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Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar os niveis de expressdo de (3-1,3-glucanases e quitinases nos
porta-enxertos de videira SO4 ¢ R110, respectivamente suscetivel e resistente a Fusarium oxysporum f. sp.
herbemontis, bem como avaliar o efeito do fungo micorrizico arbuscular Glomus intraradices no crescimento,
na expressdo dessas enzimas e na supressdo do patdgeno no porta-enxerto suscetivel. Foram quantificadas
as atividades enzimaticas de (-1,3-glucanases e quitinases nas raizes dos porta-enxertos. Mudas do porta-
enxerto SO4 receberam indculos de G. intraradices ¢ F. oxysporum, ¢ foram avaliadas quanto ao crescimento,
atividade das duas enzimas e sintomas de doenga. As atividades das enzimas nas raizes do porta-enxerto
resistente aumentaram entre 0 e 5 dias ap6s a inoculagdo do patéogeno. A atividade de quitinases nas raizes
do porta-enxerto suscetivel aumentou com a inoculacdo do fungo micorrizico e do patdgeno. A atividade de
B-1,3-glucanases foi maior somente com a presenca do fungo micorrizico ¢ do patdgeno. Videiras com
inoculacdo de G. intraradices apresentaram diminuicao nos sintomas de infeccdo por Fusarium spp., o que
indica que o fungo micorrizico promove a indu¢do de quitinases e [-1,3-glucanases especificamente na
supressdo ou inibi¢do do patogeno.

Termos para indexacdo: Fusarium oxysporum, Glomus, Vitis.

Mycorrhizal inoculation and induction of chitinases and B-1,3-glucanases
and fusarium resistance in grapevine rootstock

Abstract — The objective of this work was to evaluate the expression levels of $-1,3-glucanases and chitinases
in SO4 and 110 grapevine rootstocks, respectively susceptible and resistant to Fusarium oxysporum f. sp.
herbemontis, as well as to evaluate the effect of the arbuscular mycorrhizal fungus Glomus intraradices on plant
growth, on enzyme expression and on pathogen suppression in the susceptible rootstock. The enzyme activities
of B-1,3-glucanases and chitinases in the rootstocks roots were evaluated. Plant growth, enzyme activity,
and disease symptoms were evaluated in SO4 plantlets inoculated with G. intraradices and F. oxysporum.
Enzyme activities in the plant roots increased in the resistant rootstock, between 0 and 5 days after pathogen
inoculation. In the susceptible rootstock, chitinase activity enhanced after the mycorrhizal fungus and the
pathogen inoculations. B-1,3-glucanase activity increased only in the presence of both the mycorrhizal and
the pathogenic fungi. G. intraradices-inoculated SO4 grapevine plantlets showed decreased symptoms of
Fusarium infection, which indicates that the mycorrhizal fungus promotes chitinase and (-1,3-glucanase
activities leading to pathogen suppression or inhibition.

Index terms: Fusarium oxysporum, Glomus, Vitis.

Introducio por obstrugdo do xilema, o que impede o transporte de
agua a parte aérea (Grigoletti Junior, 1985). O controle
mais preconizado ¢ o uso dos porta-enxertos resistentes
Paulsen 1103 (Vitis berlandieri x V. rupestris), R99
(V. berlandieri x V. rupestris), VR043-43 (V. vinifera x

O declinio e morte de videiras ¢ um dos principais
problemas fitossanitérios da viticultura do Sul do Brasil.
Entre os principais agentes causais esta o fungo do solo

Fusarium oxysporum f. sp. herbemontis (Garrido et al.,
2004), causador da fusariose. Este fungo infecta as
videiras pelo sistema radicular e causa murcha vascular
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V. rotundifolia)e VR039-19 (V. viniferax V. rotundifolia)
(Schuck et al., 2007). Isso restringe o uso de gendtipos
de caracteristicas agronomicas desejaveis, como os do
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grupo V. berlandieri x V. riparia (SO4, Kober 5BB,
Solferino), suscetiveis ao patdgeno (Grigoletti Junior,
1985).

Além de melhorar a absorcdo de nutrientes,
especialmente o fosforo, a inoculacdo de fungos
micorrizicos arbusculares pode reduzir a severidade de
ataque de fungos causadores de doengas radiculares
(Pozo et al., 2002; Borges et al., 2007). Durante o
processo de colonizagdo micorrizica, ha indugdo de
respostas de defesa que incluem a producao de enzimas
do metabolismo de fenilpropandides e de espécies
reativas ao oxigénio, mas de carater fraco, sem
coordenagdo, temporario e localizado, em comparagao
a interacdes entre plantas e patogenos (Garcia-Garrido
& Ocampo, 2002). Compostos de defesa (Azcon-
Aguilar et al., 2002) ou sinais moleculares, como acido
jasmonico (Pozo & Azcon-Aguilar, 2007), produzidos
previamente pela presenca de fungos micorrizicos
arbusculares, sensibilizam os tecidos radiculares e
tornam mais rapidas as respostas a infec¢ao posterior
por patdgenos, o que permite a supressao de patogenos
de modo mais eficiente do que em plantas ndo
micorrizadas (Azcon-Aguilar et al., 2002). Dessa
forma, micorrizas podem induzir respostas de natureza
bioquimica e estrutural, como: produgdo de compostos
fenolicos (Zhu & Yao, 2004); formagao de barreiras
fisicas na parede celular com deposicao de calose
(Cordier et al., 1998); expressio de proteinas
relacionadas a patogénese, como [-1,3-glucanases,
quitinases, fenilalanina amonia-liase, proteases e
chalcona sintase (Pozo et al., 1999, 2002). Quitinases ¢
B-1,3-glucanases sdo enzimas associadas a defesa das
plantas contra F oxysporum, pois degradam os
polissacarideos quitina e B-1,3-glucana, respectivamente
(Lebeda et al., 2001), que estdo entre os principais
componentes da parede celular do patogeno
(Schoffelmeer et al, 1999). Quitinases ¢
B-1,3-glucanases sdo acumuladas no apoplasto das
células vegetais, localizagdo que permite a defesa
contra o ataque de patdogenos e que gera sinais
moleculares capazes de ativar, no interior da célula,
mecanismos para impedir o avango e desenvolvimento
da doencga (Lebeda et al., 2001). Estudos relatam que
entre quatro e cinco dias apds a inoculagdo, ocorre um
acumulo transiente dessas enzimas pelo efeito indutor
do patogeno (Ramamoorthy et al., 2002).

O objetivo deste trabalho foi avaliar os niveis de
expressao de B-1,3-glucanases e quitinases, no sistema

radicular de porta-enxertos de videiras — suscetivel e
resistente — a F. oxysporum f. sp. herbemontis, além de
avaliar o efeito da inoculagdo do fungo micorrizico
Glomus intraradices na expressao dessas enzimas e no
crescimento de videiras e o efeito das enzimas e da
formagdo de micorrizas na supressao de F. oxysporum
f. sp. herbemontis, em genotipo de porta-enxerto
suscetivel ao patogeno.

Material e Métodos

No primeiro experimento, as atividades das enzimas
quitinases e [p-1,3-glucanases das raizes foram
monitoradas entre zero e cinco dias apos a inoculagao
de Fusarium spp. Foram utilizados os porta-enxertos
R110 (Vitis berlandieri x V. rupestris) e SO4
(V. berlandieri x V. riparia) que apresentam,
respectivamente, resisténcia e suscetibilidade a F
oxysporum f. sp. herbemontis (Grigoletti Junior, 1985).
As plantas foram micropropagadas e aclimatizadas em
bandejas alveoladas de poliestireno expandido, que
continham substrato particulado, esterilizado a 121°C
por 40 min, a base de composto organico termofilico,
Nitossolo Vermelho distroférrico e areia (1:2:2, v/v/v)
(Zemke et al., 2003). As mudas dos porta-enxertos
permaneceram em camara de crescimento com
fotoperiodo de 16 horas de radiagdo fotossinteticamente
ativa (150 umol m? s™). Apos 30 dias, ao término da
aclimatizagdo, as mudas dos porta-enxertos foram
transferidas para vasos que continham 400 mL do
mesmo substrato. Isolado de F oxysporum f. sp.
herbemontis, fornecido pela Embrapa Uva e Vinho,
Bento Gongalves, RS, foi multiplicado em placas de
Petri com meio de cultura BDA. Apoés seis dias de
cultivo em camara de crescimento a temperatura de
25+2°C, com intensidade luminosa de 150 umol m= e
fotoperiodo de 16 horas de luz por dia, foram realizadas
a adicdo de 15 mL de 4gua a cada placa e a raspagem
superficial do micélio de Fusarium spp. A suspensao
obtida, ajustada para a concentracdo de 1x10’
conidios mL"!, forneceu o indculo do patogeno.

As raizes de mudas micropropagadas e aclimatizadas
dos porta-enxertos de videira R110 e SO4, livres de
substrato e seccionadas a 5 cm do colo, foram imersas
na suspensdo de conidios do patdgeno ou em agua
estéril, por uma hora. Em seguida, as mudas foram
replantadas nos vasos de origem. Amostras radiculares
foram coletadas 0, 24, 48, 72, 96 e 120 horas apos a
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inoculag@o do patogeno ou imersdo das raizes em agua
estéril. Apds lavagem e separagdo da parte aérea, os
tecidos radiculares foram acondicionados em
recipientes de plastico, imersos em nitrogénio liquido e
armazenados a -40°C. Amostras de raizes foram
transferidas para almofariz, trituradas apds adigdo de
0,2 g de polivinilpolipirrolidona (PVPP) e nitrogénio
liquido, ¢ homogeneizadas com solucdo extratora de
proteinas (1:6, massa/volume) preparada conforme
Schaefer (1977). Asuspensao resultante foi centrifugada
a10.000g(0°C, por20min), ealiquotas do sobrenadante
foram retiradas para quantificacdo do teor de proteinas
e ensaios enzimaticos. A concentragdo de proteinas
totais foi estimada conforme Kruger (2002), tendo-se
utilizado albumina de soro bovino como padrao.
Os ensaios enzimaticos para determinacdo
espectrofotométrica da atividade de quitinases (EC
3.2.1.14) e B-1,3-glucanases (EC 3.2.1.39) foram
realizados de acordo com Wirth & Wolf (1992).
Aliquotas de 100 plL dos extratos proteicos foram
transferidas para 500 uL de tampdo acetato 50 pumol
L1, pH 5, que continha 200 pL da solugo do substrato
enzimatico  carboximetilquitina-remazol  violeta
brilhante utilizando 2 mg mL"' de CM-Chitin-RBV
(Loewe Biochemica GmbH, Sauerlach, Alemanha).
Em seguida, as aliquotas foram incubadas a 38°C por
2 horas. A reacdo foi interrompida pela adi¢do de
HC1 2 mol L e resfriamento por 10 min a -20°C. Apos
a centrifugacdo (10.000 g, 5 min), a absorbancia a
550 nm do sobrenadante foi medida em
espectrofotdmetro. Como controle, utilizou-se solugao
dos reagentes sem extrato radicular. Os valores de
leitura em espectrofotdmetro foram ajustados quanto
aos teores de proteinas totais dos extratos radiculares de
cada amostra, e os resultados de atividade de quitinases
foram expressos em unidades de absorbancia (UA) a
550 nm por miligrama de proteina por hora.
A determinagdo da atividade de B-1,3-glucanases foi
conduzida de forma analoga, tendo-se diferenciado por
utilizar carboximetilcurdlan-remazol azul brilhante e
4 mg mL' de CM-Curdlan-RBB (Loewe Biochemica
GmbH, Sauerlach, Alemanha), como substrato
enzimatico e¢ estimar a absorbancia da coloragdo azul
formada a 600 nm. Os valores foram corrigidos quanto
aos teores de proteinas totais, e os resultados de atividade
B-1,3-glucanases foram expressos em UA 600 nm por
miligrama de proteina por hora.
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O delineamento experimental foi em blocos
inteiramente casualizados, com sete repeticdes e uma
planta por repeticao. Para cada porta-enxerto, formou-
se um fatorial 2x6 (dois tratamentos de inoculacdo de
Fusarium spp. e seis periodos de monitoramento das
atividades enzimaticas). Os dados foram submetidos a
analise de variancia; quando houve efeito significativo
dos tratamentos, as médias foram separadas pelo teste
de Newman-Keuls, a 5% de probabilidade.

No segundo experimento, para verificar o efeito da
inoculag@o micorrizica na supressao de Fusarium spp.,
mudas micropropagadas do porta-enxerto de videira
SO4 foram aclimatizadas em bandejas alveoladas, que
continham substrato esterilizado a 121°C por 40 min a
base do substrato comercial Plantmax (Eucatex Agro),
Nitossolo Vermelho distroférrico, areia (2:1:2,v/v/v),
com as seguintes caracteristicas quimicas: pH agua
(1:2,5), 5; P, 54 mg dm?; K, 222 mg dm™; Al, 0,2 cmol,
dm?; Ca, 4,4 cmol, dm?; Mg, 2,8 cmol, dm?; CTC
pH 7, 11,7 cmol, dm?. Nessa etapa, parte das plantas
recebeu aproximadamente 2 g de inoculo do isolado de
fungo micorrizico arbuscular Glomus intraradices
N.C. Schenck & G.S.Sm., constituido da mistura do
substrato de crescimento e do sistema radicular do
hospedeiro vegetal (Allium porrum), que formou o
tratamento de videiras micorrizadas (+Gi). O outro
grupo de videiras formou o controle (-Gi), que teve a
microbiota ndo-micorrizica reconstituida pela adi¢ao
de 2 mL de suspensao filtrada (10 g L', filtro Whatman
n° 1) de inoculante do isolado de G. intraradices. As
plantas permaneceram em crescimento, em cdmara
com fotoperiodo de 16 horas de radiagdo
fotossinteticamente ativa (150 pmol m? s'). Apos
30 dias, ao término da aclimatiza¢do, as mudas do
porta-enxerto foram transferidas para vasos com
400 mL do mesmo substrato e receberam novamente
2 g de inoculo de G. intraradices ou filtrado. As
plantas permaneceram por 45 dias nessas condicdes,
tendo recebido dgua a cada dois dias e, semanalmente,
2 mL de solugdo nutritiva de Long Ashton (Smith
et al., 1983), com 10% da concentragdo original de
fosforo. Ao final desse periodo, as plantas receberam
inoculo de Fusarium spp., mediante poda das raizes,
livres de solo, a 10 cm do colo da planta, e imersdo
em suspensdo de conidios produzida conforme
descrito anteriormente. Plantas controle tiveram as
raizes imersas em agua estéril. O delineamento foi
completamente casualizado, com cinco repetigdes e
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uma planta por parcela experimental, em arranjo
fatorial 2x2, composto por dois tratamentos de
inoculagdo de G. intraradices (+Gi e -Gi) e dois de
inoculacdo de F. oxysporum f. sp. herbemontis (+Fo e
-Fo). As variaveis analisadas foram: massa de matéria
fresca e seca da parte aérea e radicular; colonizagdo
micorrizica; atividade hidrolitica de quitinases e -1,3-
glucanases; e indice de doenca para sintomas internos
e externos de F. oxysporum f. sp. herbemontis.

O crescimento da parte aérea e do sistema radicular
das videiras foi avaliado por meio de pesagem das
massas de matéria fresca e seca das videiras, no momento
da amostragem e ap6s secagem a 60°C por 72 horas,
respectivamente. Os fragmentos de raizes provenientes
da poda das plantas, no momento da imersao do sistema
radicular em suspensdo de conidios ou em agua, foram
submetidos a descoloragdo em KOH a 10% e H,0, a
2%, e coradas com 0,05% de azul de tripano em glicerol
(Koske & Gemma, 1989). A taxa de micorrizagao foi
estimada de acordo com Trouvelot et al. (1986), apos
observagao ao microscopio Optico. Amostras radiculares
das mudas de videira, com aproximadamente 1 g de
massa de matéria fresca, foram coletadas aos quatro dias
apods a inoculacdo do patdégeno e foram submetidas a
avaliacao da atividade enzimatica, de acordo com os
procedimentos do experimento anterior.

Os critérios de avaliagdo de sintomas internos e
externos da presenca de infeccdo por Fusarium spp.
foram aqueles adotados como indices de doenga por
Grigoletti Junior (1985). As notas e respectivos sintomas
utilizados na avaliacao do experimento foram as descritas
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a seguir. Para sintomas externos utilizou-se: auséncia de
sintomas na planta; redu¢ao no crescimento da planta;
amarelecimento das folhas basais; amarelecimento
generalizado e necrose nos bordos das folhas e abscisdo
foliar; morte da planta. Para sintomas internos, os indices
foram: auséncia de sintomas nas raizes; descoloracao
vascular restrita as raizes com inoculo; descoloragao
vascular na base da estaca, proximo a insercao das
raizes; descoloragdo vascular na parte mediana da estaca,
logo acima da superficie do solo; descoloragao vascular
na parte apical da estaca. Os dados foram submetidos a
analise de variancia (teste F) e, em caso de essa ter sido
significativa, foi aplicado o teste de separagdo de médias
Newman-Keuls, a 5% de probabilidade. O experimento
foi repetido duas vezes.

Resultados e Discussio

Quando se considera todo o periodo de avaliagdo, a
atividade de B-1,3-glucanases foi maior (p<0,05) nas
plantas com Fusarium spp. em comparagao ao controle.
Quanto a atividade de quitinases, os niveis foram
superiores nas plantas com indculo do patdogeno porém
ndo significativos (p 0,061). Nas raizes do
porta-enxerto SO4, suscetivel a Fusarium spp., a
inoculagdo do patdégeno ndo induziu alteragdes nos
niveis de atividade de quitinases e B-1,3-glucanases
(Figuras 1 e 2). O porta-enxerto R110, tolerante ao
patégeno, apresentou aumento gradativo na atividade
enzimatica até o quarto dia apds a inoculagao.
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Figura 1. Atividade de quitinases (unidades de absorbancia a 550 nm por miligrama de proteina por hora), em amostras
radiculares de porta-enxertos de videira suscetivel (SO4) e resistente (R110) a Fusarium oxysporum f. sp. herbemontis,
coletadas entre um e cinco dias apds a inoculagdo do patdogeno (—e—) ou a imersdo de raizes em agua estéril (—o—).
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O aumento na concentracdo das proteinas
relacionadas a patogénese, nas raizes do porta-enxerto
de videira R110, indica que Fusarium spp. induziu
respostas de resisténcia nas plantas. Assim, do momento
da indugdo até o quarto dia apds a inoculagdo do
patodgeno, ocorreu ativacao de genes de defesa, sintese
e acimulo maximo das enzimas nos tecidos radiculares.
Foi também constatado em raizes de tomateiros o
acumulo transiente de proteinas relacionadas a
patogénese, entre trés e cinco dias apds a inoculagdo de
F. oxysporum f. sp. lycopersici, o que indica ter havido
reacdo de defesa da planta (Ramamoorthy et al., 2002).

O acumulo conjunto de quitinases e B-1,3-glucanases
¢ relacionado a um efeito sinérgico dessas enzimas
que, em associagdo ou ndo a outras proteinas, ampliam
as possibilidades de a¢do e a eficiéncia da planta na
supressao de patogenos (Veronese et al., 2003). O fato
de esse acumulo ter sido constatado somente no
porta-enxerto R110 indica que a sintese dessas enzimas

4,0 4 S04
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hidroliticas pode constituir uma ag¢do do gendtipo de
videira resistente, para suprimir o processo infectivo
de Fusarium spp. Os niveis mais altos de atividade ¢ a
expressao diferenciada de isoformas de quitinases e
B-1,3-glucanases, em variedades resistentes de plantas,
foram constatados em varios patossistemas (Tuzun,
2001). Assim, pode-se concluir que a atividade de
quitinases e [-1,3-glucanases, em raizes de videira
R110, atingiu os niveis mais altos quatro dias apds a
inoculagdo de F oxysporum f. sp. herbemontis.
A sintese ¢ o acumulo transiente de quitinases ¢
B-1,3-glucanases, em raizes de porta-enxerto resistente
a F. oxysporum f. sp. herbemontis, pode ser meio de
supressao do processo infectivo do patogeno.

No segundo experimento, o acimulo de biomassa
vegetal no momento da inoculagdo do patdogeno, aos
45 dias apds a inoculacdo, no final da aclimatizagao ex
vitro (Tabela 1), comprova a eficiéncia da associagdo
do porta-enxerto de videira com G. intraradices.

4.0 RI10
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Figura 2. Atividade de B-1,3-glucanases (unidades de absorbancia a UA 600 nm por miligrama de proteina por hora), em
amostras radiculares de porta-enxertos de videira—suscetivel (SO4) e resistente (R110) a Fusarium oxysporum f. sp. herbemontis
coletadas entre um e cinco dias ap6s a inoculagao do patdgeno (—e—) ou a imersdo de raizes em agua estéril (—o—).

Tabela 1. Massas de matéria fresca da parte aérea (MFPA, g) e do sistema radicular (MFSR, g), relagdo entre massas de
matéria fresca do sistema radicular e parte aérea (SR/PA), taxa de colonizagdo do cortex radicular (M) e concentragdo de
arbusculos na fragao radicular micorrizada (a), em mudas micropropagadas do porta-enxerto de videira SO4, apos 45 dias da
inoculagdo (+Gi) ou ndo (-Gi) de Glomus intraradices, na fase de aclimatizagdo ex vitro®.

Tratamento MFPA MEFSR Total SR/PA M (%) a (%)
+Gi 2,40+0,05a 2,48+0,05a 4,88+0,07a 1,04+0,03b 7743 40+3
-Gi 1,07+0,05b 1,46+0,02b 2,53+0,06b 1,38+0,07a 0 0
CV (%) 9 5 5 12 - -

(DM¢édiasterro-padrdo, seguidas de letras iguais, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Newman-Keuls a 5% de probabilidade (n = 5).
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A presenga de hifas e arbusculos no cortex, em taxas
elevadas, indica a formagao de micorriza funcional, e
em nivel superior ao minimo (acima de 50%), tido
como necessario para a ocorréncia do efeito supressivo
a patogenos por micorrizas (Cordier et al., 1998). A
razao entre massa de matéria fresca do sistema radicular
e da parte aérea (SR/PA) foi menor em plantas
micorrizadas, o que significa menor custo para a
manutengdo das estruturas fungicas, nas quais se
incluem as hifas extrarradiculares responsaveis pela
absor¢do de nutrientes, e permite a realocacdo de
fotossintatos e maior crescimento da parte aérea.

A inoculagdo do fungo micorrizico ¢ do patdégeno
nas videiras acarretou diferengas na concentracdo de
proteinas em amostras radiculares. O nivel foi 35%
maior em plantas ndo micorrizadas, em comparagio a
plantas micorrizadas, e 44% maior nas videiras com o
patégeno, em comparacdo ao controle (Tabela 2).
O perfil de atividade hidrolitica dos tratamentos foi
diferente entre as enzimas quitinases e [3-1,3-glucanases.
A producdo de quitinases nas plantas micorrizadas e
com Fusarium spp. pode constituir resposta a presenca
dos microssimbiontes com fungdo diversa para cada
situacdo. A inoculagdo de fungos micorrizicos
arbusculares pode induzir isoformas especificas de
quitinases e -1,3-glucanases diferentes das presentes
em niveis basais (Salzer et al., 2000; Pozo et al., 2002).
Além disso, fungos micorrizicos podem aumentar a
inducao de isoformas acima de niveis basais, o patégeno
radicular pode induzir a expressdo de isoformas

Tabela 2. Teores de proteinas totais (mg g de raiz fresca) e
atividade enzimatica de quitinases (unidade de absorbancia a
550 nm por miligrama de proteina por hora) e 3-1,3-glucanases
(unidade de absorbancia a 600 nm por miligrama de proteina
por hora), em amostras radiculares de mudas micropropagadas
do porta-enxerto de videira SO4, submetidas a inoculagdo
com Glomus intraradices (Gi) e Fusarium oxysporum f.
sp. herbemontis (Fo), quatro dias apés a inoculagdo do
patogeno.

Tratamento Proteinas totais Atividade enzimatica
Quitinases  fB-1,3-glucanases

+Gi +Fo 1,6+0,3 2,6+0,7a 2,2+0,6a

-Gi +Fo 2,0+0,2 2,5+0,8a 0,9+0,3b

+Gi -Fo 1,0+0,1 3,0+0,8a 1,1+0,2b

-Gi -Fo 1,5+0,1 0,6+0,2b 1,1+0,4b

CV (%) 43 60 65

(WMédias+erro-padrio, seguidas de letras iguais, nas colunas, ndo diferem
entre si pelo teste de Newman-Keuls, a 5% de probabilidade (n = 5).

especificas, e plantas micorrizadas € com in6culo do
patdégeno podem expressar isoformas diversas das
demais (Pozo et al., 2002; Garmendia et al., 2006).
Mudas de pimentdo, micorrizadas com G. deserticola,
induziram a expressao de trés isoformas acidas de
quitinases, que foram detectadas apos dois meses da
inoculagdo do fungo micorrizico (Garmendia et al.,
20006), o que indica que o nivel de atividade da enzima
no tratamento +Gi -Fo, 45 dias ap6s a segunda
inoculagdo de G. intraradices, esta relacionada ao
processo de estabelecimento e funcionamento da
micorriza. Nesse mesmo tratamento, a expressao de
B-1,3-glucanases acima dos niveis basais nao foi
constatada. Em tomateiro, Pozo etal. (1999) detectaram
duas isoformas de -1,3-glucanases, induzidas somente
pela colonizagdo radicular por G. mosseae, fato nao
observado pela inoculagdo com G. intraradices.
Niveis elevados de atividade enzimatica de
B-1,3-glucanases foram constatados somente no
tratamento +Gi +Fo, que apresentou diminui¢do nos
sintomas internos de infec¢do por Fusarium spp.
90 dias apds a inoculagdo do patdégeno (Tabela 3).
Em tomateiros com G. intraradices, o efeito supressivo
a F. oxysporum f. sp. lycopersici foi relacionado a
nutricdo em foésforo, € 0 aumento no crescimento da
planta a simbiose mutualistica (Akkdpru & Demir,
2005). Além da relacdo com a melhora do status
nutricional,aexpressao de quitinases e 3-1,3-glucanases
acima dos niveis basais pode ter contribuido para a
diminuigdo da infecgdo por Fusarium spp. (Tabela 2).
O aumento da atividade hidrolitica em plantas
micorrizadas ¢ indica¢do da expressdo de genes, em
resposta a presen¢a do patdogeno no sistema radicular, e
constitui barreira quimica ao processo infectivo ou
serve de sinal bioquimico para a expressdo de eventos
relacionados a defesa da planta. A atividade inibidora
dessas enzimas hidroliticas, no crescimento de espécies
de Fusarium, foi constatada em ensaios in vitro e
ocorre pela lise das extremidades das hifas (Nobrega
et al., 2005). Nesse sentido, a expressdo de isoformas
de B-1,3-glucanases, induzidas por micorrizas em
tomateiro exposto a Phytophthora (Pozo et al., 1999),
indica que a enzima esta relacionada a protecao contra
o fungo patogénico. Ha relagdo entre os niveis de
atividade hidrolitica de quitinases e 3-1,3-glucanases,
estimadas por meio de substratos especificos, ¢ a
expressao de isoformas, obtidas em géis de eletroforese
(Cachinero et al., 2002; Deytieux et al., 2007). Assim,
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Tabela 3. indice de doenca de sintomas internos e externos, massa de matéria seca, taxa de colonizagdo do cortex radicular (M) e
concentragao de arbusculos, na fragdo radicular micorrizada (a) de mudas micropropagadas do porta-enxerto de videira SO4, submetidas a
inoculagdo com Glomus intraradices (Gi) e Fusarium oxysporum f. sp. herbemontis (Fo), quatro dias apos a inoculagdo do patogeno®.

Tratamento Indice de doenca Massa de matéria M (%) a (%)
Sintomas internos Sintomas externos seca (g)

+Gi +Fo 3,2+0,2b 2,9+0,4b 1,520,10b 7742 63+8

-Gi tFo 4,0+£0,3a 4,0+£0,3a 0,22+0,04¢ 0+0 0+0

+Gi -Fo 1,0£0,0¢ 1,0+0,0¢ 241021 66+5 6349

-Gi -Fo 1,0+0,0c 1,0+0,0c 0,45+0,06¢ 0+0 0+0

CV (%) 26 33 34 28 55

(DMédias+erro-padrdo, seguidas de letras iguais, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Newman-Keuls, a 5% de probabilidade (n = 5).

o nivel mais elevado de atividade de 3-1,3-glucanases,
no tratamento +Gi +Fo, pode resultar da ativacao de
resposta de defesa vegetal pela simbiose mutualistica,
por meio da expressdo de isoformas da enzima que
atenuaram a severidade de ataque pelo patdogeno. A
elevacdo nos niveis pds-infeccionais de quitinases e
B-1,3-glucanases foi constatado somente no tratamento
+Gi +Fo e, da mesma forma que o observado no porta-
enxerto resistente, do primeiro experimento, a atividade
conjunta dessas enzimas hidroliticas tem efeito
sinérgico que acarreta aumento na capacidade da planta
se defender do patogeno radicular.

O decréscimo na biomassa vegetal, causado por
Fusarium spp. nas plantas micorrizadas, foi de 37%,
resultado acima do constatado por Al-Askar & Rashad
(2010) em feijoeiros com inoculagdo de fungos
micorrizicos e F. solani f. sp. phaseoli. A micorrizacao
das videiras e a produgdo de quitinases e
B-1,3-glucanases ndo tornaram as plantas imunes ao
Fusarium spp. A exposi¢do dos tecidos internos e o
aumento dos pontos infectivos pela poda facilitaram
a invasao pelo patéogeno. Em geral, patdogenos sao
inoculados nas plantas pela adigdao de suspensdo de
estruturas reprodutivas ao substrato de crescimento
das plantas, proximo ao sistema radicular, sem
retirada e corte de tecidos (Pozo et al., 1999, 2002;
Akkoprii & Demir, 2005). A poda das raizes pode ser
condi¢do drastica e propensaacolonizagao patogénica,
embora tenha sido o método mais eficiente na
avaliagdo rapida da resisténcia de gendtipos de videira
ao patogeno (Grigoletti Junior, 1985). Em termos
praticos, a inoculagdo de fungos micorrizicos
arbusculares ndo deve constituir estratégia isolada,
para se tentar conter o ataque e infec¢do por
F. oxysporum f. sp. herbemontis. Ao contrario, deve
fazer parte de um conjunto de medidas que levem em
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conta aspectos de manejo do solo como, por exemplo,
desenvolvimento de rizosfera supressora de patdgenos
e ndo revolvimento do solo, além do uso de recursos
genéticos ¢ de nutricdo vegetal que favorecam o
desenvolvimento de micorrizas funcionais.

Conclusoes

1. As enzimas quitinases e [3-1,3-glucanases
favorecem a supressdo de F. oxysporum f. sp.
herbemontis do sistema radicular do porta-enxerto
de videira R110.

2. Glomus intraradices promove aumento na
expressdo das enzimas hidroliticas quitinases e
B-1,3-glucanases, no sistema radicular do porta-
enxerto de videira SO4, apds a inoculagdo de
F. oxysporum f. sp. herbemontis.
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