., 1989; VARNA & SCHUEPP, 1994; SCHUBERT & LUBRACO, 2000). Além disso,
os fungos micorrizicos arbusculares podem influenciar na morfogénese e na arquitetura
das raizes de plantas de videira micropropagadas (SCHELLENBAUM et al.,1991).

Essa simbiose, além de melhorar o estado nutricional das plantas, acelera o
crescimento e melhora o vigor das plantas na fase de formagdo (COLOZZI-FILHO et al.,
1994), favorece sua adaptacdo a diferentes ecossistemas € aumenta a tolerancia a fatores
estressantes bidticos e abiodticos. Como conseqiiéncia, obtém-se aumentos da produtividade
e da sobrevivéncia, tanto de mudas micropropagadas durante a aclimatizacdo quanto das
transplantadas para o campo (SIQUEIRA & SAGGIN JUNIOR, 1995). A inoculagdo de
FMAs em mudas de espécies florestais, utilizadas para formagao de matas ciliares em solos
degradados, permitiu o crescimento dessas mudas apds o transplantio para as éareas
degradadas a serem revegetadas (POUYU-ROJAS & SIQUEIRA, 2000). Em 4reas onde o

crescimento da videira foi inibido, devido a doenga do replantio, a inoculagdo com FMAs



nas mudas, proporcionou um maior acumulo de matéria seca da parte area e maior area
foliar nesse solo de replantio (WASCHKIES et al., 1994).

A inoculacdo de FMAs, na fase de aclimatizacdo, em plantas micropropagadas
contribui para melhorias nas caracteristicas comerciais, além de tornar-se uma alternativa
importante e desejavel (AZCON-AGUILAR et al., 1997; SAGGIN JUNIOR & LOVATO,
1999), visto que a aclimatizagdo ¢ uma etapa delicada para plantas micropropagadas. Na
fase in vitro as plantas crescem em condi¢do heterotrofica e, quando sdo transferidas para o
ambiente natural, elas passam para a condi¢do autotrdfica, ocorrendo o desenvolvimento
do aparato fotosintético. E ainda nessa fase de aclimatiza¢do, as plantas ficam muito
susceptiveis ao estresse hidrico, pois a planta passa de uma situagdo de reduzido fluxo
transpiratorio e elevada umidade relativa do ar, para uma ambiente que demanda um
incremento na taxa de transpiragdo (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998; AMANCIO
et al., 1999).

Muitas arvores frutiferas sdo naturalmente associadas com fungos micorrizicos
arbusculares. Por isso muitos problemas podem surgir pela auséncia da simbiose fingica
durante a fase de aclimatiza¢do. Entre tais problemas estdo o estresse provocado pelo
transplante e a propria aclimatizagdo. A auséncia desses fungos exige o uso de substratos
ricos em nutrientes e pobres em microrganismos, para que s€ possam assegurar o
crescimento ¢ a sanidade das plantas. Atualmente, isso ¢ obtido através de substratos
artificiais ou desinfestados, associados ao uso de grandes quantidades de produtos
quimicos. Dessa forma, ¢ importante inocular os FMAs nas plantas micropropagadas para
que estas possam superar o estresse da aclimatizagdo. Também podem reduzir-se os custos
com os insumos agricolas industrializados, que provocam efeitos negativos sobre o
ambiente (HOOKER ef al., 1994; VARMA & SCHUEPP, 1995; LOVATO et al., 1996;
AZCON-AGUILAR & BAREA, 1997; SUBHAN et al.,1998).

De acordo com GRIBAUDO et al. (1996), os fungos micorrizicos arbusculares
colonizam raizes de videira, tanto formadas ex vitro como formadas in vitro. Porém,
RAVOLANIRINA et al. (1989) demonstrou que o melhor periodo para a inoculagdo dos
FMAs em porta-enxertos de videira ¢ no inicio da fase de aclimatizacdo. Nessa fase, a
presenca das micorrizas proporcionou aumento acentuado no crescimento dos porta-

enxertos de videira em relacdo a plantas inoculadas em condigdes in vitro.



Outro aspecto que deve ser considerado durante a aclimatizagdo ¢ a composigdo
fisica e quimica do substrato utilizado, pois pode afetar a sobrevivéncia das plantas e
instalagdo de micorrizas arbusculares. Os principais fatores que afetam a micorrizagdo sao
a aeracao (SAIF, 1981), o teor de matéria organica e disponibilidade de nutrientes,
especialmente o fosforo. De maneira geral, formulam-se substratos utilizando materiais
disponiveis, de preferéncia leves e de boa drenagem (SAGGIN & LOVATO, 1999).
Misturas a base de solo, turfa e vermiculita fornecem os melhores resultados no
crescimento de plantas micorrizadas (CASSOL, 1996).

Na micropropagacdo comercial de fruteiras, em geral ndo se utilizam substratos a
base de solo, a fim de se evitarem problemas com patdgenos, e sim substratos comerciais
ricos em nitrogénio, fosforo e potassio. No entanto, como os substratos comerciais sao
formulados para garantir o crescimento das plantas, os FMAs vao apresentar pequeno
potencial de infeccdo e lento desenvolvimento, limitando a resposta em crescimento
vegetal (SMITH & READ, 1997). Ja foi observado o efeito benéfico da presenga de solo
na composi¢ao do substrato para a formagdo de micorrizas e desenvolvimento das plantas
micropropagadas (VIDAL et al., 1992). Entretanto, SCHUBERT & LUBRACO (2000)
constataram que a micorrizagdo em macieira micropropagada pode ser obtida em
substratos comerciais ricos em nutrientes, o que proporciona aumento no conteido de
nutrientes e, conseqlientemente, no crescimento vegetativo dessas plantas.

Esta interagdo entre os FMAs e os substratos tem sido avaliada para varias espécies
micropropagadas (SCHUBERT et al., 1990; AZCON-AGUILAR et al, 1992;
UOSUKAINEN & VESTBERG, 1994; VESTBERG & ESTAUN, 1997; ESTAUN et al.,
1999), pois a composicdo do substrato pode variar em funcdo da espécie de FMAs e da
planta aclimatizada. Deve-se sempre buscar a melhor combinagdo planta-fungo-substrato
para uma dada produgao.

Além de todos os aspectos benéficos mencionados da introducdo de fungos
micorrizicos no sistema, a associacdo das plantas com os FMAs vem adquirindo
importancia crescente no controle bioldégico de doengas. Atualmente, muitos
fitopatologistas estudam os fungos micorrizicos arbusculares com o objetivo de utiliza-los
como controle biologico, pois existem muitos relatos dos efeitos benéficos dos FMAs na
protecdo das plantas ao ataque de fungos e nematodides que causam doengas as plantas

(DEHNE, 1982; GUILLEMIN et al., 1994; TROTTA et al., 1996; PINOCHET et al.,



1998; FILION et al., 1999; GRAHAM, 2001; AZCON-AGUILAR et al., 2002;
DECLERCK et al., 2002; YAO et al., 2002).

O controle bioldgico dos patdgenos de plantas ¢ uma pratica chave na agricultura
sustentavel pois estd baseada no manejo dos recursos naturais, além de proporcionar a
reducdo no uso de produtos quimicos e preservar o meio ambiente. Os microrganismos
presentes na rizosfera sio componentes dos ecossistemas, e alguns grupos podem proteger
as plantas dos patdgenos, como os fungos micorrizicos arbusculares. A associacdo
micorrizica pode assegurar a sanidade das plantas através de varios mecanismos e ou
interagdes, que melhoram a capacidade das plantas de tolerar estresses bidticos e abioticos,
como no caso, o ataque de patdégenos de solo (AZCON-AGUILAR & BAREA, 1996)

Os mecanismos envolvidos na protecdo das plantas associadas a FMAs incluem a
compensa¢do dos danos causados nas plantas pela melhoria no crescimento e no estado
nutricional (ZAMBOLIM & SCHENCK, 1983; GUILLEMIN et al., 1994; PINOCHET et
al., 1998). Um menor indice da doencga foi observado em bananeiras micorrizadas devido
ao aumento no teor de fosforo foliar e no crescimento vegetal. As plantas micorrizadas
apresentaram maior crescimento quando foram submetidas a inoculagdo com o patdgeno.
Em condi¢des de estresse, como no caso a presenga do patdogeno, os FMAs apresentam
efeitos positivos no crescimento de bananeiras (DECLERCK et al., 2002). Entretanto,
somente a melhoria na nutricdo de fésforo e o aumento no crescimento das plantas ndo
explicaram a redugcdo nos sintomas de Phytophthora nicotianae; existem outros
mecanismos envolvidos na tolerancia das plantas micorrizados ao ataque de patogenos,
como a propria presenca dos FMAs nas raizes, a competi¢do entre os FMAs e fungos
patogénicos por sitios de infeccdo e a indugdo de resisténcia com modificagdes
bioquimicas no hospedeiro (TROTTA et al., 1996).

As alteracdes microbianas na rizosfera, a ativacdo dos mecanismos de defesa da
planta, e também a indugdo de resisténcia sistémica (CORDIER et al., 1998; POZO et al.,
2002a) sao mecanismos envolvidos no controle de patdégenos de solo. O controle biologico
por FMAs ¢ resultado de uma combinacdo de mecanismos de resisténcia local e sistémica.
A resisténcia sistémica induzida pelos FMAs ¢ verificada nas plantas que tinham parte das
raizes ndo micorrizada através do acimulo de moléculas, para a formacdo de calose. A
calose ¢ uma barreira formada durante a ativagdo dos mecanismos de defesa da planta que

impede a penetracdo da hifa do patdgeno. Enquanto, a resisténcia localizada foi



caracterizada pela incapacidade do patéogeno invadir as células que contém arbusculos
(CORDIER et al., 1998). As redugdes nos sintomas da doenga e no desenvolvimento do
patdgeno nos tecidos de partes das raizes ndo micorrizadas de uma planta micorrizada sdo
conseqiiéncias da resisténcia sistémica (POZO et al., 2002a).

As micorrizas alteram a atividade dos microrganismos de forma seletiva
(GRAHAM, 1988). Resultados obtidos in vitro mostram que a presenca do Glomus
intraradices interfere no crescimento de diferentes organismos, estimulando o crescimento
de antagonistas a patdgenos, como Trichoderma harzianum, e inibindo o crescimento de
patégenos como o Fusarium oxysporum chrysanthemi. Os FMAs formam um novo
ambiente microbiano, e assim podem contribuir para proliferacdo de microrganismos
especificos, além de alterar potencialmente a populagdo de patdogenos (ST-ARNAUD et
al., 1995; FILION et al., 1999).

O controle de doencas também pode ser feito através de microrganismos
antagonistas, como fungos e bactérias (MELO, 1991; LIU et al., 1995; NEMEC et al.,
1996; BENCHIMOL et al., 2000). TOMAZI et al. (1998) demonstraram a agdo
antagonista in vitro do fungo Trichoderma sp. e de um isolado de Bacillus sp. ao
crescimento de Phytophothora cactorum L. e Fusarium oxysporum f. sp. herbemontis.
Além disso, os antagonistas a patégenos podem despertar nas plantas a resisténcia
sistémica induzida pela presenca do patégeno (LIU ef al., 1995; HOFFLAND et al., 1996).
Desta forma, o controle bioldégico por FMAs pode ser explorado em cooperagdo com
outros microrganismos que demonstrem eficiéncia antagonista a patégenos. A combinagao
dos FMAs e agentes de controle bioldgico, como os fungos Trichoderma sp. e Gliocadium
sp., € as bactérias como o Bacillus sp., podem produzir um nivel de controle da doenca
superior aos efeitos dos organismos inoculados sozinhos (WYSS et al., 1992; NEMEC et
al., 1996; GREEN et al., 1999). No entanto, a presenga de antagonistas a patogenos pode
estimular ou inibir a associagdo micorrizica, por isso deve ser determinada a interagdo para
cada planta e patogeno (AZCON, 1989; WYSS et al., 1992; MCALLISTER et al., 1994a;
1994b; GREEN et al., 1999; GRYNDLER et al., 2002). O comprimento das hifas externas
do Glomus intraradices foi reduzido pela presenga do Trichoderma harzianum (GREEN et
al., 1999), assim com a formagdo das micorrizas pelo Trichoderma koningui
(MCALLISTER et al., 1994a) e pelo Bacillus sp. (ANDRADE et al., 1995). Entretanto, ha

trabalhos demonstrando que o antagonista a patdgenos Trichoderma sp. libera substancias



capazes de acelerar a germina¢do dos esporos e o crescimento do micélio dos FMAs
(CALVET et al., 1992), e também niao promove competicdo entre os FMAs e os
antagonistas a patogenos em Tagetes erecta (CALVET et al., 1993). Do mesmo modo,
algumas bactérias tém efeitos benéficos na colonizagdo micorrizica (AZCON, 1989;
BAVARESCO & FOGHER, 1996a), e estimulam o desenvolvimento do micélio, sem
afetar a atividade e o comprimento das hifas dos FMAs (GRYNDLER et al., 2002). Os
resultados de pesquisa das interagdes entre os fungos saprofitos ou rizobactérias e os
FMAs diferem muito. Tal ¢ o caso do Trichoderma spp que apresenta tanto efeito
antagonico (WYSS et al., 1992) e sinergistico da coloniza¢do micorrizica (CALVET et
al., 1992). Sendo assim, ¢ necessario definir as intera¢des positivas entre os agentes de
controle biolégico que sdo utilizados em conjunto. Obviamente que 0s microrganismos
selecionados para o controle bioloégico de patégenos de solo ndo podem interferir na
associacdo micorrizica, pois os FMAs sdo altamente benéficos para as plantas.

Como visto acima, métodos bioldgicos para o controle de patégenos de solo que
provocam doencas em darvores frutiferas, inclusive nas videiras, oferecem alternativas
promissoras aos métodos quimicos (UTKHEDE, 1992). E, portanto, essencial o
desenvolvimento de procedimentos de manejo com vistas ao controle de patdgenos de
solo. O controle biologico vem tendo destaque pois se conhecem cada vez mais problemas
associados ao controle quimico, como o desenvolvimento de resisténcia pelo patdgeno,
alto custo, efeito negativo sobre os organismos benéficos e poluicdo ambiental, como a
contamina¢do das 4dguas e conseqiiente dano a satide humana. Hoje, o mercado esta cada
vez mais interessado no produto ecoldgico, cujo sistema de cultivo preserve os
mecanismos naturais responsaveis pelo equilibrio da fertilidade do solo e das cadeias
alimentares naturais. Para isso, € necessario hoje produzir plantas com comunidade
rizosférica constituida por fungos micorrizicos arbusulares, pois estes que desempenham
diferentes papéis benéficos em diferentes etapas. Além disso, devem incluir-se outros
organismos benéficos, como os antagonistas a patdgenos que sejam compativeis com os
FMAs e com os efeitos destes. As comunidades rizosféricas devem ser desenvolvidas
especificamente para determinadas condi¢des ambientais (SAGGIN & LOVATO, 1999).
Portanto, sdo necessarias pesquisas locais, selecionando microrganismos e técnicas de

manejo adaptados a condi¢des especificas de planta, clima e solo.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais:

Desenvolver um sistema de aclimatizagio e micorrizacdo de mudas
micropropagadas de videira, com vistas ao controle bioldgico do Fusarium oxysporum f.

sp. herbermontis.

2.2 Objetivos especificos:

* Selecionar substratos adequados para micorrizagdo dos porta-enxertos de videira;

* Aclimatizar porta-enxertos de videira micropropagados enraizados in vitro e ex vitro;

* Testar a compatibilidade entre fungos micorrizicos arbusculares e antagonistas a

patogenos;

* Obter mudas micropropagadas de videira associadas a uma comunidade rizosférica que

permita a prote¢do contra a Fusarium oxysporum f. sp. herbermontis.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Interacdo entre substratos e inoculacio micorrizica na aclimatizacdo de porta-

enxertos de videira micropropagados.

Os porta-enxertos de videira Paulsen 1103 (Vitis ruprestris x Vitis berlandieri) e
SO4 (Vitis riparia x Vitis berlandieri) foram micropropagados em meio de cultura DSD1
(LIMA DA SILVA & DOAZAN, 1995) com sacarose (20,0g L) e agar-agar (5,5g L),
isento de reguladores de crescimento e com pH 6,4. Os frascos foram mantidos durante 60
dias a 25*1°C, fotoperiodo de 16 horas e radiagdo fotossinteticamente ativa de 40 -
45pmol m™? s™ no nivel do frasco, umidade relativa do ar de 60-70%. Para a aclimatizag¢io
dos porta-enxertos foram realizadas podas para conservar trés folhas basais ¢ 1,0 — 1,5 cm
de raiz.

O experimento, um fatorial 2 x 6, foi composto dos tratamentos de inoculacdo
(inoculagdo micorrizica e ndao micorrizica) e de seis substratos: Nitossolo Vermelho
Distroférrico, composto termofilico e vermiculita (N:C:V) na propor¢do de 2:3:3 (viv:iv);
Nitossolo Vermelho Distroférrico, composto termofilico e casca de arroz carbonizada
(N:C:CAC) 3:1:1 (v:v:v); Nitossolo Vermelho Distroférrico, composto termofilico e areia
(N:C:A) 1:1:1 (v:v:v); Nitossolo Vermelho Distroférrico e composto termofilico (N:C)
3:2,5 (v:v); Nitossolo Vermelho Distroférrico e vermiculita (N:V) 2:3 (v:v) e do substrato
comercial Plantmax® (Eucatex Agro, Sdo Paulo-SP), constituido de mistura de cascas de
arvore, turfa, vermiculita e calcario. O composto termofilico ¢ elaborado a partir da coleta
seletiva de sobras de preparo do restaurante universitario da UFSC, aparas de grama, restos
vegetais e cama de pequenos roedores sadios, resultando em um produto uniforme e de
composi¢do final conhecida. As caracteristicas quimicas dos substratos estdo descritas na
Tabela 1.

Cada porta-enxerto recebeu 2,0 g de indculo micorrizico, constituido de uma
mistura de Glomus etunicatum, Glomus clarum e Acaulospora sp, multiplicados em vasos
com Paspalum notatum var saurae. As plantas também receberam a microbiota ndo
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micorrizica do solo, que foi obtida através da suspensdo de 40g de indculo em 1L de agua
destilada. Apos agitag@o intensa, a suspensdo foi passada em papel filtro e adicionou-se 1
mL do filtrado a cada célula nos tratamentos correspondente.

Os substratos testados para aclimatizag¢do das plantas, exceto o substrato comercial
Plantmax®, foram desinfestados por 10 minutos em forno de microondas (National NE
7770KK, 2450 Mhz, 1420W) e distribuidos em bandejas de polipropileno com alvéolos de
20 mL cada. Em seguida os porta-enxertos foram transferidos para as bandejas alveoladas,
e a partir do décimo-quinto dia houve a abertura progressiva do vidro a fim de aclimatizar
as plantas a atmosfera ambiente.

Ap0s trés semanas, metade das plantas foi transferida para os vasos individuais de
400 cm’, contendo os mesmos tratamentos, ¢ mantidos por dez semanas em sala de
crescimento, a 26+2°C, fotoperiodo 16 horas e radiacdo fotossinteticamente ativa de 150
pumol m™ s, Todas as plantas receberam agua destilada diariamente e semanalmente
aplicaram-se 5 mL de solu¢do nutritiva de Long Ashton (RESH, 1997) com 10% da

concentragdo original de fosforo.

Ao final das trés semanas de aclimatizagdo e das dez semanas em camara de
crescimento apos a aclimatizagdo foram determinados peso da matéria seca de parte aérea,
comprimento radicular e a colonizagdo micorrizica. Também foram determinados os
conteudos nutricionais de fosforo e de substancias de reserva foliar, dos porta-enxertos
apoOs dez semanas em camara de crescimento de acordo com a metodologia utilizada por
SILVEIRA et al., (2002). Essas determinagdes foram realizadas pela Faculdade de
Agronomia — Departamento de solos — UFRGS. O comprimento das raizes foi avaliado
pela técnica da grade quadriculada (TENNANT, 1975). A intensidade de colonizagdo
micorrizica foi avaliada pela técnica de TROUVELOT et al. (1986), apds descoloragio das
raizes em KOH 10% e coloragdo com azul de tripano em glicerol acidificado (KOSKE &
GEMMA, 1989). Utilizou-se um delineamento completamente casualizado com 6
repeticdes. Os dados foram submetidos a andlise de variancia, (programa StatGraphics,
versao 7.0) e as médias foram comparadas pelo teste de Newman-Keuls, a p < 0,05

(STEEL & TORRIE, 1980).



3.2 Formacgao in vitro e ex vitro de raizes de porta-enxertos micropropagados de

videira em diferentes meios de cultivo.

Foram micropropagados os porta-enxertos de videira Paulsen 1103 e SO4 em
tubos tipo Pyrex ® (22 x 220mm) contendo 15 mL de meio de cultura DSDI1 (LIMA DA
SILVA & DOAZAN, 1995) com sacarose (20 g L") e agar-agar (5,5 g L ) , isento de
reguladores de crescimento e com pH 6,4. Também foram micropropagados os mesmos
porta-enxerto, em meio de cultura DSD1 adicionado de 0,15 mg L™ de violeta de genciana
(Fluka Chemie AG,CH) (GRIBAUDO et al., 1995), além dos demais componentes citados
anteriormente. Os tubos contendo as plantas micropropagadas foram mantidos durante 60
dias a 25°+1C, fotoperiodo de 16 horas e radiacao fotossinteticamente ativa de 40-45umol
m? s, umidade relativa do ar de 60-70%.

Para aclimatizacdo das plantas microprogadas em meio de cultura DSD1 com e sem
violeta de genciana foram realizadas podas para conservar trés folhas basais e 1,5 - 2,0 cm
de raizes formadas in vitro. Para aclimatizagdo das mudas sem raizes formadas in vitro,
foram formadas microestacas das plantas micropropagadas em meio de cultura DSD1 sem
violeta de genciana.

As microestacas e as plantas com raizes formadas in vitro foram transferidas para
as bandejas alveoladas contendo o substrato formado pela mistura de Nitossolo Vermelho
Distroférico, composto termofilico e areia na proporcao de 1:1:1(v:v:v), para aclimatiza¢ao
do porta-enxerto Paulsen 1103. Para aclimatizacdo do porta-enxerto SO4 usou-se o
substrato formado pela mistura de Nitossolo Vermelho Distroférico, composto termofilico
e vermiculita na propor¢ao de 2:3:3 (v:v:v), de acordo com os resultados obtidos no
experimento anterior (3.1). Os substratos foram desinfestados por 10 minutos em forno de
microondas (National NE 7770KK, 2450 Mhz, 1420W) e distribuidos em bandejas de
polipropileno com alvéolos de 20 mL.

Na transferéncia para aclimatizagdo, as plantas receberam os tratamentos de
inoculagdo micorrizica e ndo micorrizica. Cada porta-enxerto recebeu 2,0 g de inéculo
micorrizico, constituido de uma mistura de Glomus etunicatum, Glomus clarum e
Acaulospora sp, multiplicados em vasos com Paspalum notatum var saurae. A microbiota
ndo micorrizica do solo foi obtida através da suspensao de 40g de in6culo em 1L de agua
destilada. Apos agitag@o intensa, a suspensdo foi passada em papel filtro e adicionou-se 1

mL do filtrado a cada célula no tratamento correspondente. Os porta-enxertos foram



transferidos para as bandejas em caixas cobertas com vidro com vistas a aclimatizagdo. A
partir do décimo-quinto dia houve a abertura progressiva do vidro, e o processo de
aclimatizagdo durou 5 semanas. Ao final desse periodo, avaliou-se a percentagem de
sobrevivéncia, a matéria fresca e seca de parte aérea, a matéria fresca de raiz e o
comprimento radicular. O comprimento das raizes foi avaliado pela técnica da grade
quadriculada (TENNANT, 1975). A intensidade de colonizagdo micorrizica foi avaliada
pela técnica de TROUVELOT et al. (1986), apds descoloracao das raizes em KOH 10% e
coloragdo com azul de tripano em glicerol acidificado (KOSKE & GEMMA, 1989).
Utilizou-se um delineamento completamente casualizado, com 10 repeti¢des. Os dados
foram submetidos a analise de variancia, (programa StatGraphics, versdo 7.0) e as médias

foram comparadas pelo teste de Newman-Keuls, a p < 0,05 (STEEL & TORRIE,1980).

3.3 Controle biologico da fusariose por fungos micorrizicos arbuculares e

antagonistas a patégenos.

3.3.1 Avaliacio da compatibilidade entre fungos micorrizicos arbusculares e

antagonistas a patégenos.

Os porta-enxertos de videira Paulsen 1103 e SO4 foram micropropagados em meio
de cultura DSD1 (LIMA DA SILVA & DOAZAN, 1995) com sacarose (20,0g LYe
agar-agar (5,5g L"), isento de reguladores de crescimento e com pH 6,4. Os frascos foram
mantidos durante 60 dias a 25+1°C, fotoperiodo de 16 horas e radiagdo fotossinteticamente
ativa de 40 - 45pmol m™ s™ no nivel do frasco, umidade relativa do ar de 60-70%.

Para a aclimatizacdo dos porta-enxertos foram realizadas podas para conservar trés
folhas basais e 1,0 —1,5 cm de raiz. Os porta-enxertos foram transferidos para as bandejas
contendo os mesmos substratos utilizados no item anterior 3.2. Os substratos foram
desinfestados por 10 minutos em forno de microondas (National NE 7770KK, 2450 Mhz,
1420W) e distribuidos em bandejas de polipropileno com alvéolos de 20 mL. Na
transferéncia para aclimatizacdo, as plantas receberam os tratamentos de inoculagdo
micorrizica e ndo micorrizica como descrito no item 3.1.

Ao final de trés semanas de aclimatizagdo, as plantas foram transferidas para os
vasos individuais de 400 cm’. Em cada vaso foram inoculados os tratamentos contendo um

dos antagonistas a patdégenos Trichoderma sp., Gliocadium roseum ou Bacillus sp. € um



tratamento controle sem antagonistas. Os antagonistas a patdgenos foram multiplicados em
meio de batata dextrose agar (BDA), em tubos inclinados. Foram obtidas suspensdes
contendo os antagonistas, através de lavagens desses tubos com solucdo salina 0,35%.
Foram inoculadas 10 mL dessas suspensdes em cada vaso, contendo 243 x 10" UFC de
Gliocadium roseum, 223 x 10’ UFC de Trichoderma sp. ou 145 x 10> de UFC do Bacillus
sp.

Os porta-enxertos nos vasos, foram mantidos por 12 semanas em camara de
crescimento, a 27+2°C, fotoperiodo de 16 horas e radiagdo fotossinteticamente ativa de
150pumol m™ s™. Todas as plantas receberam agua destilada diariamente, e semanalmente
aplicou-se 5 mL de solugdo nutritiva de Long Ashton (RESH, 1997) com 10% da
concentragdo original de fosforo.

Ao final das 12 semanas foram determinados o peso da matéria seca de parte aérea
e de raiz, comprimento radicular e coloniza¢do micorrizica. O comprimento das raizes foi
avaliado pela técnica da grade quadriculada (TENNANT, 1975). A intensidade de
coloniza¢do micorrizica foi avaliada pela técnica de TROUVELOT et al. (1986), apos
descoloracdo das raizes em KOH 10% e coloragdo com azul de tripano em glicerol
acidificado (KOSKE & GEMMA, 1989). Utilizou-se um delineamento completamente
casualizado, com 6 repeticdes. Os dados foram submetidos a andalise de variancia,
(programa StatGraphics, versao 7.0) e as médias foram comparadas pelo teste de Newman-

Keuls, ap <0,05 (STEEL & TORRIE,1980).

3.3.2 Fungos micorrizicos arbusculares e antagonistas a patéogenos no controle de

fusariose.

Foram utilizados os porta-enxertos Paulsen 1103 (Vitis ruprestris x Vitis
berlandieri), variedade atualmente recomendada por apresentar resisténcia a fusariose, € 0
porta-enxerto SO4 (Vitis riparia x Vitis berlandieri), variedade susceptivel a doenga. Os
porta-enxertos Paulsen 1103 e SO4 foram micropropagados em meio de cultura DSD1
(LIMA DA SILVA & DOAZAN, 1995) com sacarose (20,0g L) e agar-agar (5,5g L),
isento de reguladores de crescimento e com pH 6,4. Os frascos foram mantidos durante 60
dias a 25*1°C, fotoperiodo de 16 horas e radiagdo fotossinteticamente ativa de 40 -

45pmol m? s™ no nivel do frasco, umidade relativa do ar de 60-70%.



Para a aclimatizagdo dos porta-enxertos foram realizadas podas para conservar trés
folhas basais e 1,0 —1,5 cm de raiz. Os porta-enxertos foram transferidos para as bandejas
contendo os mesmos substratos utilizados no item anterior 3.2. Os substratos foram
desinfestados por 10 minutos em forno de microondas (National NE 7770KK, 2450 Mhz,
1420W) e distribuidos em bandejas de polipropileno com alvéolos de 20 mL. Na
transferéncia para aclimatizacdo, as plantas receberam os tratamentos de inoculagdo
micorrizica e ndo micorrizica como descrito no item 3.1.

Ao final de trés semanas de aclimatizacdo as plantas foram transferidas para os
vasos individuais de 400 cm’, contendo os mesmos substratos utilizados para aclimatizagio
dos porta-enxertos. Apds 12 semanas na camara de crescimento, as plantas foram
transferidas para sacos individuais de polietileno preto de 1,0 dm’® de capacidade, contendo
uma mistura de substrato comercial (Plantmax[] Eucatex Agro, Sdo Paulo-SP), vermiculita
e areia, na propor¢do de 1:1:1. A mesma mistura foi usada para os dois porta-enxertos. As
plantas foram mantidas por 4 semanas na camara de crescimento.

Em cada vaso foram inoculados os tratamentos contendo um dos antagonistas a
patégenos: Trichoderma sp., Gliocadium roseum ou Bacillus sp., além de um tratamento
controle sem antagonistas. As plantas também receberam os tratamentos com e sem
inoculagdo de Fusarium oxysporum f. sp. herbemontis. Os antagonistas a patogenos foram
multiplicados em batata dextrose agar (BDA), em tubos inclinados. Foram obtidas
suspensdes contendo os antagonistas, através de lavagens desses tubos com solucdo salina
0,35%. Foram inoculadas 10 mL dessas suspensdes em cada vaso, contendo 243 x 10’
UFC de Gliocadium roseum, 223 x 10" UFC de Trichoderma sp. ou 145 x 10> de UFC do
Bacillus sp.

Os isolados de Fusarium oxysporum f. sp. herbemontis, fornecidos pelo
Departamento de Horticultura e Silvicultura da Faculdade de Agronomia da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul — UFRGS foram conservados meio de batata dextrose agar
(BDA) em placas de petri e em tubos com meio inclinado. O inoculo do patdégeno foi
obtido através de lavagens dessas placas de petri com dgua destilada autoclavada. Em
seguida foi distribuido em elenmeyers contendo graos de aveia autoclavados. Foram
inoculados 10 g de griaos de aveia infectados com o fungo ou 10g de grdos de aveia
autoclavado para os tratamentos controle.

Os porta-enxertos foram mantidos em camara de crescimento, a 26+2°C,

fotoperiodo de 16 horas e radiagdo fotossinteticamente ativa de 150pmol m™ s™'. Todas as



plantas receberam 4gua destilada diariamente, e semanalmente aplicou-se 5 mL de solugdo
nutritiva de Long Ashton (RESH, 1997) com 10% da concentracdo original de fosforo.

Ao final das 16 semanas em cdmara de crescimento foram determinados o indice da
doenga, peso da matéria seca de parte aérea e de raiz, comprimento radicular e colonizagdo
micorrizica. Foram atribuidos graus para os sintomas de fusariose avaliados na regido do
colo das plantas: 0 = auséncia de infec¢do, 1 = menos de 20% de infec¢do, 2 = 20 — 40%
de infecgdo, 3 = 40 — 60% de infecgdao, 4 = 60 — 80% de infecgao ¢ 5 = 80 —100% de
infeccdo. A partir desses graus de infeccdo foram calculados os indices da doenca (ID),
para cada repeti¢do, de acordo com STADNIK & DHINGRA (1997) e MATSUBARA et
al. (2002):

ID (%) =2 [(f xg)/nxv]x 100

onde, 2. = somatorio, f= freqiiéncia do grau de infec¢do, g = grau de infecgdo, n=
numero total de plantas usadas, e v =0 valor maximo do grau de infecgao.

O comprimento das raizes foi avaliado pela técnica da grade quadriculada
(TENNANT, 1975). A intensidade de coloniza¢do micorrizica foi avaliada pela técnica de
TROUVELOT et al. (1986), apos descoloragdo das raizes em KOH 10% e coloragao com
azul de tripano em glicerol acidificado (KOSKE & GEMMA, 1989). Utilizou-se um
delineamento completamente casualizado, com quatro repeticdes. Os dados foram
submetidos a andlise de variancia, (programa StatGraphics, versdo 7.0) e as médias foram

comparadas pelo teste de Newman-Keuls, a p < 0,05 (STEEL & TORRIE,1980).



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Interacdo entre substratos e inoculacio micorrizica na aclimatizacio de porta-

enxertos de videira micropropagados.

4.1.1 Inoculag¢io micorrizica e aclimatizacio de dois porta-enxertos de videira (Vitis

spp) micropropagados.

No final da aclimatizacdo, a produg¢do de matéria seca de parte aérea dos porta-
enxertos micropropagados variou em fun¢do do substrato e da presenga dos FMAs, ¢ a
interacdo entre os dois fatores foi significativa para os dois porta-enxertos (Tabelas 2 e 3) .
A interagdo foi afetada pela espécie ou cultivar da planta, pelo isolado do fungo
micorrizico e pelas caracteristicas do substrato (VESTBERG, 1992; ESTAUN et al.,
1999). As percentagens de colonizagdo micorrizica, nos dois porta-enxertos, foram
significativamente diferentes em fungdo dos substratos (Figuras 1 e 2). Tais diferengas
podem ser atribuidas as caracteristicas quimicas (Tabela 1) e fisicas dos substratos,
varidveis segundo as propor¢des de solo e condicionadores usados. No final da
aclimatiza¢do, os substratos N:C:A, N:C e N:V proporcionaram as maiores taxas de
coloniza¢do micorrizica no porta-enxerto Paulsen 1103 (Figura 1) e os substratos N:C:A e
N:C:V promoveram a maior coloniza¢do no porta-enxerto SO4 (Figura 2). Nessa etapa,
também houve uma resposta a inoculagdo em termos de crescimento da parte aérea do
porta-enxerto Paulsen 1103 aclimatizado nos substratos N:C e N:V (Tabela 2), e do porta-
enxerto SO4 nos substratos N:C:V, N:C e N:V (Tabela 3). Para ambos porta-enxertos, o
substrato N:C:A proporcionou a maior taxa de colonizagdo micorrizica no final da
aclimatizagio (Figuras 1 e 2). E importante que o substrato selecionado para o crescimento
de mudas micropropagadas favoreca a associacdo micorrizica € também o crescimento
vegetal, pois plantas micorrizadas vao ter melhor desenvolvimento do sistema radicular
apos o transplante, menor mortalidade, além de haver efeitos da simbiose na prote¢ao das
plantas contra patogenos do solo (AZCON-AGUILAR & BAREA, 1996; POZO et al.,
2002b).
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Figura 1. Colonizacdo micorrizica no porta-enxerto Paulsen 1103 em seis substratos, no
final e dez semanas apds a aclimatizagdo. Médias com a mesma letra ndo

diferem entre si pelo teste de Newman- Keuls a 5% de probabilidade.

Os FMAs aparentemente ndo afetaram a sobrevivéncia dos dois porta-enxertos de
videira na aclimatizacdo pois no final dessa fase houve colonizagdo micorrizica, com
intensidades dependentes do substrato utilizado (Figuras 1 e 2). O comprimento radicular
dos dois porta-enxertos ndo foi afetado pela introdu¢do dos FMAs ou pelos substratos
(Tabelas 2 e 3), porém o substrato usado nesta etapa de aclimatizagdo afetou as taxas de
sobrevivéncia das plantas. O substrato N:V, além de prejudicar o crescimento esteve
associado a uma sobrevivéncia de apenas 70%, indice que foi superior a 90% nos demais
substratos. Esse substrato tinha o mais baixo teor de carbono (Tabela 1) o que explica que
para garantir a sobrevivéncia de plantas micropropagadas na aclimatiza¢do sdo utilizados

substratos ricos em matéria organica e nutrientes (SCHUBERT & LUBRACO, 2000).
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Figura 2. Colonizagdo micorrizica no porta-enxerto SO4 em seis substratos, no final e dez
semanas apds a aclimatizacdo. Médias com a mesma letra ndo diferem entre si

pelo teste de Newman- Keuls a 5% de probabilidade.

Ap6s o periodo de dez semanas que se seguiu a aclimatizacdo, o crescimento de
parte aérea e do sistema radicular dos porta-enxertos SO4 e Paulsen 1103 sofreu efeitos
significativos apenas dos substratos (Tabelas 2 e 3). Possivelmente, a auséncia de resposta
a inoculagdo de FMAs estd ligada a baixa percentagem de arbusculos (Figura 3) que atuam
nos processos de trocas de nutrientes (HAYMAN, 1983). A luminosidade relativamente
baixa da camara de crescimento pode ter provocado a ocorréncia de poucos arbusculos,
principalmente para o porta-enxerto Paulsen 1103. Para o porta-enxerto SO4 a
percentagem de arbusculos apresentou diferencas significativas entre os substratos, que
foram utilizados dez semanas ap6s aclimatizacdo. Contudo esses indices foram baixos e
ndo refletiram em estimulos ao crescimento vegetal..

Além disso, ¢ importante considerar que em trabalhos recentes a mesma espécie de
Glomus tem apresentado variagdes genéticas entre os isolados. Ha evidéncias de perda das
seqiiéncias genéticas de isolados da mesma espécie de FMAs quando sdo mantidos em

condigdes diferentes no laboratério (CLAP et al., 2001). Isso indica que pode haver uma



selecdo gradual em sub-populacdes de FMAs adaptados as condi¢des que prevalecerem
no laboratério. A diversidade genética presente nos esporos dos FMAs utilizados como
propagulos ¢ alterada rapidamente sob diferentes condi¢des de cultivos, durante a produgdo
dos in6culos (VOSTAKA & DODD, 2002). Para obter melhores resultados com a
inoculagdo micorrizica ¢ importante que além de o indculo dos FMAs seja isolado da
regido de origem da cultura, a sua conservagdo no laboratorio deve ser levada em

consideragao.
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Figura 3. Percentagem de arbusculos nos porta-enxertos Paulsen 1103 e SO4 em seis
substratos, dez semanas apds a aclimatizacdo. Médias seguidas da mesma letra

nao diferem entre si pelo teste de Newman-Keuls a 5% de probabilidade.

Entretanto, também deve se considerar que o importante papel das micorrizas sobre
o crescimento vegetal na aclimatiza¢do atenua-se ou mesmo desaparece apos essa fase
critica (VIDAL et al., 1992; ESTAUN et al., 1999; AZCON-AGUILAR & BAREA,
1997).

O substrato comercial proporcionou, nos dois porta-enxertos, valores de peso da
matéria seca de parte aérea e comprimento radicular significativamente maiores que os
demais substratos, na avaliagdo feita dez semanas apds aclimatiza¢do (Tabelas 2 e 3). No
entanto, nesse substrato as plantas tiveram uma baixa colonizagdo micorrizica (Figuras 1 e

2), devido a seus altos niveis de nutrientes disponiveis (Tabela 1), principalmente o



fosforo, que inibe a colonizagdo micorrizica e afeta a resposta em crescimento das plantas
(SMITH & READ, 1997). A inoculagdo micorrizica ¢ mais eficiente que o uso de
substratos com alta fertilidade para se promover o crescimento das plantas apds o
transplante ¢ em condigdes desfavoraveis (ESTAUN et al., 1999). Além disso, as
micorrizas podem reduzir o estresse do transplante e atuar como controle bioloégico, além
de facilitar a adaptacdo das plantas as condi¢des de campo, principalmente as perenes,
como as frutiferas (LINDERMANNN & DAVIES, 2001). Os fungos micorrizicos
arbusculares também podem influenciar na morfogénese e na arquitetura das raizes de
plantas de videira micropropagadas, assegurando uma rapida formagdo e melhor
desenvolvimento do sistema radicular depois do transplante (SCHELLENBAUM et al.,
1991).

A maior percentagem de colonizagdo das raizes nos porta-enxertos Paulsen 1103 e
SO4 ocorreu no substrato a base de solo e vermiculita (N:V), dez semanas apods a
aclimatiza¢do (Figura 1 e 2). A adi¢do de solo na formulacdo do substrato geralmente
resulta em niveis altos de colonizacdo micorrizica (VIDAL et al., 1992). Os niveis
relativamente baixos de matéria organica e de nutrientes disponiveis (Tabela 1) e a boa
porosidade e aeragdo deste substrato N:V devem ter favorecido a colonizagdo micorrizica
e, conseqiientemente, a resposta em crescimento nos tratamentos inoculados, visto que a
presenca de micorrizas contribui para o aumento no crescimento da videira (SCHUBERT
et al., 1990; LINDERMANNN & DAVIES, 2001).

A combinagdo de solo e composto termofilico (N:C) resultou em um substrato
pouco poroso, sugerindo aeragdo pobre. Por isso, o crescimento das plantas e a colonizagao
micorrizica podem ter sido limitados, pois baixas concentracdes de O, inibem severamente
a germinacao dos esporos € a colonizagdo das raizes (SAIF, 1981; GAUR & ADHOLEYA,
2000). O substrato favoravel a infec¢do micorrizica deve apresentar balangco adequado de
agua e permitir o desenvolvimento do sistema radicular (WANG et a/.,1993). Dessa forma,
dez semanas apds aclimatizagdo os porta-enxertos Paulsen 1103 e SO4 tiveram a menor
coloniza¢do micorrizica no substrato N:C (Figuras 1 e 2). O porta-enxerto Paulsen 1103
teve niveis razoaveis de coloniza¢do micorrizica nos substratos N:C:A e N:C:CAC (Figura
1), mas o primeiro (N:C:A) proporcionou o maior peso da matéria seca de parte aérea e
comprimento radicular (Tabela 2). Os substratos N:C:A, N:C:V e N:C:CAC favoreceram a

micorrizacdo do porta-enxerto SO4 (Figura 2), mas somente o substrato N:C:V, além de



favorecer a micorrizacdo, esteve associado aos maiores valores de peso da matéria seca de
parte aérea e comprimento radicular (Tabela 3).

A adicdo de composto termofilico nos substratos (N:C:A, N:C:V, N:C:CAC e N:C)
aumentou os valores de fosforo, potassio e do pH (Tabela 1), conseqiientemente foi nesses
substratos que ocorreu o maior crescimento das plantas e a menor coloniza¢do micorrizica,
e o inverso foi observado nas plantas cultivadas no substrato a base de nitossolo e
vermiculita (N:V), que ndo continha composto termofilico. Deste modo, para essas plantas
cultivadas nos substratos formulados com composto termofilico, os efeitos benéficos da
associacdo micorrizica podem aparecer num estadgio mais prolongado de desenvolvimento,
visto que na producdo de porta-enxertos de videira a micorrizacdo € importante, nao
somente para a promoc¢ao de crescimento mas também para o proteger as plantas do ataque

de patdgenos de solo, como o fungo Fusarium oxysporum f. sp. herbemontis.

4.1.2 Acimulo de fésforo e substincias de reserva em porta-enxertos de videira

micropropagados.

Nos porta-enxertos, Paulsen 1103 e SO4, a inoculacdo dos fungos micorrizicos
arbusculares proporcionou um aumento significativamente maior no contetido de foésforo
foliar em relacdo as plantas ndo inoculadas. Esse aumento no contetido de fosforo foliar
variou com o substrato de cultivo e com o porta-enxerto. A presenca dos FMAs favoreceu
o aumento no conteudo de fosforo foliar do porta-enxerto SO4 cultivado nos substratos
N:C:A, N:C e N:V, enquanto os substratos N:C:V e N:C, além do substrato comercial,
contribuiram para o aumento no conteudo de fosforo do porta-enxerto Paulsen 1103
(Tabela 4). Devido a pouca quantidade de biomassa vegetal obtida, em alguns tratamentos
nao foi possivel a determinacdo de foésforo no tecido foliar. No entanto, os dados obtidos
indicam que, de forma geral, a presenca da associacdo micorrizica resulta em maior
absorcdo de fosforo.

No porta-enxerto Paulsen 1103 cultivado no substrato comercial, a inoculagdo
micorrizica proporcionou maior concentragdo de fosforo foliar que em plantas recebendo
apenas a microbiota ndo micorrizica. Assim, em substratos comerciais, com altos niveis de
nutrientes disponiveis, os FMAs podem fornecer as plantas micropropagadas um adicional
no contetdo de nutrientes, mesmo que a inoculacdo micorrizica ndo apresente efeito no

crescimento desse porta-enxerto (Tabela 2).



Para o porta-enxerto SO4 cultivado no substrato N:V, que tinha um nivel de
fosforo extraivel de 10 mg dm™, a presenga dos FMAs assegurou um conteudo de fosforo
semelhante ao dos porta-enxertos ndo micorrizados cultivados no substrato N:C:A, com
nivel de fosforo extraivel de 375 mg dm™. Isso ocorreu provavelmente devido & maior
colonizag¢do micorrizica das plantas cultivadas no substrato N:V que nas mudas cultivadas

no substrato N:C:A (Figuras 1 e 2).

Tabela 4. Conteudo nutricional de fésforo (%) da parte aérea dos porta-enxertos de videira
Paulsen 1103 ¢ SO4 micorrizados (MIC) e ndo micorrizados (NM), em seis

substratos, apos dez semanas de aclimatizacao.

Conteudo de fosforo (%)

SUBSTRATOS FMA

Paulsen 1103 SO4
Nitossolo:Composto: Areia MIC 0,175 ¢ 0,200 b ™D
Nitossolo:Composto: Areia NM 0,155 def 0,150 cd
Nitossolo:Composto: Vermiculita MIC 0,255 ¢ nd @
Nitossolo:Composto: Vermiculita NM 0,160 def 0,165 ¢
Nitossolo:Composto:Casca arroz carbonizada MIC Nd 0,205 b
Nitossolo:Composto:Casca arroz carbonizada NM 0,105 f Nd
Nitossolo:Composto MIC 0,210d 0,200 b
Nitossolo:Composto NM 0,110 f 0,140d
Nitossolo:Vermiculita MIC 0,135 ef 0,160 c
Nitossolo:Vermiculita NM 0,155 def 0,135d
Comercial MIC 0,695 a 0,525 a
Comercial NM 0,460 b Nd

™ médias seguidas de letras diferentes, na coluna, diferem signifigativamente pelo teste de SNK a 5% de
probabilidade.
@ valores nio determinados devido a quantidade insuficiente de material vegetal.

A inoculagdo micorrizica exerce consideraveis efeitos nas concentragdes de fosforo
foliar das plantas. Para os porta-enxertos de videira, particularmente, existem varios
trabalhos demonstrando o incremento no contetido de fosforo nas folhas das plantas, e a
alta dependéncia da videira aos fungos micorrizicos quando submetidas a condi¢des
estressantes (KARAGIANNIDIS et al., 1995; BIRICOLTI et al., 1997, LINDERMANN &
DAVIES, 2001; AGOSTINI, 2002; MOTOSUGI et al., 2002). Muitos isolados de FMAs



favorecem as plantas na aquisicdo de nutrientes esséncias para o crescimento vegetal. A
associacdo micorrizica também pode amenizar os problemas causados pelas deficiéncias
nutricionais, encontradas por plantas que crescem em solos com baixos niveis de nutrientes
e/ou possuem pH baixo (CLARK et al., 1999). Além disso, as micorrizas podem aumentar
a resisténcia das plantas através de varios mecanismos, € proporcionar as plantas tolerancia
a patogenos de solo (AZCON-AGUILAR ef al., 2002), e aumento na absor¢do de agua
(AUGE, 2001).

Com relacdo as substancias de reserva foliar ndo houve diferengas significativas
entre tratamentos com e sem inoculagcdo micorrizica, nem entre os substratos, para os dois
porta-enxertos (Tabela 5). Foi demonstrado, em outro trabalho, que a micorrizacdo dos
porta-enxertos de videira 101-14 Millardet et de Grasset e Paulsen 1103 ndo proporcionou

aumentos significativos nos teores de substancias de reserva. (AGOSTINI, 2002).

Tabela 5. Substancias de reserva foliar dos porta-enxertos de videira Paulsen 1103 e SO4
micorrizados (MIC) e ndo micorrizados (NM), em seis substratos, apds dez

semanas da aclimatizagao.

Substincias de reserva aérea

SUBSTRATOS FMA (%)

Paulsen 1103 SO4
Nitossolo:Composto: Areia MIC 37,41 a 41,10 ab P
Nitossolo:Composto: Areia NM 37,18 a 40,89 ab
Nitossolo:Composto: Vermiculita MIC 37,96 a 43,84 a
Nitossolo:Composto: Vermiculita NM nd @ 43,49 a
Nitossolo:Composto:Casca arroz carbonizada ~ MIC nd 37,87 ab
Nitossolo:Composto:Casca arroz carbonizada ~ NM 39,29 a 35,39b
Nitossolo:Composto MIC 37,83 a Nd
Nitossolo:Composto NM nd Nd
Nitossolo:Vermiculita MIC nd Nd
Nitossolo:Vermiculita NM nd 40,81 ab
Comercial MIC 38,95a 40,79 ab
Comercial NM 38,83 a 40,80 ab

™ médias seguidas de letras diferentes, na coluna, diferem significativamente pelo teste de SNK a 5% de
probabilidade
@ valores nio determinados devido a quantidade insuficiente de material vegetal.



A transferéncia das substancias de reserva entre as plantas e os FMAs ¢ feita pela
translocacdo direta de compostos fotossintetizados pelo hospedeiro. Esse processo de
transferéncia ocorre através dos arbusculos e por isso os fatores que influem na
fotossintese do hospedeiro, como a intensidade luminosa, fotoperiodo e/ou desfolhamento
da planta, podem alterar tal fornecimento (SILVEIRA, 1998). Neste caso, ¢ importante
lembrar da luminosidade relativamente baixa da cdmara de crescimento pode ter
provocado a ocorréncia de poucos arbusculos (Figura 3) e, conseqiientemente nao
interferiram no processo de transferéncia de substancias de reserva. Entretanto, os FMAs
podem acumular substincias de reserva nas mudas, e contribuir para a sobrevivéncia apds
o transplante (AGOSTINI, 2002).

A reducdo da severidade de doengas de plantas pode ser influenciada pelos FMAs
através de varios mecanismos, incluindo a competi¢do por fotossintatos do hospedeiro e o
aumento do fornecimento de nutrientes as plantas (LARANJEIRAS, 2001; DECLERCK et
al., 2002). Desta forma, mesmo que a associacdo micorrizica ndo se reflita em ganhos na
biomassa vegetal, teores mais elevados de fosforo e/ou de substancias de reserva podem

tornar as plantas mais tolerentes a diferentes condigdes de estresse.

4.2 Formacao in vitro e ex vitro de raizes de porta-enxertos micropropagados de

videira em diferentes meio de cultura.

Apos cinco semanas de aclimatizagdo foi possivel distinguir as raizes formadas
durante a fase ex vitro daquelas formadas na fase anterior (in vitro). A adicao de violeta de
genciana no meio de cultura para micropropagagdo dos porta-enxertos de videira, além de
permitir distinguir as raizes formadas in vitro das formadas ex vitro, tornou possivel
observar que todas as raizes formadas in vitro sobrevivem até o final da fase de
aclimatiza¢do das plantas. Como se observa nas Figuras 4 e 5, as raizes formadas in vitro
ndo so sobrevivem na aclimatizacdo das plantas, mas a partir delas houve um crescimento
vigoroso de raizes laterais.

Ha trabalhos demonstrando que as raizes formadas in vitro degeneram-se e sdo
substituidas por raizes novas durante a aclimatizacio (MCCLELLAND et al., 1990) mas,
para outros autores, essas raizes sobrevivem depois da transferéncia para aclimatizacdo, o

que foi verificado no presente estudo (APTER et al., 1993; GRIBAUDO et al., 1995,



1996). Como o desenvolvimento do sistema vascular que conecta as raizes formadas in

vitre

Paulsen 1103

Figura 4. Raizes do porta-enxerto Paulsen 1103 formadas in vitro - coradas com violeta de

genciana - e raizes formadas ex vitro, apds 5 semanas de aclimatizagao.

Figura 5. Raizes do porta-enxerto SO4 formadas in vitro - coradas com violeta de

genciana — e raizes formadas ex vitro, apos 5 semanas de aclimatizagao.



vitro com a parte aérea ¢ incompleto (MCCLELLAND et al., 1990), poderdo ser
deficientes a movimentacdo da agua, a absor¢do de nutrientes, como o fosforo e o
crescimento das plantas (APTER et al., 1993).

A sobrevivéncia dos porta-enxertos Paulsen 1103 e SO4, enraizados in vitro, foi
em torno de 95%. Entretanto, as plantas aclimatizadas na forma de microestacas, cujas
raizes formadas in vitro foram totalmente podadas, ndo sobreviveram durante a fase de
aclimatiza¢do (Tabela 6). Esses resultados demonstram que as raizes formadas in vitro sdo
viaveis e capazes de crescer durante a aclimatizagdo (Tabela 7), além de garantirem a
sobrevivéncia dos porta-enxertos a essa fase. As raizes formadas in vitro podem ser
importantes para atender & demanda de nutrientes e ao aumento da taxa de transpiragao
exigida pela parte aérea durante a fase de aclimatizagdo (GRIBAUDO et al., 1996). Além
disso, as raizes sdo necessarias na aclimatizagdo de plantas micropropagadas, pois as raizes
formadas in vitro dardo suporte para formacdo de novas folhas e caules, que sdo

produzidas durante a aclimatizac¢do das plantas (MCCLELLAND et al., 1990).

Tabela 6. Percentagem de sobrevivéncia (%) dos porta-enxertos de videira aclimatizados

com e sem raizes formadas in vitro.

Porta-enxerto Raizes formadas in vitro Sobrevivéncia (%)
Paulsen 1103 Sim 90
Paulsen 1103 Nao 0

SO4 Sim 95

SO4 Nao 0

Muitos pesquisadores adotam o enraizamento in vitro em fungdo das altas
percentagens de sobrevivéncia, de enraizamento e da maior uniformidade das plantas
(MCCLELLAND et al., 1990). Entretanto, para outros pesquisadores o método de
enraizamento ex vitro € superior ao in vitro. Para plantas micropropagadas de mirtilo, as
maiores taxas de sobrevivéncia foram obtidas com o enraizamento ex vitro, além de ter
encurtado em seis meses o periodo de aclimatiza¢do, quando comparado ao protocolo de
enraizamento in vitro (ISUTSA et al., 1994). Para plantas micropropagadas de videira, o
enraizamento ex vitro assegura um padrdo de uniformidade as plantas aclimatizadas

(THOMAS & RAVINDRA, 1997).



Tabela 7. Comprimento radicular dos porta-enxertos de videira micropropagados em meio

de cultura contendo ou ndo violeta de genciana.

raizes formadas Raizes formadas Comprimento

Violeta de
Porta-enxerto . in vitro ex vitro total
genciana
cm
Paulsen 1103 Sim 1,77 45,37 47,14
Paulsen 1103 Nao 2,06 44,88 46,94
SO4 Sim 2,37 39,19 41,56
SO4 Nido 1,87 37,52 39,39

A presenga de 0,15 mg L™ de violeta de genciana ndo afetou o crescimento de
raizes e de parte aérea depois de cinco semanas de aclimatizagdo (Tabelas 7 e 8). A
concentra¢do adequada do corante, adicionado no meio de cultura para distinguir as raizes
formadas in vitro das ex vitro, foi determinado por GRIBAUDO et al. (1995). Dentre as
concentragdes testadas, a de 0,15 mg L ! ndo afetou o crescimento de parte aérea e a
quantidade de raizes, mas o comprimento radicular foi reduzido nas primeiras trés semanas
de aclimatiza¢do. Apds esse periodo, a concentracdo de violeta de genciana ndo afetou o

comprimento radicular dos porta-enxertos de videira.

Tabela 8. Matéria fresca de parte aérea (MFA), matéria seca de parte aérea (MSA) e peso
fresco de raiz dos porta-enxertos Paulsen 1103 e SO4, micropropagados em

meio de cultura com e sem violeta de genciana.

Violeta de MFA MAS PFR
Porta-enxerto !
genciana =00 o—eemeemeemeeee g planta = ------mmmmm -
Paulsen 1103 Sim 0,322a® 0,072 a 0,144 a
Paulsen 1103 Nao 0,396 a 0,064 a 0,152 a
SO4 Sim 0351 a 0,065 a 0,135 a
SO4 Néo 0,357 a 0,058 a 0,140a

(Dem cada coluna, médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de

Newman-Keuls.

Nao foi possivel avaliar se a colonizagdo por fungos micorrizicos arbusculares
ocorre nas raizes formadas in vitro e ex vitro. A quantidade de raizes formadas in vitro,

quando transferidas para aclimatizacdo, era pequena, o que dificultou preparar as ldminas



para as avaliacOes. Para fazer essas avaliacdes seria necessario micropropagar os porta-
enxertos de videira em um meio de cultura que permitisse duas etapas, uma etapa de

micropropagacdo e uma etapa de enraizamento.

4.3 Controle biologico da fusariose por fungos micorrizicos arbusculares e

antagonistas a patégenos.

4.3.1 Avaliacio da compatibilidade entre fungos micorrizicos arbusculares e

antagonistas a patégenos.

A colonizagdo micorrizica, nos dois porta-enxertos, ndo foi afetada
significativamente pela preseng¢a dos fungos antagonistas a patogenos Trichoderma sp. €
Gliocadium roseum, ou por Bacillus sp. (Figuras 6 e 7). Isso demonstra a compatibilidade

de uso conjunto dos FMAs e desses antagonistas.

FMA FMA / Bacillus FMA / FMA/
sp. Gliocadium Trichoderma sp.
roseum

Figura 6. Coloniza¢do micorrizica do porta-enxerto Paulsen 1103 inoculados ou ndo com
os antagonistas a patogenos Bacillus sp., Gliocadium roseum ou Trichoderma
sp. Médias com a mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Newman -

Keuls a 5% de probabilidade.

Microrganismos antagonistas, como o fungo Trichoderma sp., sdo comumente

utilizados por apresentar potencial como agente de controle biologico (MELO et al., 1992;



LARANIJEIRAS, 2001). Entretanto, eles podem provocar efeitos adversos sobre
microrganismos que promovem o crescimento das plantas, com os FMAs

(LINDERMANN, 1988), o que ndo se confirma no presente estudo.

[O8)
<
o

FMA FMA/ Bacillus  FMA/ Gliocadium FMA/
sp. roseum Trichoderma sp.

Figura 7. Coloniza¢do micorrizica (%) do porta-enxerto SO4 inoculados ou ndo com os
antagonistas a patdégenos Bacillus sp., Gliocadium roseum ou Trichoderma sp.

Me¢édias com a mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Newman - Keuls a

5% de probabilidade.

O estabelecimento ¢ o funcionamento da associagdo micorrizica sdo influenciados
por varios microrganismos do solo, que vao atuar em detrimento ou beneficio dos FMAs
(LINDERMANN, 1988; BAREA et al., 2002). Varios trabalhos desmonstram a natureza
dos efeitos destes antagonistas a patdgenos, tanto fungos quanto bactérias, sobre os FMAs
(CALVET et al., 1992; MCALLISTER et al., 1994a; ROUSSEAU et al., 1996; GREEN et
al., 1999). No entanto, ocorrem discrepancias ou variagdes entre os resultados obtidos
nesses trabalhos, que sdo devido as condigdes experimentais diferentes, como métodos de
cultivo in vitro ou em solo, a planta hospedeira e a época de inoculagdo dos antagonistas a
patogenos ou dos FMAs. Além disso, os parametros avaliados também sdo diferentes. Em
alguns trabalhos foram observados a atividade e o comprimento das hifas dos FMAs, ou a
quantidade de propagulos dos antagonistas ao redor das raizes micorrizadas; ja em outros
trabalhos avaliaram-se o nivel de coloniza¢do micorrizica e a resposta da planta, em

crescimento, a presenca das combinagcdes FMAs e antagonistas. Contudo, para um sistema



de produ¢do de mudas de porta-enxertos micropropagados de videira - com inocula¢do dos
FMAs durante a fase de aclimatizacdo, e introducdo de antagonistas a patdgenos em uma
etapa que simula a fase de viveiro - os antagonistas a patdgenos ndo provocam prejuizos
nos niveis de colonizagdo micorrizica (Figuras 6 e 7).

A adicdo de composto termofilico na formulaciao dos substratos utilizados pode ter
contribuido para a auséncia de interacdo entre os FMAs e os antagonistas a patdgenos, no
que se refere a resposta em crescimento dos porta-enxertos de videira, pois ndo houve
diferencas significativas na matéria seca de parte aérea e de raiz, nem no comprimento
radicular, para os dois porta-enxertos (Tabelas 9 e 10). Para o porta-enxerto Paulsen 1103,
a matéria seca de parte aérea variou de 5,53 a 3,38 g planta ~'; a matéria seca de raiz, de
3,63 20,77 g planta '; e o comprimento radicular ficou entre 412 e 152 cm (Tabela 9). A
matéria seca de parte aérea do porta-enxerto SO4 variou de 8,64 a 11,43 g planta _1; a
matéria seca de raiz, de 3,82 a 5,46 g planta Leo comprimento radicular de 430 a 197 cm
(Tabela 10). O crescimento vegetal depende de interacdes entre os FMAs e fungos

saprofitos e/ou rizobactérias. Tais interagdes, por sua vez, dependem do solo ou substrato e

de sua populacdo microbiana (CALVET et al., 1993; GODEAS et al., 1999).

Tabela 9. Matéria seca de parte aérea e de raiz e comprimento radicular (cm) do porta-
enxerto Paulsen 1103 inoculados ou ndo com os antagonistas a patdogenos

Bacillus sp., Gliocadium roseum e Trichoderma sp.

TRATAMENTOS FMA MSA MSR Comprimento
---------- g planta ' - (cm)
CONTROLE MIC 5,527 al! 0,767 a 164 a
CONTROLE NM 3,383 a 1,334 a 184 a
Bacillus sp. MIC 3,459 a 1,521 a 241 a
Bacillus sp. NM 3,594 a 1,034 a 149 a
Gliocadium roseum MIC 4,246 a 1,143 a 217 a
Gliocadium roseum NM 3,988 a 1,128 a 152 a
Trichoderma sp. MIC 4,477 a 1,711 a 250 a
Trichoderma sp. M 3,776 a 3.631 a 412 a

M em cada coluna, médias seguidas da mesma letra niio diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de

Newmann-Keuls.



Os substratos utilizados para a producdo das mudas de porta-enxertos podem
interferir na comunidade rizoférica que foi inoculada nas plantas. O teor de matéria
organica presente na formulagdo dos substratos pode provocar competicdo por metabdlitos
entre os antagonistas a patogenos e os FMAs. No entanto, tal competicdo entre
microrganismos pode ndo ocorrer quando o solo ou o substrato apresentar alto teor de

matéria organica (GODEAS et al., 1999).

Tabela 10. Matéria seca de parte aérea e de raiz e comprimento radicular (cm) do porta-
enxerto SO4 inoculados ou ndo com os antagonistas a patégenos Bacillus sp.,

Gliocadium roseum e Trichoderma sp.

TRATAMENTOS  FMA MSA MSR Comprimento
------------ g planta ' ——-—- (cm)
CONTROLE MIC 9.782 a" 5303 a 283 a
CONTROLE NM 10,282 a 4,754 a 390 a
Bacillus sp. MIC 10,610 a 7,441 a 430 a
Bacillus sp. NM 8,637 a 3,819 a 197 a
Gliocadium roseum MIC 11,432 a 5,459 a 324 a
Gliocadium roseum NM 8,959 a 4235a 354 a
Trichoderma sp. MIC 10,140 a 3,866 a 296 a
Trichoderma sp. NM 10,121 a 4.265 a 378 a

M em cada coluna, médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de
Newmann-Keuls.

Além disso, houve variagdo estatistica dentro dos tratamentos o que,
conseqiientemente, interferiu nos resultados apresentados pelo teste de separagdo de
médias. Essas variagdes podem ser devido ao composto termofilico que possue alta
atividade microbiana (COTXARRERA et al., 2002). Desta forma, o método de
esterilizacdo com microondas talvez ndo tenha sido eficiente para eliminar os efeitos da
populagdo de microrganismos presente no composto termofilico e também nao garantiu a
uniformidade dos substratos de cultivo dos porta-enxertos. As plantas podem, assim,
apresentar respostas diferenciadas, dependendo das interagcdes que ocorreram nos vasos

durante o periodo do experimento.



4.3.2 Fungos micorrizicos arbusculares e antagonistas a patéogenos no controle de

fusariose

O patégeno Fusarium oxysporum f. sp. herbemontis, inoculado nos substratos de
aclimatiza¢do dos porta-enxertos, ndo causou sintomas da doenca nessa primeira etapa. A
presenca do composto termofilico na formulagdo dos substratos utilizados para o
crescimento das plantas pode ter tornado os substratos supressivos ao Fusarium
oxysporum t. sp. herbemontis. O composto apresenta alto pH, alta condutividade elétrica,
ampla populacdo de bactérias e também alta atividade microbiana. A combinagdo desses
fatores pode tornar o composto capaz de inibir o crescimento do patdgeno
(COTXARRERA et al., 2002). Assim, apos a transferéncia das plantas para o substrato de
crescimento formado pela mistura de areia, vermiculita e substrato comercial - foi possivel
observar sintomas de fusariose no porta-enxerto SO4. O porta-enxerto Paulsen 1103 que ¢
resistente & doenga ndo apresentou sintomas, mesmo apds a transferéncia para o outro
substrato.

Os niveis de sintomas observados estdo de acordo com os niveis de resisténcia
assumidas anteriormente. O porta-enxerto susceptivel apresentou sintomas de fusariose na
auséncia dos agentes de controle bioldgico utilizados. O porta-enxerto resistente, Paulsen
1103, ndo apresentou sintomas da doenga, com e sem inoculagdo combinada dos FMAs e
dos antagonistas a patogenos. A redugdo da necrose produzida pela presenga dos FMAs ¢
tanto maior quanto mais susceptivel for a cultivar, e tanto menor quando menos susceptivel
for a cultivar. No caso de cultivares de morangueiros micorrizados, a cultivar susceptivel
apresentou 60% de redu¢do dos sintomas, e para uma cultivar resistente, a colonizagdo
micorrizica ndo interferiu no nivel de sintomas da doenga (NORMAN et al., 1996).

Para o porta-enxerto SO4, o tratamento controle apresentou um indice de cerca de
45% de infeccgdo causado pelo patdgeno. No entanto, as plantas inoculadas com os FMAs
ndo apresentaram nenhuma infec¢do de Fusarium oxysporum f. sp. herbemontis. Dentre as
misturas de agentes de controle bioldgico, a combinacdo de FMA e Bacillus sp.
proporcionou uma reducdo de 20 % no indice da doenga em relagdo ao tratamento
controle. Nas combina¢gdes FMAs com os fungos saprofitos ndo houve diferengas no indice
da doenga. Com a inoculacdo do Gliocadium roseum, as plantas micorrizadas apresentaram
40% de infec¢do, indice semelhante ao tratamento controle. A presenca do Trichoderma

sp. nas plantas micorrizadas propiciou uma posi¢do intermediaria com uma reducgdo de



apenas 10% no indice de infec¢do do patdgeno, quando comparado ao tratamento controle

(Figura 8).
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Figura 8. indice da doenga (ID) na regido do colo do porta-enxerto SO4, 30 apds a

inoculacao do patogeno. As barras indicam o erro padrao da média.

A associagdo micorrizica reduz os danos causados as plantas pelos patdogenos que
provocam podriddes radiculares e, conseqiientemente, prejuizos ao sistema vascular,
através de varios mecanismos (GUILLEMIN et al., 1994; NORMAN et al., 1996;
TROTTA et al., 1996; AZCON-AGUILAR & BAREA, 1996; DECLERCK et al., 2002).
Os microorganismos antagonistas, como Trichoderma sp. e o Bacillus sp., sdo
reconhecidos como potenciais agentes de controle biologico de varios patdogenos de solo,
incluindo o fungo Fusarium oxysporum (LARANJEIRAS, 2001). Portanto, a combinagao
dos FMAs e de outros agentes de controle bioldgico poderia melhorar os niveis de controle
da doenca. Os efeitos desses microrganismos utilizados em conjunto seriam superiores ao
uso isolado de cada agente de controle biolégico (LINDERMANN, 1988; NEMEC et al.,
1996). Contudo, para o porta-enxerto SO4 a combinagdo entre os FMAs e os antagonistas a

patdgenos ndo foi positiva, principalmente a combinagdo com os fungos saprofitos.



Quando inoculados isoladamente, os FMAs e outros agentes de controle bioldgico
induzem os mecanismos de defesa das plantas, que ocorrem através de varias respostas
bioquimicas e moleculares. A presenca do patdgeno provoca a ativagdo de mecanismos
moleculares nas plantas micorrizadas, através do acimulo de moléculas liberadas pelas
células das raizes. No entanto, nenhuma reacdo molecular ou acumulo de substancias foi
observado em plantas ndo micorrizadas e infectadas com os patdgenos no sistema radicular
(CORDIER et al., 1998). Desse modo, as plantas inoculadas com as combinacdes de
FMAs com algum dos antagonistas a patdgenos podem ativar mecanismos moleculares
diferentes daqueles ativados quando sdo inoculados isolamente os agentes de controle
biologico. O acumulo de compostos na planta depende dos organismos associados a planta
ou presentes na rizosfera (POZO et al., 2002a) e essas interagdes sdo mediadas pelas
plantas (MCALLISTER et al., 1994a).

O efeito protetor que os FMAs conferem contra os patdogenos de solo ¢
provavelmente uma conseqiiéncia de varios mecanismos e de interagdes entre estes
(AZCON-AGUILAR et al., 2002), que podem ter sido modificados pela presenga de um
dos antagonistas a patdgenos inoculados nas raizes dos porta-enxertos de videira
micorrizados, quando submetidos ao ataque do Fusarium oxysporum f. sp. herbemontis. As
plantas possuem varios mecanismos latentes de defesa, que conferem prote¢do aos
microrganismos patogénicos. Tais mecanismos podem ser ativados sistemicamente, pela
exposicao da planta a certos tipos de estresse, pela infec¢do por patdogenos ou por outros
microrganismos, incluindo os FMAs e antagonistas a patégenos (STURZ et al., 2000). Os
FMAs e outros agentes de controle bioldgico, como as rizobactérias e os fungos
antagonistas a patdogenos, induzem na planta a resisténcia sistémica ou estimulam nas
raizes a produgdo de proteinas que possuem atividades antifungicas, quando sdo inoculadas
nas plantas individualmente (LIU et al., 1995; HOFFLAND et al., 1996; CORDIER et al.,
1998; AHMED et al., 2000; POZO et al., 2002a). A combina¢do desses microrganismos -
FMAs e antagonistas a patdogenos - no sistema radicular do porta-enxerto de videira
possivelmente alterou a via metabolica que induz a resisténcia sistémica, ou que leva a
sintese das proteinas relacionadas com atividade antifungica, visto que ha diferentes rotas
da resisténcia sistémica (HOFFLAND et al., 1996). Além disso, as exudacdes radiculares
das plantas podem ter sido alteradas pela inoculacdo dos antagonistas a patdgenos nas
plantas micorrizadas, permitindo assim, o surgimento de infec¢do pelo patdogeno. O

estabelecimento das micorrizas provoca modificagdes nos exudatos radiculares, com isso



podendo especificamente estimular ou inibir o crescimento de microrganismos na rizosfera
das plantas micorrizadas (AZCON-AGUILAR et al., 2002). Os FMAs provocam efeitos
diferentes no crescimento dos microrganimos. Através de experimentos in vitro um isolado
de Glomus intraradices alterou o crescimento do Fusarium oxysporum f. sp. chrysanthemi
(ST-ARNAUD et al., 1995), e estimulou o crescimento do 7richoderma harzianum
(FILION et al., 1999). Contudo, em experimentos com a presenga das raizes, os esporos de
Phytophthora fragariae foram menos afetados pelo exudatos radiculares de plantas ndo
micorrizadas que pelos exudatos de plantas micorrizadas (NORMAN & HOOKER, 2000).
Dessa maneira, os exudatos radiculares das plantas inoculadas com combinagdes de
agentes de controle biolégico podem apresentar outra composicdo quimica e,
conseqiientemente, apresentar diferentes efeitos sobre os microrganismos patogénicos.

A inducdo de resisténcia as doengas de plantas pode ser feita através das
manipulagdes da populagdo microbiana naturalmente presente no ambiente. A imunizagdo
da planta por microrganismos pode ser um mecanismo de seguranga natural, efetivo,
persistente, constituindo-se em uma alternativa duravel em comparagao aos pesticidas, para

o controle de doengas de plantas (POZO et al., 2002a).
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Figura 9. Percentagem de colonizacdo micorrizica, do porta-enxerto Paulsen 1103, 30 dias
apos a inoculagdo do patdogeno no substrato comercial. Médias com mesma letra

nao diferem entre si pelo teste de Newman-Keuls, a 5% de probabilidade.



Os antagonistas a patdégenos nao interferem na colonizagdo micorrizica dos porta-
enxertos de videira, como ja demostrado no experimento anterior desta dissertagdo
(Figuras 6 e 7), e por trabalhos de outros autores com varias espécies (CALVET et al.,
1992; FILION et al., 1999; GRYNDLER et al., 2002). Portanto, ndo foram as alteragoes
nos niveis de colonizagdo micorrizica que provocaram o surgimento dos sintomas de
fusariose, pois ndo houve diferengas significativas na percentagem de colonizagdo
micorrizica para todos tratamentos micorrizados, na presenc¢a do patdégeno (Figuras 9 e 10).
Contudo, o uso dos antagonistas a patdégenos pode ndo prejudicar a intensidade da
associacdo micorrizica mas sim diminuir a tolerancia das plantas ao ataque de patogenos
de solo através de mecanismos a serem elucidados. Isso exige trabalhos nos nives celular e

molecular (POZO et al., 2000Db).
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Figura 10. Percentagem de colonizagdo micorrizica do porta-enxerto SO4, 30 dias apos a
inoculacdo do patdogeno no substrato comercial. Médias com mesma letra ndo

diferem entre si pelo teste de Newman-Keuls, a 5% de probabilidade

Para o porta-enxerto Paulsen 1103, a colonizagdo micorrizica ndo foi afetada
significativamente pela presenca do patdgeno, em todas as combinagdes FMAs e
antagonistas a patogenos (Figura 9). Os niveis de coloniza¢do micorrizica no porta-enxerto
SO4 foram significativamente afetados pela presenca de Bacillus sp. e de Fusarium

oxysporum f. sp. herbemontis. Para os demais tratamentos ndo houve diferencas



significativas na colonizacdo micorrizica do porta-enxerto SO4 com a inoculagdo do
patdgeno, 30 dias apds o cultivo no substrato comercial (Figura 10).

A presenca do patdgeno geralmente ndo interfere na colonizagdo micorrizica
(GUILLEMIN et al., 1994; DECLECKR et al., 2002). Entretanto, condigdes de estresse,
no caso, a presenca do patdégeno, podem ter provocado o aumento nos niveis de
colonizagdo micorrizica (Figura 10), isso ocorreu apenas para combinagdo de FMA e
Bacillus sp.. Esses efeitos na colonizagdo micorrizica e no crescimento das plantas podem
ter contribuido para a melhoria no estado nutricional das plantas e, conseqlientemente, para
o menor indice da doenga, dentre as combinacdes de agentes de controle bioldgico
utilizadas (Figura 8). A combinacdo de Bacillus sp. e Glomus intraradices reduziu a
podriddo radicular em olericolas, causado por Fusarium sp. € Pythium sp. (NEMEC et al.,
1996). Em outro estudo, o estresse provocado pelo patdgeno em bananeiras teve um efeito
positivo nos FMAs, com aumento no contetido de foésforo foliar e, conseqiientemente, no
crescimento das plantas, havendo, ainda a redug¢do nos sintomas da doenca (DECLECKR
et al., 2002).

Para alguns autores, o controle bioldgico pode estar diretamente ligado a
colonizag¢do micorrizica, mas somente altos niveis de colonizagdo micorrizica contribuiram
para reducdo nos sintomas de fusariose em olericolas (MATSUBARA et al., 2002). Para
Citrus sp. os niveis baixos de colonizagdo micorrizica corresponderam a reducdo nos
sintomas da doenca (NEMEC et al., 1996). Entretanto, DUGASSA et al., (1996) afirmam
que a influéncia da simbiose micorrizica na sanidade das plantas depende mais da planta
hospedeira e do gendtipo do patdégeno do que o nivel de colonizagdo micorrizica.

Para os porta-enxertos Paulsen 1103 e SO4, a inoculacdo dos FMAs e do Fusarium
oxysporum f. sp. herbemontis ndo afetou significativamente a matéria seca de parte aérea e
de raiz. Dessa maneira, os FMAs ndo conferiram protecdo as plantas através da
compensacdo dos danos, em termos de crescimento vegetal (Tabelas 11 e 12). Em
bananeiras, os baixos niveis de sintoma da doenga estiveram relacionados ao estimulo do
crescimento vegetal e ao aumento nos teores de fosforo (DECLERCK et al., 2002).
Contudo, existem evidéncias de que a tolerancia das plantas aos patogenos de solo -
através da melhoria no estado nutricional das plantas e conseqiientes aumentos na
biomassa vegetal - ndo explica o controle biolégico por FMAs. Mecanismos especificos
ligados a associagdo micorrizica provavelmente sdo responsaveis pela protecdo das plantas

ao ataque de patogenos de solo (TROTTA et al., 1996).



As combinagdes dos FMAs com qualquer um dos antagonistas a patégenos nao
proprocionou aumentos significativos na matéria seca de parte aérea e de raiz dos porta-
enxertos, na presenga ou na auséncia do patogeno (Tabelas 11 e 12). Mesmo que ndo
tenham ocorrido ganhos significativos em biomassa vegetal, a inoculacdo de Bacillus sp.
no porta-enxerto SO4 micorrizado reduziu o indice da doenga em comparacdo ao
tratamento controle (Figura 8). Muitas rizobactérias ndo promovem o crescimento ou o
desenvolvimento de 6rgdos das plantas quando em interagdes com os FMAs (AZCON,
1989), podendo mesmo provocar uma reducdao no crescimento das plantas (ANDRADE et
al., 1995). Para Citrus sp., a combinacao Glomus intraradices com Bacillus sp. nao
resultou em ganhos na biomassa vegetal mas houve uma redugdo nos sintomas da doenga
(NEMEC et al., 1996). Portanto, menores indices da doenca ndo estdo associados com o
incremento em crescimento das plantas mas sim aos mecanismos de controle, que sdo
induzidos pela presenca dos FMAs ou por deterninadas combinagdes de agentes de

controle bioldgico nas plantas.

Tabela 11. Matéria seca de parte aérea (MSA) e de raiz (MSR) do porta-enxerto Paulsen
1103 micorrizado (MIC) e ndo micorrizado (NM), inoculados com um dos
antagonistas Bacillus sp., Gliocadium roseum ou Trichoderma sp., ¢ com F.

oxysporum f. sp. herbemontis presente ou ausente.

MSA (g planta ™) MSR (g planta ™)
ANTAGONISTAS FMA F. oxysporum F. oxysporum
PRESENTE AUSENTE PRESENTE AUSENTE

CONTROLE MIC 8,52 a" 8,74 a 2,40 a 347 a
CONTROLE NM 7,95 ab 8,54 a 2,81a 2,90 a
Bacillus sp. MIC 8,60 a 7,95 ab 4,01 a 3,96 a
Bacillus sp. NM 5,08 ¢ 7,78 ab 1,91 a 2,72 a
Gliocadium roseum  MIC 7,55 ab 6,99 ab 2,79 a 2,68 a
Gliocadium roseum  NM 7,12 ab 7,31 ab 2,42 a 2,83 a
Trichoderma sp. MIC 8,70 a 8,46 a 3,57 a 3,32a
Trichoderma sp. NM 5,88 bc 7,26 ab 2,49 a 2,83 a

M Valores seguido da mesma letra em cada coluna, nio diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de
Newman-Keuls.



A matéria seca de parte aérea do porta-enxerto Paulsen 1103 inoculado com os
FMAs e com o Trichoderma sp. foi significativamente maior que as das plantas inoculadas
apenas com o Trichoderma sp., na presenga do Fusarium oxysporum f. sp. herbemontis
(Tabela 11). A combinagdo FMA e Trichoderma harzianum tem apresentado efeitos

positivos no crescimento das plantas (CALVET et al., 1993).

Tabela 12. Matéria seca de parte aérea (MSA) e de raiz (MSR) do porta-enxerto SO4
micorrizado (MIC) e ndo micorrizado (NM), inoculados com um dos
antagonistas Bacillus sp., Gliocadium roseum ou Trichoderma sp., ¢ com F.

oxysporum t. sp. herbemontis presente ou ausente.

MSA (g planta ™) MSR (g planta ™)
ANTAGONISTAS FMA F. oxysporum F. oxysporum
PRESENTE AUSENTE PRESENTE AUSENTE

CONTROLE MIC 931ab"  11,20a 3,81a 3,71a
CONTROLE NM 10,62 ab 10,28 ab 398 a 3,82 a
Bacillus sp. MIC 11,02 a 10,21 ab 4,27 a 4,08 a
Bacillus sp. NM 10,61 ab 9,61 ab 5,98 a 4,23 a
Gliocadium roseum  MIC 9,98 ab 9,83 ab 4,15a 5,26 a
Gliocadium roseum  NM 11,43 a 8,27b 5,46 a 4,26 a
Trichoderma sp. MIC 10,01 ab 10,89 a 4,99 a 4,55a
Trichoderma sp. NM 10,14 ab 9,31 ab 3,87 a 4,75 a

M Valores seguido da mesma letra em cada coluna, nio diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de
Newman-Keuls.

O porta-enxerto Paulsen 1103 ndo apresentou, em nenhum tratamento, sintomas de
fusariose. No entanto, as plantas inoculadas com o Trichoderma sp. € com o Bacillus sp.
tiveram o peso da matéria seca de parte aérea reduzido na presenca do patogeno (Tabela
11). Dessa forma, esses antagonistas a patdgenos prejudicaram o crescimento das plantas
quando submetidas ao ataque do patégeno. A presenga do patdgeno no substrato do porta-
enxerto Paulsen 1103, inoculado com o Bacillus sp., prejudicou significativamente o peso
da matéria seca de parte aérea e reduziu em torno de 50% a matéria seca de raiz, embora
sem significancia estatistica. O porta-enxerto Paulsen 1103, resistente a fusariose
(SCHUCK et al., 2002) possui, dentre seus mecanismos de resisténcia, a capacidade de
eliminar partes da planta que sdo infectados com o patdogeno. Portanto, partes das raizes

com prodriddes causadas pelo Fusarium oxysporum f. sp. herbemontis podem ter sido



eliminados pelo porta-enxerto, o que provocou a menor massa desse orgdo. A visualizagdo
desse mecanismo ndo foi possivel, pois no momento da retirada das plantas dos vasos, as
raizes danificadas pelo patdogeno e/ou eliminadas pela planta possivelmente ficaram retidas
no substrato. Além disso, os agentes de controle bioldgico e os patdgenos de solo
provocam altera¢des na fisiologia das plantas (BENHAMOU et al., 1998), embora, para o
porta-enxerto resistente a fusariose (Paulsen 1103) tais respostas essas repostas
fisiologicas ndo estejam esclarecidas. Mais uma vez evidenciada a necessidade de estudos
celulares e moleculares da resisténcia

Para o porta-enxerto SO4, as combina¢des de agentes de controle bioldgico ndo
afetaram significativamente a matéria seca de parte aérea e de raiz quando inoculados com
o patéogeno. A inoculagdo do Gliocadium roseum ou do Fusarium oxysporum f. sp.
herbemontis proporcionou peso de matéria seca de parte aérea significativamente maior
que somente a inoculagdo do Gliocadium roseum (Tabela 12). Assim como outros
patogenos, o Fusarium oxysporum pode estimular a producdo de determinados hormonios
de crescimento nas plantas durante sua infec¢c@o e provocar um desbalanco hormonal que,
dependendo da cultivar, pode contribuir com a patogenicidade (ARSHAD &
FRANKENBERGER Jr., 1998). Portanto, essas plantas podem apresentar maior
crescimento em determinado periodo do experimento, o que explicaria a maior biomassa
vegetal nesse tratamento.

Os mecanismos envolvidos no controle biologico por FMAs para explicar a
auséncia de sintomas de fusariose no porta-enxerto de videira susceptivel a doenga t€ém
sido estudados por varios trabalhos recentes. No entanto, nos estudos para o uso em
conjunto dos antagonistas a patdogenos com os FMAs, visando obter maiores niveis de
controle da doenga, tem-se preocupado apenas com os efeitos dos antagonistas sobre a
associa¢do micorrizica. Os efeitos dessas combinagdes, na maioria dos trabalhos, sao
neutras ou positivas, contudo podem nao ser benéficas quando as plantas sdo submetidas
ao ataque do patdégeno, como foi verificado para os porta-enxertos de videira através dos
estudos preliminares desta dissertagdo. Desta forma, sdo necessarias pesquisas nas areas
moleculares, celulares e de fisiologia vegetal que envolvem a producdo de hormonios, o
acimulo de substancias na parede das células e/ou expressdo de genes que regulam a
producdo de proteinas com atividade antifiingica, além dos mecanismos de resisténcia
sistémica que podem ser ativados pela presenca das combinacdes de agentes de controle

biologico.



5 CONCLUSOES

Com relagdo aos substratos para micorriza¢do e sobrevivéncia dos porta-enxertos:

* A melhor combinacdo para producao de biomassa vegetal e taxa de colonizacdo
micorrizica para porta-enxerto Paulsen 1103 ¢ o substrato a base de solo, composto
termofilico e areia.

* A melhor combinacdo para producao de biomassa vegetal e taxa de colonizacdo
micorrizica para porta-enxerto SO4 ¢ o substrato a base de solo, composto termofilico e
vermiculita.

* O substrato comercial usado proporciona aumento na producio de biomassa vegetal, mas
estd associado a baixa coloniza¢do micorrizica nos porta-enxertos testados.

* Os teores altos de matéria organica na formulacdao dos substratos garante maiores indices

de sobrevivéncia dos porta-enxertos na fase de aclimatizagao.

Com relagdo ao acumulo de fosforo e substancia de reserva nos porta-enxertos:

* Os fungos micorrizicos arbusculares promovem aumento nos teores de fosforo foliar para
porta-enxerto Paulsen 1103 cultivado nos substratos a base de solo, composto termofilico e
vermiculita, solo e composto termofilico, € no substrato comercial.

* Os fungos micorrizicos arbusculares promovem aumento nos teores de fosforo foliar para
porta-enxerto SO4 cultivado nos substratos a base de solo, composto termofilico e areia,
solo e composto termofilico, e no substrato solo e vermiculita.

* Os fungos micorrizicos arbusculares ndo promovem aumentos nas substancias de reserva

para os dois porta-enxertos de videira.

Para o enraizamento in vitro ou ex vitro na aclimatizacgdo:

* As raizes dos porta-enxertos de videira formadas in vitro sobrevivem durante a fase de

aclimatizagao.



* As raizes formadas in vitro sdo necessarias para a sobrevivéncia dos porta-enxertos

micropropagados na fase de aclimatizagao.

Para avalia¢do da compatibilidade entre fungos micorrizicos arbusculares e antagonistas
a patogenos:

* Os antagonistas a patdogenos ndo influenciam nos niveis de colonizacdo micorrizica para
os dois porta-enxertos de videira testados.
* A combinacdo de antagonistas a patdgenos e fungos micorrizicos arbusculares ndo afeta

a biomassa vegetal dos porta-enxertos de videira.

Fungos micorrizicos arbusculares e antagonistas a patogenos no controle de fusariose:

* Os fungos micorrizicos arbusculares garantiram a auséncia dos sintomas de fusariose no
porta-enxerto SO4 susceptivel a doenca, quando inoculados sozinhos.

* A combinacdo de FMAs / Bacillus sp. ¢ mais promissora que de FMAs / Trichoderma sp.
para o controle biolégico de fusariose no porta-enxerto SO4.

* A combinagdo FMA / Gliocadium roseum nao apresenta eficiéncia para o controle de

fusariose.
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