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RESUMO

PENA, Roséngela da Conceigdo Marques. Podridio de Fusarium em Palma de
Santa Rita (Gladiolus x grandiflorus L.): dentificacio, variabilidade,
patogenicidade e obtengdio de plintulas de gladiolo a partir de cultura de
meristemas. Lavras: UFLA, 1999. 95p. (Dissertagio - Mestrado em
Fitopatologia)

Com o intuito de se obter um melhor conhecimento da ocorréncia de
fusariose em gladiolo, afim de evitar maiores perdas para o mercado de flores, o
presente trabalho teve como objetivos avaliar a incidéncia de Fusarium sp. em
bulbos de cultivares comerciais; caracterizar e verificar a variabilidade e
patogenicidade dos isolados; estabelecer um protocolo de micropropagacdo de
gladiolo e avaliar a eficiéncia da propagagdo in vitro na obtencdo de mudas
livres do patdgeno. A andlise realizada na amostra dos bulbos da Fundagdo de
Apoio ao Ensino, Pesquisa e Extensio (FAEPE)/Lavras/MG, revelou 98% de
incidéncia de Fusarium sp. ¢ 5% de Curvularia, e na amostra da
Schoenmaker/Holambra/SP, ndo detectou-se a presenca de Fusarium. Os
isolados de Fusarium sp. obtidos da andlise dos bulbos de gladiolos das
variedades White Friendship e Tradehorn da FAEPE foram caracterizados
morfologicamente e constaram de espécies de Fusarium oxysporum e Fusarium
solani. Através do teste de variabilidade, observou-se que houve variagéio
significativa entre os isolados das espécies, expressando sintomas nas folhas
novas, velhas, no cormo novo e alteragio no didmetro do cormo, sem
interferéncia na altura das plantas do cultivar White Friendship, porém, ndo
houve um comportamento diferencial dos isolados dentro das espécies de
Fusarium. Para o teste de patogenicidade nos cultivares White Friendship e
Tradehorn, todos os isolados foram patogénicos, evidenciando diferentes graus
de suscetibilidade a infecgfio dos isolados fiingicos. O método de inoculagdo in
vitro mostrou eficicia na obtengio de respostas rdpidas referentes a
patogenicidade. Observou-se que o estabelecimento dos meristemas de gladiolo
em concentragdes de benzinoaminopurina (BAP) e cinetina combinadas com
acido naftaleno acético (ANA) comprovou efetividade na obtengéio de plantulas
isentas de Fusarium sp.

* Comité Orientador: Méario Sobral de Abreu - UFLA (Orientador), Silvério José
Coelho - UFLA, Patricia de Oliveira Paiva - UFLA



ABSTRACT

PENA, Rosingela da Conceigdo Marques. Rottenness of Palma de Santa Rita
Fusarium (Gladiolus x grandiflorus L.): identification, variability,
patogenicity and acquirement of gladiolus seedlings from meristem
culture. Lavras: UFLA, 1999. 95p. (Dissertation — Master Program in
Phytopathology ) *

Aiming to obtain a better knowledge on the occurrence of fusariosis on
gladiolus, thus avoiding further losses in the flower business/market, the
present piece of work was designed for the evaluation of the incidence of
Fusarium sp.in commercial corm cultivars; establishment of a protocol for
gladiolus micropropagation and the evaluation the efficiency of in vitro
propagation as for the acquirement of pathogen-free cuttings. The analysis
performed on bulbs samples furnished by the Fundagio de Apoio, Pesquisa e
Extensio (FAEPE)Lavras/MG revealed a level of 98% of incidence of
Fusarium sp. and 5% of Curvularia, while the Schoemaker/ Holambra/SP
sample showed absence of pathogens. The Fusarium isolates obtaines from the
analysis on gladiolus corms of White Friendship and Tradehorn varieties from
FAEPE were morphologically characterized, as consisting of Fusarium
oxysporum and Fusarium solani species. In the second experiment it was
possible to verify, through the variability test, that there was significant variation
among the isolates of the species, symptoms in young and old leaves, young
corm and alteration in corm diameter having been expressed, although no
interference on the White Friendship cultivar plants height occurred. Yet, there
wasn’t a differenciated behaviour of the isolates of Fusarium species. As for the
pathogenicity test on both White Friendship and Tradehorn cultivars, all isolates
were pathogenic, stressing different susceptibility of cultivars to the infection by
fungal isolates. The in vitro innoculation method proved efficient for obtaining
fast responses concerning pathogenicity, with a few restrictions, thou. It was
observed that establishment of apical buds of gladiolus in concentrations of
benzincaminopurina (BAP) and Kinetin associated with acetic naftalene acid
(ANA) proved to be effective as for the obtention of plants free from Fusarium
sp.

* Guidance Committe: Mario Sobral de Abreu — UFLA (Major Professor),
Silvério José Coelho - UFLA, Patricia de Oliveira Paiva — UFLA.



1 INTRODUCAO

Desde o inicio do século passado, a floricultura nacional, até a década
de 1950, era pouco expressiva, tanto econdmica como tecnologicamente,
caracterizando-se como uma atividade paralela a outros setores agricolas.
Atualmente, a horticultura omamental do pais vem apresentando um amplo
desenvolvimento, abrangendo o cultivo de plantas omamentais, flores de corte e
plantas envasadas, floriferas ou ndo, até a producido de sementes, bulbos e
mudas de arvores de grande porte. Com o incremento do cultivo, varios fatores
contribuem para o insucesso da atividade, entre eles, destacando-se as doencas
fungicas que podem ser consideradas fator limitante para determinadas plantas
omamentais.

O gladiolo esta entre as flores de corte mais comuns no mercado. Em
tempos passados, fol uma das flores mais comercializadas, porém, tem sofrido
significativo decréscimo nos ultimos anos, devido a uma série de fatores como a
podriddo do bulbo ou Fusarium amarelo, importante doenga que causa elevados
prejuizos nas cultivares suscetiveis, perdas consideraveis nos campos de
produgdo de bulbos e flores, redugdo do niimero de produtores e inviabilidade
econdmica do material propagativo, ndo somente em gladiolos, mas também em
outras espécies de Iridaceae.

O uso de cultivares resistentes pode ser o tinico meio de controle eficaz e
econdmico para a doenga. Jones e Junior (1975) afirmam que a preocupacao dos
produtores com o desenvolvimento de novas cultivares esta relacionada aos
caracteres agronomicos como: tamanho e forma da espiga floral, cor e qualidade
das flores, e producdo de bulbos e bulbilhos. Poucas pesquisas tém sido
realizadas visando conhecer o nivel de resisténcia das cultivares de gladiolos a
Fusarium e proporcionar aos agricultores indicacdes de cultivares adequadas

para o plantio em dreas contaminadas. Certas cultivares com excelentes



caracteres quanto a resisténcia a Fusarium foram citadas por Wilfret ¢ Magte
(1979) e Wilfret (1981, 1986, 1993), embora apresentassem sérias limitages a
comercializacéo. -

Para o Fusarium oxysporum f.sp. gladioli, ja foram identificadas duas
ragas, descritas, respectivamente, como 1 e 2. Segundo Mes e colaboradores
(1997), a cultura volta a ser novamente ameagada com o aparecimento da raga 2
de Fusarium oxysporum fsp. gladioli, a qual, vem dizimando grandes areas de
cultivo de gladiolo.

A padronizacio de métodos eficientes para a producio e determinacgdo
da concentragdo de indculo que permita agilizar o aparecimento dos sintomas
nas plantas, ¢ de fundamental importancia para a realizagdo dos varios tipos de
estudos sobre Fusarium sp. e seu hospedeiro, com destaque para o teste de
patogenicidade e caracterizagdo da variabilidade.

A utilizagdo da técnica de micropropagacdo in vitro a partir de
meristemas pode ser uma importante altemativa para a obtengio de um grande
numero e qualidade de material propagativo, com vista a sua utilizagdo em
programas de melhoramento visando resisténcia a fusariose.

Desta forma, o trabalho tem como objetivos:

- caracterizar morfologicamente Fusarium em gladiolo;

- determinar a incidéncia, variabilidade e patogenicidade de Fusarium
sp. nas cultivares White Friendship e Traderhom comercializados no Brasil,

- micropropagar plantas de gladiolo visando material isento de Fusarium

Sp.



2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Aspectos botinicos do gladiolo

O gladiolo é uma planta tropical e subtropical da familia botanica
Iridaceae, subfamilia Ixioidea envolvendo entre 250 e 300 especies (Rees,
1992). A origem do gladiolo esta na Africa, embora seja encontrado em todas as
areas da Africa e do Mediterraneo, com grande concentracio na Africa do Sul.
Segundo Joly (1993), Rees (1992) e Wilfret (1992), o hibrido designado de
Gladiolus x grandiflorus L. é o principal representante do género, apresentando
diferentes formas, cores ou variedades botanicas. Salinger (1991) considera-o
como o segundo mais importante grupo de flores cultivado a partir de érgio de
armazenamento. Denominado popularmente de Palma de Santa Rita, flor de
corte das mais procuradas as vésperas do dia de finados e datas festivas.

Os gladiolos sdo plantas pertencentes ao complexo grupo de herbaceas
bulbosas, que atingem de 50 a 90cm de altura, com bulbo-sélido ou cormo,
folhas laminadas e longas, caule denominado escapo e inflorescéncia tipo
espiga, ereta, ndo ramificada, cujas flores sdo dispostas em duas fileiras grandes
e de longa duragdo. O nimero, tamanho ¢ cor das flores sdo variaveis, de acordo
com a espécie ou cultivar; o florescimento pode ocorrer em qualquer época do
ano, em condigdes ideais de cultivo (Joyce, 1994; Lorenzi e Souza, 1995).

A cultura do gladiolo (Gladiolus x grandiflorus L.) tem no Brasil,
elevada importancia econémica na horticultura omamental como flor de corte.
As plantas sdo propagadas por sementes e vegetativamente através de coleta de
bulbilhos formados ao redor do bulbo-mie, que é considerada por Salinger
(1991), a principal técnica de reprodugdo comercial de gladiolo. A propagacio
através de sementes é somente utilizada para programas de melhoramento

genético e obtengdo de hibridos.
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Segundo Crockett (1977) e Salinger (1991) o buibo-sélido oﬁ cormo €
uma estrutura do caule que possui a base imtumescida com o actimulo de
nutrientes de reserva, envolto com restos foliares secos com aparéncia de
escamas, apresentando nds e entrends bem marcados e evidentes. A parte mais
importante do bulbo consiste de um tecido de reserva formado de células do
parénquima. Seu apice possui uma gema vegetativa que se desenvolve em folhas

e flores.
2.2 Aspectos culturais, econdmicos e fitossanitdrios da cultura

Segundo dados do Boletim Semanal da Agricola Schoenmaker, sob o
ponto de vista econdmico, no contexto nacional, a quantidade comercializada de
bulbos de gladiolos vem apresentando decréscimo em relagéo ao total de flores
de corte nos ultimos trés anos, com taxas médias de 695.000, 533.000 e 495.000
ha, respectivamente. Segundo Amaral (1999)", a tradi¢io de uso de gladiolo na
semana santa e finados particularizou o seu comércio a essas datas, reduzindo a
preferéncia como flor de consumo diario. O surgimento de outras altemativas de
flores cortadas, segundo Olivetti, Takes e Matsunaga (1994), contribuiu para a
redugiio da producio, pois, tratava-se de um género extensivamente cultivado e
comercializado como flor de corte, enquanto havia poucas op¢bes no mercado
brasileiro. Galli (1988) afirma que a importagio de matrizes nas décadas de
1960 e 70, em decorréncia do pequeno numero de variedades no mercado e
visando aumentar a oferta, provocou redugdo drastica no cultivo, diminuindo,
inclusive, o mimero de produtores em conseqiiéncia da no adaptacgdo ao clima e

da suscetibilidade a pragas e doengas.

‘Amaral. Comunicagio pessoal. 1999, (SDW Flower Bulbs, Agricola
Schoenmaker de Wit Ltda, 13.825.000 - Holambra, S@o Paulo, Brasil).



Para Pinney e Hildebrandt (1968), a cultura é acometida por inumeros
patdgenos, incluindo bactérias, virus, nematdides e fungos. As doengas podem
comprometer folhas, flores, bulbos e raizes (Palmer, Pryor e Steward, 1958;
Jenkins et al., 1970; Magie e Cowperthwaite, 1954; Magie, 1957/1967: Magie e
Poe, 1972, citados por Wilfret, 1992).

Dentre todos os fatores responsaveis pelo declinio da producio da
cultura esta a suscetibilidade as espécies de Fusarium, que leva a alteracdes no
estado morfologico da planta e, consequentemente, a morte das mesmas (Wilfret
e Magie, 1979; Kaur, Arora e Khanna, 1989). A fusariose afeta raizes e
principalmente a extremidade basal do bulbo (McClellan, 1945; Pirone, 1970;
Magie, 1971; Remotti e Loffler, 1996; Remotti, Loffler e Vloten-Doting, 1997)
causando também a podriddo do bulbo e redugdo do comprimento dos brotos
(Bald, Suzuki e Dayle, 1971; Kucharek, Simone e Mullin, 1978). Segundo Pape
(1977), ela provoca perdas especialmente graves durante todo o ano, e a
ntensidade do ataque depende da variedade. Sem duvida, essa é, hoje, a mais

séria e destrutiva doenca nas areas de producio dessa cultura.

2.3 Etiologia e historico da fusariose em gladiolo

Fusarium oxysporum Schlecht f.sp. gladioli (Massey) Snyder e Hansen
tem sido relatado em gladiolo, causando doenga que recebe diversos nomes
comuns, em alguns casos associados aos sintomas, em outros, a diferentes
denominagbes do patogeno. Os nomes encontrados sdo: podridio solida
(Massey, 1916); podriddo seca (Massey, 1918); podriddo de Fusarium (Massey,
1922, MuCulloch e Weigel, 1941, citados por Junior, 1953); Fusarium amarelo
ou putrefagdo basal (Anderton e Park, 1989; Rees, 1992); podriddo do bulbo e
podriddo da haste (Pitta, 1995); podriddo do bulbo (Boerema e Hamers, 1989:
Remotti e Loffler, 1996; Remotti, Léffler e Vloten-Doting, 1997).

Lh



Rees (1992) considera o patogeno muito importante em toda as areas
produtoras de gladiolo, em conseqiiéncia das grandes perdas anuais que acarreta
para a cultura. Segundo Miller, 1960, citado por Bald, Suzuki e Dayle (1971), a
podriddo de bulbos e raizes, causadas por FOG (Fusarium oxysporum Schlecht
f.sp. gladioli (Massey) Snyder e Hansen) em Lilium longiflorum, tem muito em
comum com a podridao de Fusarium de outras espécies das familias Liliaceae,
Amaryliaceae, Iridaceae.

Existem numerosas referéncias de diversos autores a doen¢a de
Fusarium em gladiolos mas com descrices nem sempre suficientes para a
identificagdo. As citagGes mais antigas descrevem a doen¢a mais claramente.

Um dos primeiros relatos de fusariose em gladiolo apareceu em 1909,
em uma nota de um produtor rural da California, que descreve podridéo interior
do bulbo e amarelecimento de folhas (Pyral, 1909, citado por MuCulloch, 1944).

Posteriormente, em 1916 e 1918, duas doencas fingicas foram
consideradas importantes em bulbos de gladiolos com os nomes de podridio
solida e podriddo seca, respectivamente, e uma terceira, em 1922, designada de
podriddo de Fusarium. Segundo Massey (1926), embora a podridio de Fusarium
Ja tivesse sido observada em 1912 e em quantidade suficiente para atacar com
consideravel grau de severidade, por varios anos nenhuma atengdo foi dada a
doenga, ndo sendo conhecida qualquer publicagdo até 1916.

Até 1920, a doenca causada por Fusarium conhecida comumente como
amarelos, murcha ou podridio do centro, nio havia sido considerada grave até
aquele ano, porém, disseminou-se rapida e destrutivamente por todas as regides
produtoras dos Estados Unidos (MuCulloch, 1943). Massey, em 1922, publicou
uma pequena nota sobre a doenca. Por volta de 1923, um relato apontava que um
grande numero de bulbos de gladiolos do tipo Nanus, provenientes de duas
localidades da Califomia, e aparentemente sadios, quando cortados

apresentavam podridio no seu interior, com uma descoloragdo leve na cicatriz



basal e fibras vasculares marrons no centro. No ano seguinte, os tipos Nanus,
Primulinus e Grandifloruns de gladiolos afetados com a mesma necrose vascular
foram recebidos de varias areas do oeste norte-americano e, em 1925 e 1926,
amostras semelhantes foram enviadas da Costa do Norte, Mississipi ¢ Nova
Jersey (MuCulloch, 1943).

Van Poeteren, em 1925, relatou a doenga vascular presente na Holanda
e, em 1926, uma descrigdo completa da podridio de Fusarium em bulbos de
gladiolos foi feita por Massey no Estados Unidos, confirmando tratar-se da
especie Fusarium oxysporum f.sp. gladioli. No ano seguinte, uma podridio seca
em bulbos de gladiolos causada por Fusarium foi descrita na Inglaterra por
Wallenweber. Em 1939, foi descrita por Moore como uma doenga vascular de
Fusarium. Depois Bellard, Dimock e Nelson (1940), além de outros
pesquisaram e publicaram relatos sob a doenga vascular (Massey, 1926;
MuCulloch, 1944; Boerema e Hamers, 1989).

Nos Estados Unidos, plantas de gladiolo cultivadas especialmente na
Florida, foram afetadas por FOG. Outras espécies de Fusarium, inclusive
F.subglutinians e F. roseum Link: Fr (W. C. Snyder e H. N. Hans), induziram
também o fracasso da colheita (Woltz, Magie, Cwitkin, Nelson e Toussoun,
1978; Viljoen e Wingfield, 1995).

Ozer e Soran (1989) relataram a presenga de Fusarium oxysporum, F.
equiseti, F. acuminatum e F. culmorum em cravo;, F. oxysporum e F. equiseti em
gladiolo; F. oxysporum e F. equiseti e Gibberella acuminata em tulipas e F.
oxysporum em freesia e jacintos em areas da Turquia.

Fol encontrado pela primeira vez no Paquistio por Mirza e Shakir
(1991), Borryiis glandiolorum, Myrothecium roridum, Epicoccum nigrium e
principalmente, Fusarium oxysporum fsp. gladioli. No mesmo ano, em
Montbretia, Italia, o patogeno foi observado pela primeira vez. A doenca causou

severo amarelecimento e murchamento das folhas além de florescimento



incompleto e os bulbos mostraram-se com descoloragdo vascular marrom escura
(Infantino e Rumine, 1993).

A putrefagio de raizes de gladiolo foi observada por Chen e
colaboradores (1994) em Shangai, China, tendo os patdgenos sido identificados
como Fusarium sp., inclusive Fusarium oxysporum e Fusarium solani.

O primeiro relato da fusariose no Brasil em cultivares de gladiolos
manifestando sintomas da doenca foi feito por Femandes, em 1943. O material
colhido em diversos estabelecimentos floricolas, segundo a classificagio do
engenheiro agrénomo Jefferson Firth Rangel e posterior confirmagsio no mesmo
ano por Josué Deslandes, revelou tratar-se de uma doenga causada por uma

espécie de Fusarium.
2.4 Sintomatologia

A fusariose em gladiolo é uma das mais sérias enfermidades em areas
quentes e de incidéncia baixa em condigSes mais secas. E a mais sistematica das
patologias foliares, ndo produz lesGes Gbvias e desenvolve-se no bulbo e nos
tecidos vasculares da planta; os caules jovens freqiientemente estio curvados
(Salinger, 1991). Embora a infecgdo causada por Fusarium oxysporum Schlecht
f.sp. gladioli (Mass.) Snyder e Hansen atinja principalmente o bulbo; as folhas,
flores e raizes sdo também afetadas (Forsberg, 1976).

Bigre, Morand e Tharaud (1990) citam que as condi¢des étimas para o
desenvolvimento desse agente etiolégico estZo em temperaturas em tomo de 25-
26°C, solos levemente compactados, pH entre 5-6 e presenca de composto
organico. Os mesmos autores descrevem os sintomas na parte aérea com
amarelecimento ou murcha da folhagem, atacando, em primeiro lugar, sua base.
As folhas sdo suscetiveis ao ataque de FOG, observando-se um amarelecimento
das suas extremidades e murcha, enfraquecimento e seca da folhagem e a morte



latente da planta. Segundo Pitta, Cardoso e Cardoso (1989), as plantas podem
ficar raquiticas e ndo chegar a produzir quando o indice de infeccio é alto. Pitta
(1995) ainda descreve sintomas como flacidez de parte ou de toda a planta, por
falta d’agua, embora o solo esteja imido.

Diferentes sintomas podem surgir nas flores quando a planta esta
infectada por FOG. Segundo Forsberg (1976), elas demoram a produzir e,
quando produzem, nao abrem normalmente. De acordo com a classificacdo da
qualidade das espigas florais, ocorre redu¢do no niumero e tamanho e, alteracdo
na forma das flores. O autor complementa que, em variedades coloridas, a cor da
petala é mais escura que o normal, o tamanho menor e os bordos menos
franzidos. Wilfret (1981) relata a ocorréncia de desconfiguragio completa da
flor, inviabilizando-a para comercializacio.

Em bulbos, a infecgdo pode ocorrer no campo e a doenca se manifestar
com maior intensidade durante o armazenamento ou no plantio subsegiiente
(Cardoso, 1980). A podriddo do bulbo ocasionada pelo fungo, assumiu uma
importancia muito grande entre as doencas de gladiolos, devido as suas
particularidades bioldgicas. Confusdo a respeito de sua biologia foi esclarecida
por investigagdes que demonstraram sua conexdo com as deficiéncias culturais e
prejuizos causados na armazenagem (Fermnandes, 1943).

Segundo Pitta, Cardoso e Cardoso (1989), podem-se notar lesdes
descoloridas na parte central dos bulbos, acompanhadas de escurecimento dos
vasos circundantes. Superficialmente, no tergo inferior proximo a regido das
raizes, notam-se manchas pardo-avermelhadas, localizadas sob a casca. Com o
desenvolvimento, essas manchas aumentam de tamanho, tomando-se
urregularmente circulares, escuras e deprimidas no bulbo, avangando para a haste
e apresentando zonagoes concéntricas (podridao seca) (Pitta, 1995).

Bigre, Morand e Tharand (1990), os sintomas tipicos ocorrem no bulbo

com o disco dilatado e apresentando uma protuberancia localizada. Em corte



transversal, observa-se a podriddo no "coragdo" do bulbo e necrose na regido dos
vasos. No centro do bulbo cortado aparecem pintas ou manchas marrons. A
partir de 1 a 5 pintas, considera-se como fusariose leve; maior nimero de pintas
ou manchas com lcm de didmetro ou maior, considera-se com fusariose severa.
Na Holanda é dada atenggio ao aspecto externo do bulbo, pois a fusariose interna
desenvolve-se bem menos devido ao clima. Cada mancha, independente do
tamanho, é considerada na contagem.

Trés formas de podridio tém sido distinguidas, segundo Forsberg
(1976), principalmente por seus efeitos nos bulbos:

- na forma vascular da doenca, o bulbo dividido ira revelar uma
descoloragio de cor castanha no nucleo e os feixes vasculares escuros
estendendo-se lateralmente no seu interior. No estagio avangado da doenga, a
infecgdo atinge a superficie do bulbo em seus nds e lesGes de cor castanha se
desenvolvem nessas plantas;

- na forma de podriddo parda da doenga, lesGes de cor parda, castanha
ou preta vao aparecer em qualquer area do bulbo, mais comumente na base, e o
tecido podre se espalha por todo o bulbo. Descoloragio vascular nio estd
associada com essa forma da doenga;

- a forma de podriddo seca basal da doenga difere da podridio castanha,
principalmente na espessura e posi¢do das lesdes. No caso da podridio basal, as
lesGes ocorrem somente na base dos bulbos e, geralmente, se restringem ao 1% e
2° intemoédios. As lesdes sdio visiveis quando os bulbos sdo retirados e, sob
condigdes favoraveis de cura, ndo estendem-se apés a colheita. O tecido doente
apresenta-se de cor marrom, sélido, dspero e freqiientemente escamoso depois
de tirado do solo, a area afetada é funda e existe uma descoloragio clara em todo
o tecido doente e o saudavel. O mesmo autor cita que quando bulbos infectados
sdo plantados, ou ndo havera brotagdo ou eles irfo brotar fracamente e morrer

10



em seguida. Os bulbos que apresentam infec¢des menos severas poderdo

produzir plantas que crescerdo normalmente ou tardiamente.

2.5 Patogénese e epidemiologia

Pesquisas mostraram que a podridio do bulbo-solido é uma fase da
moléstia, cujo aspecto é mais sério do que o observado no campo. A sua
importancia foi tomada evidente devido a ocorréncia de grandes prejuizos na
armazenagem. A infeccdo dos bulbos ocorre no campo e a doenca pode
manifestar-se em qualquer fase do desenvolvimento sendo, no entanto, comum
em plantas adultas no inicio da colheita. Durante o armazenamento, os sintomas
tendem a aumentar, podendo ocorrer desintegragdo total dos bulbos mais
afetados. Naqueles que apresentam manchas externas, elas aumentam em
tamanho tomando-se irregularmente circulares, enegrecidas e aprofundadas
devido a seca dos tecidos (Cardoso, 1980).

A deterioracdo dos bulbos na fase de armazenamento é um
prolongamento daquela iniciada no campo, continuando a invadir o centro e
circunvizinhangas dos tecidos vasculares. Apos a colheita, os bulbos novos de
variedades suscetiveis podem ser completamente destruidos durante um curto
espaco de tempo (Cardoso, 1980; Fernandes, 1943).

Considerando que as grandes perdas de bulbos por Fusarium ocorrem
durante o armazenamento, o controle nesse periodo € necessario, tanto para o
sucesso da armazenagem como para o controle das injurias sofridas durante a
colheita, de modo que os tecidos ndo fiquem expostos ao foco de infecgio de
outros microrganismos (Junior, 1953). O parasita desenvolve-se rapidamente,
especialmente quando a porcentagem € elevada, podendo ocorrer a
desintegracdo total do bulbo com uma podriddo seca de coloragio marrom-preta
(Pitta, Cardoso e Cardoso, 1989 e Pitta, 1995).
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Boerema ¢ Hamers (1989) afirmam que os bulbos sdo infectados devido
a producdo de microconidios. Segundo Bigre, Morand e Tharand (1990),
aparentemente sadios, a fusariose pode continuar evoluindo e sendo transmitida
por contato de bulbo a bulbo, quando os bulbos contaminados sio armazenados.

Os micélios de FOG crescem através dos vasos vasculares; conidiéforos
aparecem, as vezes, como um sedimento de cor rosa e localizam-se nos focos de
infecgdo dos bulbos. O fingo pode propagar-se também com os bulbos novos,
invadindo a planta desde o solo (Pape, 1977).

Observagdes histologicas foram realizadas por Bald, Suzuki e Doyle
(1971) em bulbos com podridio, os quais observaram que a podridio é
conseqiiéncia, principalmente, do desenvolvimento intercelular dos micélios de
Fusarium.

Bald (1953) descreve a conexdo vascular entre as raizes basais, bulbo
mie, bulbo filho e brotos. Pelo fato de todos estarem na linha direta de ascensdo
da agua e metabdlitos, podem estar mais sujeitos a invasdo sistémica. O autor
cita, ainda, que o inéculo de FOG persiste como micélios e clamidésporos
dentro dos bulbos de gladiolos e na insergiio das raizes contriteis mortas. O
mesmo autor examinou bulbos de gladiolo e revelou que quando plantados no
campo com micélios e clamidésporos de FOG ativos ou dormentes, a doenga
toma-se rapidamente severa.

A infecgdo latente ou dormente de fungos fitopatogénicos tem sido
descrita em varias interagbes planta-patdgeno (Verhoeff, 1974). Géumann,
citado por Verhoeff (1974), definiu a infecgdo latente ou dormente como aquela
que existe sem apresentar sintomas aparentes macroscopicamente, mas, o
crescimento da infec¢dio da hifa é retardado.

A infecgio latente de Fusarium oxysporum tem sido demonstrada em
bulbos de narcissos (Langerak e Haanstra-verbeek, 1977) e bulbos de tulipas
(Bergman e Bakker-van der Voort, 1979).
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A existéncia da infecgdo latente em bulbos de gladiolos por Fusarium
oxysporum f.sp. gladioli (Massey) Snyder e Hansen foi sugerida por Magie
(1966) e Magie (1971) e Henis e Zilberstein (1973) aprovaram a evidéncia desse
fato.

A existéncia da infecgdo latente de Fusarium em bulbos de gladiolos
pode causar sérios problemas. Quando bulbos aparentemente saudaveis sdo
plantados, desenvolvem, as vezes, severos sintomas de Fusarium, mesmo
quando tratados com fungicida apropriado. O grau de perda depende das
condi¢des de crescimento, especialmente da temperatura (Roebroeck, Groen e
Mes, 1990).

A murcha do Fusarium, profundamente enraizada no interior dos bulbos,
dificilmente pode ser observada, ja que os sintomas se tornam visiveis na
superficie dos bulbos somente em estagios avangados da doenca. Bulbos
infectados sdo freqiientemente transportados e plantados sem suspeita das suas
condigdes (MuCulloch, 1944).

A podriddo do bulbo de Fusarium oxysporum f.sp. gladioli pode existir
como infecgdo latente no bulbo e causar podriddc no armazenamento (Magie,
1971; Wilfret e Magie, 1979; Wilfret, 1981/1993).

2.6 Caracterizacio de Fusarium sp.

O género Fusarium ¢ bastante heterogéneo, com ampla distribuicio
geografica e inclui muitas espécies (Windels, 1991). Historicamente, tem havido
grandes discussGes sobre os conceitos taxonémicos de fungos fitopatogénicos,
principalmente em Ascomicotina e Deuteromicotina que, apesar de terem
caracteristicas morfologicas semelhantes, variam quanto a patogenicidade, em
diferentes hospedeiros (Mongan-Jones, 1992). O critério de diferenciacdo com

base no reconhecimento fisiolégico tem sido usado para a diferenciacio
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adicional intra-especifica, dando suporte a caracterizagdo taxondmica. A
identificacio de Fusarium a nivel de espécie, forma especial e de raga ¢ dificil,
uma vez que muitas variaveis devem ser consideradas (Windels, 1991).

As caracteristicas morfologicas constituem um dos principais critérios
para a separacdo das espécies de Fusarium (Burges, Liddell e Summerell, 1988;
Nelson, Toussoun e Marasas, 1983), destacando-se a conidiogénese, que é
reconhecida como uma indicagdo no estabelecimento das relagdes do estagio
anamorfico desse fungo (Ventura, 1994). Os critérios taxondmicos
freqiientemente usados nas chaves de identificagéio sio a forma da célula basal e
o tamanho dos macroconidios, a presenga ou auséncia e forma dos
microconidios, a formagio dos microconidios e o tipo de células
microconidiogénicas (fialides) (Nelson, Toussoun e Marasas, 1983). A presenca
ou a auséncia de clamiddésporos é uma caracteristica primaria usada, inclusive,
para o agrupamento em segdes. A morfologia das culturas, a pigmentacdo e as
taxas de crescimento em BDA (Batata-Dextrose-Agar), apesar de incluidas em
algumas chaves e terem valor taxondmico, sdo caracteristicas secundarias, tendo
em vista a ampla variabilidade genética dentro das espécies deste fungo,
podendo-se ter diferentes respostas fenotipicas em fun¢ao do ambiente.

O sistema proposto por Snyder e Hansen (1940) baseia-se em critérios
morfolégicos em que as espécies sdo diferenciadas, principalmente, pela
presenga ou auséncia de microconidios e clamidosporos e pela forma dos
microconidios. Algumas modificagGes no sistema de identificagdo de Snyder e
Hansen (1940) foram feitas por Messiaen e Cassini (1968), que estabeleceram
critérios para a identificagdo das espécies de Fusarium. Pelo sistema de Booth
(1971), as espécies foram caracterizadas pelas células esporogénicas, taxa de
crescimento, pigmentacdo e presenga de clamidésporos; microconidios também

s3o considerados.
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As espécies do género Fusarium sdao amplamente distribuidas no solo e
substratos organicos, sendo que o maior interesse predomina sobre os
fitopatogénicos. Segundo Booth (1971), Fusarium oxysporum, além de ser
economicamente a espécie mais importante do género, é também uma das que
apresentam maior variagdo. A intensa variabilidade morfolégica de Fusarium
oxysporum ¢ evidenciada por Messiaen e Cassini (1968) e por Waite e Stover
(1960).

Nelson, Toussou e Marasas (1983) descrevem caracteristicas culturais
de Fusarium oxysporum baseadas em culturas crescidas em BDA durante 10-14
dias de incubagdo. As descrigdes de conidios, conidiéforos e clamidosporos
foram baseadas em culturas crescidas em CLA.

Nirenberg (1981) e Booth (1977) utilizaram o tamanho dos conidiéforos
primarios como caracteristica diferencial entre Fusarium oxysporum e Fusarium
solani. O primeiro possui fialides simples e curtas (menores do que 20mm,
enquanto que Fusarium solani as apresenta longas (maiores que 45mm).

Para Daughtrey, Wick e Peterson (1995), F. oxysporum geralmente
forma macroconidios, microconidios e clamiddsporos abundantes na cultura.
Macroconidios sdo de formato fusiforme, delicado e parede fina. A célula apical
€ atenuada e a base pedicelada. Macroconidios tém trés a cinco septos e sdo
produzidos no inicio ou ramificado, fialides lateral e depois tipicamente dentro
de esporodoquio. De formato oval ou reniforme, os microconidios produzidos
em falsa cabeca e em maior nimero, muitas vezes apresentam apenas uma
célula. Os microconidios de F. oxysporum sio produzidos em monofialides
curtas e F. solani em fialides longas. Os clamiddsporos de F. oxysporum sio

intercalares ou terminais e s3o formados sozinhos ou em pares.
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2.7 Variabilidade e resisténcia & Fusarium oxysporum £.sp. gladioli (Massey)
Snyder e Hansen

Nos ultimos anos, diferentes métodos tém sido usados para determinar a
variabilidade em Fusarium. Além dos testes de patogenicidade, estudos de
relacionamento genético e filogenia entre espécies e isolados tém sido
pesquisados, destacando-se as proteinas, isoenzimas (Partridge, 1991) e o
polimorfismo do DNA (Grajal-Martin, 1993; Kin et al.,, 1992; Kistler et al.,
1987). Estudos com VCG. tém sido usados na tentativa de identificar formas
especiais e racas de Fusarium, porém, tais métodos tém sido pouco aplicados a
estudo de variabilidade e patogenicidade de Fusarium oxysporum f.sp. gladioli.

Palmer e Pryor (1958) testaram a resisténcia de 183 cultivares a trés
isolados de FOG, e a maioria apresentou-se altamente suscetivel aos isolados.
Pryor (1971) expds sete cultivares de gladiolos com cores diferentes a infecgio
por FOG em condigGes de campo durante 6 anos. A cultivar "Wild Rose"
apresentou-se altamente resistente.

Testes de patogenicidade e viruléncia em cinco cultivares de gladiolos
foram realizados por Woltz e Magie, em 1973. Os bulbos das cultivares foram
cortados e inoculados com 4 gotas de suspensdo de 2 x 10° microconidios/ml de
seis isolados de FOG.

Bulbos de quarto cultivares de gladiolo foram segmentados com 4 cortes
uniformes na superficie e inoculados com uma gota de suspensdo de 1 x 10°
microconidios/ml. "Manatee White" foi a cultivar que apresentou respostas de
nao suscetibilidade aos isolados (Woltz, 1974)

Jones e Junior (1975) conduziram uma selegiio de plantas de gladiolo
plantadas em areas infectadas por Fusarium oxysporum fsp. gladioli para
conferir resisténcia ao patogeno. Fontes de resisténcia foram encontradas em
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algumas cultivares e espécies de gladiolos, porém, certas cultivares de flores
grandes foram altamente suscetiveis ao ataque desse patogeno.

Bulbos da cultivar Friendship foram inoculados com 12 isolados de
varias espécies de Fusarium antes de serem postos na cidmara fria e posterior
plantio. Observaram que trés dos isolados reduziram a produgio de flores e
bulbos (Woltz, Magie, Nelson e Toussoun, 1978).

Foi relatado por Wilfret (1986) que 100 bulbos da cultivar "Dr. Magie"
(Wild Rose x Friendship) provaram ser tolerantes a FOG, quando imersos por 3
minutos em suspensao de esporos. O nimero de espigas florais produzidas foi de
36 e 78, para Friendship e "Dr. Magie", respectivamente.

Roebroeck e Mes (1992) realizaram um estudo sobre o relacionamento
entre grupos de compatibilidade vegetativa e racas de 31 isolamentos de
Fusarium oxysporum f.sp. gladioli e constataram que a relacdo entre VCG e
racas de FOG provaram ser complexas.

A variedade "Morning Mist", originaria do cruzamento entre mudas GC-
354 (Blue Baron x Beverly Ann) e GC143 (China Blue x Bervely Ann),
mostrou-se tolerante ao Fusarium oxysporum f.sp. gladioli, segundo afirmagdes
de Wilfret (1993). Bulbos foram mergulhados em suspensio de esporos
composta por uma mistura de sete isolados patogénicos de FOG.

Mes, Door, Roebroeck e Egmond (1994) investigaram a variagio
genética dentro de 57 isolados de FOG pela analise de RFLPs, usando uma
sonda do DNA total do isolado de F. oxysporum f.sp. dianthi, proposto por
Manicom e colaboradores.

Mes, Door, Roebroeck e Egmond (1994) realizaram teste de
patogenicidade utilizando bulbos das cultivares Peter Pears (suscetivel a raca 1)
e Nymph (suscetivel a raga 1 e 2) que foram mergulhados em suspensio de
esporos de 57 1solados de FOG. Os autores concluiram que o isolado G17 da

Inglaterra, raca 1, causou pequena redugdo nas brotagdes e podriddo no bulbo
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em compara¢do com os outros isolados. O isolado G76 da Itilia foi patogénico
em Nymph tanto quanto os outros isolados da raca 1, em quanto que, Peter Pears
apresentou-se moderadamente suscetivel.

Suspensdes de células da cultivar "Peter Pears", foram suplementadas
com as concentragdes 0; 0, 06; 0, 08; 0, 10; 0, 12 e 0, 14mM de 4cido fusarico.
Observou-se que utilizando-se uma baixa concentragdo do acido (0,06mM),
ocorreu uma diminuicdo considerdvel do crescimento celular da cultura
(Remotti, Loffler e Lous van Vloten-Doting, 1997).

Loffler, Straathof, Rijbrok e Roebroeck (1997) plantaram onze
cultivares de gladiolo em vasos de 10L contendo 5x10° ou 4x10° de propagulos
por grama de solo. As cuitivares "Raselind” e "Angelina" estabeleceram

resisténcia aos isolados G2 e G5.
2.8 Aplicagdes da cultura de tecidos vegetais na fitopatologia

O processo de cultura de tecidos vegetais compreende um conjunto de
técnicas nas quais um explante (célula, tecido ou um 6rgdo) é isolado e cultivado
sob condicdes de plena assepsia, em meio nutritivo artificial. Baseia-se no
principio da totipotencialidade das células, ou seja, qualquer célula no
organismo vegetal contém todas as informagSes genéticas necessirias a
regeneragio de uma planta completa (Gallo e Crocomo, 1995; Pasqual,
Hoffmann e Ramos, 1997).

A propagacio de espécies vegetais in vitro apresenta vantagens em
relagdo aos métodos convencionais, como a propagac¢do de clones em qualquer
época do ano, propagacdo de espécies que dificilmente seriam propagadas por
métodos convencionais, rapida multiplicagio clonal de espécies valiosas,
eliminagdo de virus e outras doengas em plantas infectadas (Gallo e Crocomo,
1995). Dependendo da finalidade da propagagdo, conforme descrito por
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Murashigue (1974), a cultura de tecidos de plantas pode ser feita através de
tecidos meristematicos (gemas axilares, regides apicais € o meristema
propriamente dito) e/ou explantes ndo meristematicos (peciolo, pedunculos e o
limbo foliar).

A cultura de tecidos de plantas tem produzido importante avanco nos
campos da genética, fisiologia e patologia, esclarecendo aspectos basicos do
crescimento normal e diferencial dos diversos genétipos, assim como
subsidiando os estudos sobre a relagdo parasita-hospedeiro e o controle de
plantas doentes (Wilfret, 1971).

De acordo com Helgeson e Deverall (1983), citados por Duval, Caldas e
Resende (1998), importantes contribuicdes na area da fitopatologia tém sido
obtidas a partir de técnicas de cultura de tecidos

Através da propagacdo in vitro de meristemas é possivel obter materiais
vegetativos livres de patogenos, com redugdo do tempo de obtengdo de plantulas
para o cultivo (Batista, 1996). O cultivo de apices caulinares e/ou meristemas
tem sido usado também com o objetivo de superar o problema de contaminagio
patogénica de propagulos, tendo éxito em programas para propagacio e
multiplicagdo de material sadio, além de auxiliar o intercambio e melhoramento
genético (Crisp e Walkey, 1974; Souza, 1988; Grattapaglia e Machado, 1990).

Para patogenos como fungos, bactérias e nematdides, a cultura de apices
caulinares de maior tamanho pode ser suficiente para garantir sua eliminacio,
uma vez que, em condigdes de cultivo, eles podem ser identificados no proprio
meio de cultura (Luz, 1993). Outros patdgenos, como micoplasmas, virus e
virdides, que utilizam o sistema vital da planta para sua multiplicagio, podem
ser mantidos nos propagulos vegetativos, comprometendo a qualidade do clone,
podendo ser eliminados através de cultura de meristemas, com um ou dois

primordios foliares, sendo que esta eliminacdo ou limpeza ocorre basicamente
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devido a auséncia de tecidos vasculares e a velocidade de multiplicacio celular
(Quak, 1977; Walker, 1978; Pasqual, Hoffmann e Ramos, 1997).

Ventura (1993; 1994) acredita que a utilizagdo das técnicas de
micropropagacdo in vitro seja uma alternativa vidvel para a obtengdo de
materiais vegetativos uniformes em grande quantidade e livres de enfermidades,
podendo ser utilizadas ndo s6 na produgdo de mudas sadias das cultivares
suscetiveis, mas também dos novos genétipos com resisténcia a fusariose, pois
muitas das plantas produzidas, especialmente aquelas que s3o propagadas
vegetativamente, s3o infectadas sistemicamente com um ou mais patdgenos
(Bhojwani e Razdan, 1983).

A disponibilidade de informac¢des relacionadas & eliminagdo de
Fusarium sp. através de limpeza clonal ainda é limitada. No Brasil, Pescador e
Koller (1992) micropropagaram abacaxi e constaram que através dessa técnica
de cultivo, ha possibilidade de produzir mudas matrizes isentas de fusariose ou
gomose, causadas por Fusarium moniliforme Shel. var. subglutinans. No caso da
banana, segundo Krikorian e Cronauer (1984), a cultura de tecidos tem sido
utilizada para a produgdo de mudas em escala comercial, livres de mal-do-
Panama causado por Fusarium oxysporum f.sp. cubense.

Em conseqiiéncia disso, a cultura de tecidos de plantas tem sido utilizada
como um meio rapido de propaga¢do vegetativa na indistria de horticultura
omamental e explorada comercialmente em um largo nimero de espécies de
plantas, portanto, considerada como uma grande promessa para a agricultura por
possibilitar a produgdo de propagulos livres de doengas que podem ser
facilmente disseminados (Holgate, 1977; Chu, 1985).

Com o aumento do consumo de flores de corte na Europa e a exportagio
mundial delas via Holanda, em particular, cresceu a demanda para produtos de
cultura de tecidos (van Doesburg, 1989, citado por Jones e Sluis, 1991). A
cultura de tecidos ou clonagem de meristemas tem sido utilizada para
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propagacdo de varios géneros como orquidea, lirio, cacto, violeta africana,
banana omamental e begonia. No Institute John Innes, no estado norte-
americano da Florida, centro precursor da cultura de tecidos de gladiolos e
freesia, aproximadamente 8 milhdes de plantulas de gladiolos sdo produzidos
anualmente por cultura de meristemas (Anderton e Park, 1989). Rees (1972)
afirma que os produtores de bulbos de gladiolo tém lancado no mercado boa
parte deles com doencas, especialmente as causadas por fungos, ocorrendo com
grande freqiiéncia a podridao causada por Fusarium.

E altamente desejavel a taxa de multiplicagdo em larga escala de
gladiolo, devido a sua importancia comercial. Segundo Bajaj, Sidhu e Gill
(1982), usando-se praticas convencionais, o numero de bulbos filhos produzidos
por um bulbo mde em 1 ano ¢ pequeno, sendo necessarios de 8-10 anos para
produzir um clone que seja grande o suficiente para propositos comerciais.
Todavia, usando varios métodos in vitro, esse tempo pode ser reduzido para dois
anos (Reinert e Bajaj, 1977).

Segundo Rees (1992), o gladiolo e seus hibridos podem ser regenerados
de explantes de brotos axilares com uma taxa de multiplica¢do de 3-5 a cada 6-8
semanas em subcultura seriada. Para Ginzburg e Ziv (1973), os reguladores de
crescimento desempenham um papel importante na morfogénese e formagio de
bulbos. Ziv, Halevy e Shilo (1970) utilizaram explante de pedinculo de
inflorescéncia e obtiveram calo, gema e microbulbos em meio MS contendo
10mg/L de ANA e 0,5mg/L de cinetina.

O efeito de varias fontes de explante, tais como inflorescéncia,
pedunculo de flores, flor desnuda, bracteas, perianto e segmentos florais sobre a
propagagao in vitro de gladiolos, foi estudado por Bajaj, Sidh e Gill (1982).
Além de diferentes meios de cultura de todos os explantes, calos de maior
tamanho foram obtidos a partir de pedunculo floral. Wilfret (1971), Hussey
(1977) e Bajaj, Sidhu e Gill (1982) regeneraram plantas de gladiolos através de
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cultura de calo. Segundo Kamo, Chen, e Lawson (1990) suspensbes celulares
também foram capazes de regenerar plantas de gladiolos.}

Plantulas de gladiolos foram regeneradas de haste da inflorescéncia de
dois cultivares de gladiolo, entre 6-7 semanas. Ao meio basico MS, foi

adicionada uma combina¢do de 10ppm de ANA e 0,5ppm de cinetina (Ziv,
Halevy e Shilo, 1970).

Embora trabalhos com gladiolos tenham sido iniciados duas décadas
atras e muito progresso tenha sido alcangado, mesmo assim a regeneragdo de
plantas de cultura de meristemas e também o aumento do niimero de plantas por
bulbo, ainda existem problemas que impedem a aplica¢do de métodos de cultura
de tecido para propagagdo em grande quantidade e exploragdo pela indistria de
flor. Contudo, trabalhos basicos sobre virios fatores que influenciam a
regeneracdo sdo necessarios antes que o método seja desenvolvido para
proporcionar material suficiente para o plantio em campo (Bajaj, Sidhu e Gill,
1992).
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3 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no laboratério de Micologia do
Departamento de Fitopatologia e no de Cultura de Tecidos, do Departamento de
Agricultura da Universidade Federal de Lavras (UFLA).

3.1 Analise fitossanitdria dos bulbos, obten¢io dos isolados, preparo do

indculo, obteng¢do das culturas e identificagiio das espécies

3.1.1 Determina¢do da incidéncia de Fusarium sp. em amostras de bulbos

de gladiolo

Foram utilizados bulbos das cultivares comerciais White Friendship
(branca) e Traderhom (vermelha), procedentes da Fundagao de Apoio ao Ensino,
Pesquisa e Extensdo (FAEPE) em Lavras, MG e de plantios comerciais da
Schoenmaker/Holambra, SP.

De cada amostra foram selecionados aleatoriamente 50 bulbos de cada
cultivar. Esses foram submetidos, em laboratorio, a um tratamento padronizado:
retirada das tunicas e corte de fragmentos de tecidos vegetais infectados. Em
camara de fluxo laminar, realizou-se a desinfestagdo dos fragmentos, em alcool
70% por trinta segundos e, em seguida, em solucdo de hipoclorito de sédio 1%
durante um minuto e posterior imersdo em agua destilada e esterilizada. Uma
vez retirados, os fragmentos foram dispostos sobre papel de filtro esterilizado
para secagem e, com auxilio de uma pinga previamente flambada, foram
colocados cinco fragmentos em placas de Petri de 15cm de didmetro contendo
40,0ml de BDA (200g batata-20g dextrose-20g agar), suplementados com trés
gotas de sulfato de estreptomicina. Foram utilizadas quatro repeti¢des, cada uma

constituida por uma placa.
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As placas foram mantidas em camara de crescimento, a temperatura de
2122°C sob regime luminoso de luz branca fluorescente e fotoperiodo de 12
horas, durante trés dias. Decorrido esse tempo, foram efetuadas observagdes sob
microscopio estereoscdpico, anotando-se a fregiiéncia de Fusarium sp. e outros

fungos nos fragmentos de tecido.
3.1.2 Isolados de Fusarium sp. utilizados

Foram utilizados isolados obtidos de bulbos de gladiolo que
apresentavam sintomas caracteristicos da doenga. Os isolamentos foram
efetuados com a retirada de discos de micélio das extremidades das colonias de
Fusarium sp. e transferidos para placas de Petri de 9,0cm contendo o meio de
farinha de aveia e incubados por um periodo de sete dias em cidmara de
crescimento com temperatura de 23°C em regime de luz alternada (12 horas luz
e 12 horas no escuro). A selegio das col6nias foi feita com auxilio de
microscopio estereoscopico, transferindo-se pequena massa de conidios
utilizando-se agulha de ago, para meio de aveia éu BDA suplementado com
sulfato de estreptomicina.

Para isolamento de Fusarium sp. e manuteng3o das culturas em forma de
micélio, empregou-se o meio de batata, dextrose e agar (BDA), na propor¢io de
200:20:20, e agua destilada em quantidade suficiente para 1000ml de meio
suplementado com trés gotas de sulfato de estreptomicina apés autoclavagem.

Para a produgdo de conidios foram utilizadas culturas com uma semana
de idade cultivadas em meio modificado de farinha de aveia (30g aveia-15g
agar-1L agua) suplementado com duas gotas de sulfato de estreptomicina (Tuite,
1969).

As culturas mantidas em tubo de ensaio com BDA permaneceram em
cimara a 2132°C em regime de luz alternada (12 horas de luz/12 horas de
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escuro). Culturas visando a producdo de conidios foram mantidas em tubos
contendo meio de aveia e incubadas a 23°C e também sob regime de altemancia
luminosa, com 12 horas de luz branca fluorescente altemadas com 12 horas de
escuro. Ambas as culturas depois de crescidas, foram mantidas em refrigerador,

onde permaneceram sob temperatura de aproximadamente 5°C.

3.1.3 Preparo de indculo

Para ensaios efetuados com micélio de Fusarium sp., o preparo do
inoculo consistiu da retirada de um fragmento de micélio de cultura em tubo de
BDA, o qual foi transferido para o centro de placas de Petri de 9,0cm de
didmetro contendo 20,0ml de BDA comum. Apés sete dias a 2132°C em regime
de altenancia luminosa, discos de micélio foram retirados assepticamente das
extremidades das coldnias com auxilio de um furador de rolha de 3,0mm de
diametro interno, constituindo-se, assim, no indculo a ser utilizado.

Quando o indculo constava de conidios de Fusarium sp., pequena
porcao de massa deles era retirada com a ponta da alga de platina e transferida
para placas de Petri de 9,0cm de didmetro contendo meio de aveia. Riscando-se
a superficie do meio, obtinha-se, na parte central das colonias, a producdo de
macroconidios e nas laterais microconidios, facilitando a visualizagdo e retirada
dos conidios. As placas foram incubadas a 23°C sob regime de alternancia
luminosa durante uma semana. Depois, o inoculo foi preparado por suspensao de
conidios em agua esterilizada, adicionando-se uma gota de Tween 80
(polioxietile sorbitano monooleato) para melhor dispersido da massa conidiana, a

qual foi espalhada com espatula de Drigalsky.
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3.1.4 Obtencao das culturas

Na individualizagdo dos conidios para a obtengdo de culturas
monosporicas foi obedecida a seguinte metodologia: do indculo crescido em
meio de farinha de aveia foi obtida inicialmente uma suspensdo concentrada e
em seguida realizado o processo de quatro diluigGes. Retirou-se, com uma
micropipeta, 1pl da suspensdio menos concentrada de esporos, transferindo-o
para placa de Petri de 9,0cm, contendo agar-agua (2g). Apds 24 horas de
incubagdo, operando sob microscépio dtico em cimara de fluxo laminar, foram
selecionados esporos que encontravam-se totalmente isolados e, em seguida,
foram transferidos com um estilete de ponta fina para placa de Petri de 9,0cm
com meio de farinha de aveia e mantida na mesma condi¢do anterior. Cerca de
70% dos fragmentos, apos quatro dias, apresentaram-se recobertos pelo micélio
do fungo. O ensaio constitui-se de dez repeticdes para cada um dos 45
isolamentos, totalizando 450 parcelas.

3.1.5 Identificago das espécies

A identificagdo de espécies de Fusarium presentes em bulbos de
gladiolo seguiu os critérios adotados por Massey (1926), Booth (1971;1977) e
Nelson, Toussoun e Marosas (1983). Foram desenvolvidos ensaios com o
objetivo de conhecer possiveis variagdes morfolégicas e culturais dos isolados

selecionados, com base nas seguintes caracteristicas:

3.1.5.1 Morfologia dos conidios e clamidéspores

L J

Macroconidios e microconidios foram retirados de colénias com sete

dias de crescimento com auxilio de um estilete previamente flambado. A
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formagdo de clamidésporos foi observada apos quinze dias, nas condig¢des
descritas no item 3.1.3 e a medida em que isso ocorreu, eram preparadas ldminas
permanentes para microscopio.

Foram medidos comprimento e largura de 50 macroconidios, 50
microconidios e 20 clamidésporos, em microscopio Gtico com objetiva 40x e
dotado de ocular micrométrica.

Quanto a aspectos morfologicos qualitativos, foram anotadas as
caracteristicas predominantes em cada isolado quanto a forma e extremidade dos

conidios e disposigdo dos clamiddsporos.
3.1.5.2 Indice de crescimento micélio de Fusarium sp. (ICM)

O ICM foi desenvolvido com os nove isolados selecionados, em placas
de Petri de 9,0cm de diametro com meio de aveia-agar, suplementado com
sulfato de estreptomicina.

O 1noculo, constituido por disco de micélio de 3,0mm de didmetro e
preparado conforme descrito no item 3.1.3, foi transferido para o centro das
placas e essas, colocadas em cidmara a 23°C durante sete dias, quando foram
efetuadas medigdes do diametro das colonias, em sentido perpendicular.
Adotou-se o esquema fatorial com 9 isolados e 1 meio de cultura com cinco
repeti¢oes, em delineamento inteiramente casualizado. O indice de crescimento

micelial foi calculado pela formula modificada de Nakagava (1994):

ICM=&+C—E---+ C,
N, N, N




sendo:

ICM = indice de crescimento micelial

Ci, C, C; = crescimento micelial das colonias na primeira, segunda e ltima
avaliacdo.

Ni, N3, N, = nimero de dias
3.1.5.3 Descri¢dio das colonias

Cultura monospérica de Fusarium sp. incubada em meio aveia-agar
durante sete dias a 23°C, com fotoperiodo de 12h/12h, foi observada sendo
descrita sua coloragdo, tipo de micélio, tipo de coldnia, formagio de
esporoddquios, esclerddios e outros, conforme Booth (1971;1977) ) e Nelson,
Toussoun e Marosas (1983).

3.1.5.4 Comprimento das fidlides e formacio dos conidios

As medi¢des do comprimento das fialides e as observagdes do modo da
formagdo dos conidios foram realizadas através de microculturas no segundo
dia. Foram efetuadas 10 medicdes das fidlides em microscopio ético com
objetiva 40x dotado de ocular micrométrica.

3.2 Estudo de variabilidade e patogenicidade de Fusarium sp. em gladiolo
Em ambos os experimentos de variabilidade e patogenicidade in vivo,
foram comuns as seguintes etapas:

- os bulbos foram fornecidos pela Agricola Schoenmaker de Wit Ltda,
Holambra-SP;
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- inicialmente retiraram-se as tunicas que recobriam os bulbos, com
posterior desinfestagdo por 30 minutos em solugdo a 1% de NaCl contendo uma
gota de Tween e, em seguida, foram mergulhados em trés tempos em agua
estéril e, entdo, plantados;

- apos a inoculagéo, foi posta uma cama de palha de arroz esterilizada
para manutencdo da umidade do solo e as plantas permaneceram 24 horas em
camara umida. Durante todos os experimentos, as mesmas permaneceram
protegidas com sombrite para evitar a agdo direta do sol;

- 0 substrato utilizado para o desenvolvimento das plantas em casa de
vegetagao foi constituido de trés parte de solo, uma de esterco de curral curtido e
uma de areia lavada, e tratado com brometo de metila por 48 horas. O Quadro
1A representa a analise de fertilidade do solo realizada com o substrato utilizado
nos experimentos. De acordo com os resultados da analise, fez-se correcdo da
fertilidade com 0,10g de cloreto de potassio, 0,44g de superfosfato simples e
0,07g de uréia, segundo recomendagdes de adubagdo e calagem para o estado de
Sao Paulo (Tombolato, 1996);

- durante a condugdo dos experimentos foram realizadas inspegdes
periodicas, com anotagdes das alteragdes observadas, comparando-se com as
plantas ndo inoculadas;

- para a avaliacdo dos resultados dos testes de variabilidade e
patogenicidade, as plantas passaram por uma selegao, cujo objetivo foi verificar
a porcentagem de plantas com sintomas de fusariose, sendo observadas
visualmente e também através de corte transversal nos bulbos. Todas as folhas
foram examinadas apds a inoculagdo quando a(s) cultivar(es) apresentara(m)
sintomas externos evidentes. Os sintomas externos e internos de severidade da
doenga foram avaliados por meio de uma escala de notasde 0 a3, com 0, 1, 2, 3
representando, respectivamente, para os sintomas extemos: nenhum sintoma

visivel; pouco crescimento, amarelecimento das extremidades foliares ou



folhagem curvada; amarelecimento geral das folhas, clorose severa e morte da
planta) e para os sintomas internos: nenhuma podridio; ligeira descoloragiio no
centro do bulbo e escurecimento dos vasos circundantes; descoloragio
generalizada de todo o conjunto do bulbo e necrose completa do bulbo). A
escala de notas foi uma adaptagio da avaliagdo realizada por Jones e Junior
(1975);

- ap6s a avaliagdo, plantas doentes e sadias foram coletadas, embaladas,
etiquetadas e levadas para analise. Em condigdes assépticas, na cdmara de fluxo
laminar, foram retirados fragmentos do tecido das folhas, raizes e bulbos, com
dimensdes de 5 x Smm. Procedeu-se a desinfestagdio em alcool 70%, hipoclorito
de sédio a 1% e lavagem em agua destilada/estéril. Depois, foram plaqueados
colocando-se cinco fragmentos por placas de 9,0cm com BDA e levados para
incubar a 2142°C, durante sete dias em regime de luz alternada. Cada
tratamento foi constituido de quatro repeti¢des e as placas foram dispostas em
delineamento inteiramente casualizado;

- as analises estatisticas dos experimentos foram realizadas utilizando-se
procedimentos ndo-paramétricos, pois as avaliagdes foram baseadas em
caracteristicas qualitativas através de notas. O teste de igualdade utilizado entre
tratamentos foi o de Kruskal-Wallis, apropriado para esse tipo de delineamento
(Campos, 1983). As andlises foram feitas de acordo com o procedimento
NPARIWAY, do software SAS (SAS®Institute, 1993). No caso em que o fator
sob-estudo era quantitativo (como altura da planta e didmetro do bulbo), foram
analisados estatisticamente pelo teste de Tukey.

3.2.1 Inoculagio com discos de micélio no bulbo para teste de variabilidade

Bulbos da variedade White Friendship com (4,1-4,9cm) foram

inoculados com discos de micélio de cinco isolados de Fusarium oxysporum e
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quatro isolados de Fusarium solani. Depois de sete dias de incubacdo, sob
altemancia luminosa a 23°C, uma suspensdo com uma média de 2,0 x 10°
esporos/ml, representando aproximadamente 10 discos, foi preparada em agua
destilada/esterilizada, adicionando-se uma gota de Tween 80 (polioxietileno
sorbitano monooleato) para melhor dispersio da massa conidiana. A
concentragdo da suspensdo foi avaliada em hemacitdmetro (cdmara de
Newbauer) sob microscdpio dtico.

A inoculagdo foi realizada apés o 157 dia, colocando-se os discos no
bulbo previamente ferido enquanto que na testemunha foram utilizados apenas
discos de farinha de aveia. Adotou-se o delineamento estatistico inteiramente

casualizado com onze repeti¢des e uma planta por parcela.

3.2.2 Inoculagio com ferimentos no bulbo para teste de patogenicidade

Conforme o nivel de agressividade trés isolados de Fusarium oxysporum
e dois isolados de Fusarium solani, foram previamente selecionados no
experimento anterior. A inoculagdo seguiu conforme o método modificado de
Woltz (1974), na qual utilizou-se plantas das cultivares White Friendship
(3,7cm) e Traderhom (3,3-4,6cm) com 15 dias de desenvolvimento. Os bulbos
foram feridos uniformemente na superficie com a ponta de uma agulha,
originando ferimentos com 3mm de profundidade e formando um quadrado.
Com auxilio de uma micropipeta, a inoculagdo consistiu na deposi¢io de uma
gota de 1,0ul da suspensdo 1,0 x 10° conidios/ml sobre os ferimentos e no
controle depositou-se uma gota de agua destilada/esterilizada. O delineamento
experimental usado foi inteiramente casualizado com cinco repeti¢des e com

duas plantas por parcela.



3.2.3 Métodos de inoculagdes in vitro

Foram inoculadas plantas da cultivar White Friendiship, obtido in vitro,
em meio de Murashige & Skoog (1962), acrescido de combinagdes de ANA,
BAP e cinetina, sob condigdes de 26x1°C e fotoperiodo de 16 horas, que
apresentavam o sistema radicular bem desenvolvido.

A concentrag3o da suspensdo de esporos dos isolados B-41, B-411, B-3II
e V-1III produzidos em meio de farinha de aveia, apds sete dias de incubagdo a
23°C, foi avaliada em hemacitémetro (cimara de Newbauer) sob microscépio
ético, procedendo-se as dilui¢Ses e contagens até atingir-se o padrdo adotado de
10", 10° ¢ 10* conidios/ml.

Foram utilizados dois tipos de inoculagio: no primeiro, os isolados de
Fusarium sp. foram inoculados no momento da aclimatagio. Com auxilio de
uma pin¢a de ponta longa, as raizes das plintulas com 90 dias de crescimento
foram mergulhadas em suspensio de esporos e levadas em seguida para tubos
contendo vermiculita autoclavada.

O segundo tipo de inoculagio foi realizado apds duas semanas de
permanéncia das plantulas obtidas in vifro, no substrato, sobre ele foi depositada
com uma micropipeta, uma gota de 5 pl de suspensdo de esporos.

Cada tubo recebeu uma pléntula que constituiu de uma repetigio. Para
cada testemunha foram utilizadas plantulas sob as mesmas condiges, mas nio
inoculadas. Apés a tramsferéncia das plintulas, os tubos foram vedados,
colocados em suportes e incubados em sala de crescimento, sob Iz
complementar fomecida por 50% de limpadas grolux e 50% de limpadas
fluorescentes luz branca, com fotoperiodo 12 horas de luz e 12 horas de escuro,
a 26°C.

Os tubos de ensaio que apresentaram sinais de crescimento de

microorganismos contaminantes e plintulas mortas foram descartados.
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As avaliagdes foram realizadas ao 7°, 14° e 30° dia apés a inoculagio,
periodos que constituiram o ensaio experimental.

Apenas os sintomas externos das plantulas infectadas in vitro foram
avaliados, utilizando-se a escala de 1 a 5, considerando-se patogénico o isolado
que causou descoloracdo na parte aérea em qualquer nivel em 50% das plantas
inoculadas. O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado.
com seis tratamentos e seis repeti¢des e uma planta por parcela.

Atraves do plaqueamento em meio BDA de partes de tecidos das
plantulas, confirmou-se a presenga do fungo em questio.

A analise estatistica foi feita utilizando-se o teste de Kruskal-Wallis. Os
tratamentos apresentavam-se arranjados com trés fatores, neste caso, optou-se
por desdobramento da interagdo (cada interacdo do fatorial passou a
corresponder a um tratamento), porém, sem testar a significincia da interagio,
em virtude de ndo existirem métodos nao-paramétricos para a analise de ensaios
fatoriais. Assim, uma vez ocorrendo significancia entre tratamentos, teste de
Kruskal-Wallis foi realizado entre médias de um fator, fixando niveis de um
fator. As analises foram feitas de acordo com o procedimento NPARIWAY, do
software SAS (SAS”Institute, 1993).

3.3 Estabelecimento in vitro de gladiolo utilizando meristema
3.3.1 Limpeza e desinfesta¢cdo do material

Os bulbos de gladiolos, variedade White Friendship, foram obtidos da
FAEPE em Lavras,MG. Inicialmente passaram por uma pré-limpeza, em que

foram retiradas as raizes e camadas da tunica que os recobriam, expondo as

escamas (laminas). Materiais com sintomas aparentes de infec¢do foram
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eliminados. Posteriormente, os mesmos foram acondicionados em recipientes
plasticos e submetidos a lavagem em agua corrente, por 24 horas.

Em seguida, os bulbos foram imersos durante 20 minutos em alcool
70%, 30 minutos em solugdo de hipoclorito de sédio 30% e, em seguida, imersos
durante 4 horas em uma solugio de Benlate 0,1%, contendo duas a trés gotas de
Tween 20. Depois foram submetidos a triplice lavagem em agua destilada
esterilizada, secagem e armazenagem por 3 semanas no escuro, para emiss3o das

brotagdes.
3.3.2 Extraciio dos meristemas e condigdes de incubacdio

Os bulbos foram cortados em cubos contendo gemas apicais de
aproximadamente 0,5 a 1,0cm’. Submeteu-se a desinfestagiio em etanol 70% por
1 minuto e, em seguida, foram imersos em solugio de hipoclorito de sédio 2%
durante 10 minutos e por 5 minutos em solug#o contendo 5ml de quemicetina e
Sml de terramicina. O material foi transferido para cimara de fluxo laminar,
onde realizaram-se trés lavagens em dgua destilada e esterilizada, para a retirada
dos meristemas.

Os meristemas foram extraidos das gemas e transferidos para tubo de
ensaio contendo 10ml do meio de cultivo. O material foi mantido por sete dias
em escuro até o inicio do aparecimento de coloragio esverdeada e entdio
transferido para sala de crescimento com fotoperiodo de 16 horas de luz,
intensidade luminosa de 425-490nm e temperatura de 26+1°C.

3.3.3 Preparo do meio de cultivo para meristema

O meio basico utilizado foi o de Murashige & Skoog (1962), acrescido
de 3% de sacarose e 0,7% de agar (Quadro 2A). Os tratamentos constituiram-se
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de diferentes concentragdes de benzinoaminopurina (BAP) e cinetina: 0; 0,5:
1,0; 2,0; 4,0mg/L combinados com acido naftaleno acético (ANA) nas
concentragdes 0; 0,1 e 1,0mg/L.

O pH dos meios de cultura foi ajustado para 6,0 antes da autoclavagem,
utilizando-se NaOH e/ou HCI em solugio de 0,5N. O meio foi distribuido na
quantidade de 10ml por tubo de ensaio e, em seguida, vedados com tampas
plasticas. A autoclavagem foi realizada a 121°C atm. de pressdo, durante 20
minutos.

O experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado,
usando-se dez repetigdes para cada tratamento. Apos 90 dias procedeu-se a
avaliagdo observando-se o niimero de brotagdes formadas por explante, altura

das plantulas, niimero e comprimento das raizes e formagao de bulbos e calos.

3.3.4 Subcultivo do material

O material foi subcultivado a cada 15 dias, separando-se as brotagdes e

transferido-as para o meio descrito anteriormente.
3.3.5 Analise fitopatologica do material in vitro

Realizou-se periodicamente analise visual dos tubos de ensaio,
procedendo-se a eliminagdo de material com qualquer sinal de contaminagao.

Para analise fitopatoldgica retiraram-se fragmentos do tecido das folhas,
com dimensdes de 3 x 3mm das plantulas como amostras. Em condigdes
assepticas, na camara de fluxo laminar, procedeu-se a desinfestagao em alcool
70%, hipoclorito de sodio a 1% e lavagem em agua destilada/estéril. Depois
foram plaqueados em BDA colocando-se cinco fragmentos por placas de 9,0cm

e levados para incubar a 21:2°C durante sete dias, em regime de luz alternada.
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Cada tratamento foi constituido de quatro repeti¢des e as placas foram dispostas
em delineamento inteiramente casualizado. .
A indexacdo do material serviu para confirmar a emadicagdo de

Fusarium sp. através da limpeza clonal.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Anilise fitossanitiria dos bulbos, obtengio dos isolados, preparo do

indculo e identificaciio das espécies

4.1.1 Incidéncia de Fusarium sp. e outros patégenos sobre bulbos de

gladiolo

Na Tabela 1 encontram-se os resultados do teste de sanidade a que
foram submetidos os bulbos de gladiolo da FAEPE e da Schoenmaker. Esses
valores indicaram que, quantitativamente, houve variagio aparente entre a
microflora fingica observada em cada amostra. Apenas a amostra da area
experimental da FAEPE apresentou incidéncia bastante alta de Fusarium sp., de
98,0%. Além da incidéncia de Fusarium sp., outro género filngico foi detectado,
com 5% de incidéncia. Trata-se da Curvularia sp., que também destaca-se entre
géneros de fungos patogénicos em gladiolo, conhecida como podridio de
Curvularia, podridio do bulbo, mancha da haste ¢ da flor. Segundo Pitta,
Cardoso e Cardoso (1989) e Kucharek, Simone e Mullin (1978), esse
microorganismo chega a causar, em alguns locais, maiores prejuizos do que a
fusariose, é particularmente um parasita dos bulbos. Foi observado ainda a

presenga de Penicillium sp., fungo prejudicial no armazenamento.
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TABELA 1. Incidéncia (%) dos géneros de fungos detectados em bulbos de
Gladiolus x grandiflorus L. pelo método de plaqueamento de
fragmentos. UFLA, Lavras, MG, 1998.

Género de fungos Incidéncia (%)
FAEPE' Schoenmaker®
Fusarium sp. 98,0 0.0
Curvularia sp. 5,0 0.0
Penicillium sp. 7.8 0.5

' Bulbos cultivados para obtengdo de flores (pés-produgio)
2 Bulbos destinados aos produtores para plantio (pré-producio)

A identificacdo da espécie de Fusarium sp., baseou-se na descri¢io de
Booth (1971;1977) e de Nelson, Toussoun e Marosas (1983), com base nos
caracteres morfologicos.

Observou-se diferenca acentuada no teste de sanidade dos bulbos
utilizados nas referidas sub-amostras examinadas no presente trabalho,
procedentes das diferentes situagdes de cultivo de gladiolo. A elevada
porcentagem de incidéncia da doen¢a na amostra da FAEPE, provavelmente
decorre das distintas condigdes de acondicionamento do material e/ou plantios
em areas infestadas, surgindo, assim, focos de doenga. Vale ressaltar que os
bulbos da FAEPE sdo bulbos-filhos oriundos de plantio comercial da empresa
Schoenmeker/Holambra/SP.

A disponibilidade de bulbos sadios de gladiolo, no mercado de bulbosas,
isentos de Fusarium, principalmente, é um grave problema para os floricultores.
Apesar da aparente boa qualidade, é dificil constatar a presen¢a do patégeno
apenas pela analise visual, pois o indculo se mantém latente no material por
varios meses, acarretando perdas nos plantios. Atualmente, sabe-se do risco que
a doenca oferece, pois se encontra amplamente disseminada nas regides de
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cultivo de gladiolo, incidindo sobre os bulbos das cultivares mais utilizados no

comércio.

4.1.2 Identificagdo das espécies de Fusarium isoladas de bulbo de gladiolo

4.1.2.1 Morfologia de conidios

Na Tabela 2 encontra-se a andlise qualitativa dos macroconidios. Os
isolados apresentaram diferengas acentuadas na sua forma e extremidade, sendo
levemente delgados em ambas as extremidades, geralmente curvados, quase
cilindricos no meio, relativamente finos, com célula basal pedicelada, parede
fina, de um a quatro septos transversais, predominando trés septos, raramente
quatro, formados em pequenas fidlides simples ou ramificadas, geralmente apds
os microconidios, depois formados em esporodéquios. Apenas no isolado B-4I
de Fusarium solani foram encontrados macroconidios com 4 septos.

Os microconidios apresentaram formas semelhantes, cilindricos ou
elipséides ou ovalados, retos ou pouco curvados ou reniformes, constituindo-se
em um abundante niimero na massa de esporos, observada nos diversos campos
do microscépio. Encontravam-se em fialides laterais simples e curtas (menores
do que 14,0um) ou em fidlides longas (menores do que 60,0pum), nunca
formando cadeias e, na maioria, com uma tnica célula, raramente bicelulados.
Nos isolados B-4, B-4I, B-41l ¢ B-4III de Fusarium solani, os microconidios
apresentaram um septo. Observou-se a formago de estruturas especializadas,

como esclerodios e clamidésporos.

39



TABELA 2. Caracteristicas morfoldgicas qualitativas dos macroconidios de
Husarium sp. UFLA, Lavras, MG, 1998.

Espécie Isolado Forma Extremidade
Fusarium solani (FS) B-4 Subcilindrica Arredondada
B-41 Subcilindrica Arredondada
B-4IL Subcilindrica Arredondada
B4Ill Subcilindrica Arredondada
Fusarium oxysporum (FO)  B-3IIl Fusiforme -Afilada
B-51 Fusiforme Afilada
_ B Fusiforme Afilada
B-81 Fusiforme Afilada
V-HI Fustforme Afilada

As letras B e V significam a origem dos isolados (hibrido branco e vermelho)

Qs isolados B4, B-4l, B4l e B-4Ill, foram examinadgs em
microculturas pela micologista Maria Menezes, da Universidade Federal Rural
de Recife onde observou a formagdo de conidiéforas longos, microconidigs
isolados ou em cabegas na extremidade do conidiéforo, clamidésporos simples
ou duplos, e, comprovon tratarem-se de caracteristicas de Fusarium solani.

Segundo Massey (1926), macroconidios de FOG sio um pouco
atenuados em ambas as extremidades, quase cilindricos no meio, um pougo
pedicelados e geralmente curvados, com 0 a 7 septos, variando de 20,5 a 44um
de comprimentq 3,2 a 4, 8um de largura. Para os microconidios, em grande
quantidade, predomina O septos, medem 9,0 a 11,0um de comprimento e 7,0 a
10um de largura, em massa conidiana branca e presenca de esclergdios e
clamidésporos globosps e lisos, intercalares ou terminais em cultura pura, sio
caracteristicas da espécie Fusarium oxysporum fsp. gladiol.

Segundo a Tabela 3, existe variagdo nas dimensGes dos conidios nos
isolados dﬁE oxysporunt e F. selani.

As dimensdes dos conidios dos isolados produzidos em meio de farinha
de aveia encontram-se na Tabela 3, onde se constata que os macroconidios de
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Fusarium solani tiveram variagio de 16,8 a 36,8um x 24 a 5,5um e os
microconidios, de 4,0 2 13,9um x 1,6 a 4,3um.

Os macroconidios e os microconidios dos isolados de Fusarium
oxysporum envolvidos no presente estudo, apresentaram dimensdes de 18,1 a
32,9um x 2,92 4,6um e 5,0 a 8,3um x 2,1 a 3,0um, respectivamente.

TABELA 3. Dimensdes de macroconidios e microconidios de isolados de
Fusarium sp. Média de 50 repetigdes. UFLA, Lavras, MG, 1998.

Isolado Macroconidios Microconidios
Dimensdes em um
Comp./Larg. ) Comp./Larg. (ON

B4 16,8 x2,4 23x1,2 53x1,7 2,3x0,9
B-41 . 36,8x35,5 42x14 13,9x4,3 39x1,3
B4l 23,9x3,6 1,5x1,0 4,7x1,6 2,1x05
B-41 18,3x3,1 40x1,1 40x1,8 1,1x0,6
B-311 18,1x4,6 5,8x1,7 59x%x2,2 2,6x0,9
B-51 28,0x3,3 43x1,2 6,7x2,1 1,3x0,8
B-711 27,8x%x3,5 6,7x0,9 83x24 1,2x0,9
B-8I 329x29 42%x13 6,0x 3,0 1,4x1,0
V-11II 27,8x%3,3 7.3x0,8 50x24 1,2x0,4

As letras B e V significam a origem dos isolados (hibrido branco e vermelho)
(s)° desvio padrio

As caracteristicas morfologicas apresentadas pelos macroconidios e
microconidios dos isolades B-3IIl, B-5I, B-7II, B-8I e V-11I de Fusarium
oxysporum estudados s@o bastantes proximas daquelas apresentadas por Massey
(1926) para a identificagdo da espécie Fusarium oxysporum fsp. gladioli. A
divergéncia constante em quase todos os isolados relaciona-se 2 medida de
comprimento ¢ largura dos conidios que, em diversos casos, ndo atingiu a média
descrita por Massey. Entretanto, considerada a influéncia do substrato e tempo

de incubagdo sobre as dimensdes dos conidios, admite-se enquadrar todos os
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isolados de Fusarium oxysporum envolvidos no presente estudo como
pertencentes & espécie Fusarium oxysporum f.sp. gladioli.

Dentre os autores que estudaram o género Fusarium, somente Snyder e
Hansen, citados por Toussoun e Nelson (1976), ndo aceitaram as dimensdes de
conidios como critério taxondmico.

Além desse, outros aspectos morfolégicos de Fusarium oxysporum
Schlecht e Fusarium solani (Mart.) Sacc. como taxa de crescimento, morfologia
e pigmentagiio de coldnias; tamanho, tipo das células conidiogénicas (fidlides),
tipo de formacio de conidios, foram considerados no presente trabalho,
adotando-se a metodologia proposta pelos principais taxonomistas de Fusarium.

4.1.2.2 Crescimento radial do micélio

Os didmetros médios, em centimetros, das col6nias nos nove isolados
selecionados podem ser observado na Tabela 4.

Tais valores dos variaram de 3,06 a 4,49cm, havendo diferenca
significativa entre eles. A média geral dos 54 didmetros médios dos isolados foi
de 2,17. Quanto ao tamanho dos didmetros, os isolados B-5I e B-81 formaram as
maiores coldnias, enquanto os demais isolados se apresentaram em posi¢do
intermediaria. Entretanto, as diferencas observadas nio permitiram qualquer
agrupamento dos isolados relacionados.

A taxa de crescimento micelial foi adotada por Booth (1971; 1977) como
o primeiro item em sua chave dicotdmica de separagio de espécies de Fusarium.
Essa chave separa as espécies que apresentam crescimento lento, com taxas
abaixo de 2,5 ou 2,0cm de didmetro apés quatro dias, das demais. Dentre elas
encontra-se Fusarium oxysporum, com taxas de crescimento acima daqueles
valores, usualmente de 4,0 a 8,0cm. Os valores encontrados no presente trabalho

referentes a Fusarium oxysporum variaram de 3,28 a 4,49cm de didmetro a
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pos quatro dias, com média geral de 4,17cm. Esses valores enquadram-se dentro
daqueles estabelecidos para Fusarium oxysporum, de acordo com Booth (1971:
1977). Como foi observado, tal caracteristica apresenta intensa variacio de
1solado para isolado, mesmo observando-se todos os cuidados recomendados na

metodologia.

TABELA 4. Indice de crescimento micelial de colénias de Fusarium sp. apos
sete dias de desenvolvimento a 23°C em meio de farinha de aveia.
Meédia de cinco repeticdes. UFLA, Lavras, MG, 1998.

Isolado Repeticdo Media
I 11 11 v v VI
B-4 3,02 3,00 3,20 3,10 3,00 3,06 3,06°
B-41 3,55 3,40 3,35 334 332 3,41 3.39°
B-4I1 334 333 3,34 328 332 3,20 3,31°
B4l 336 340 3,20 3,12 338 3,60 3,34°
B3I 430 435 32 436 423 431 431°
B-51 4,68 4,43 440 438 451 4,56 4,49
B-711 435 430 422 4,31 4,33 4,30 4,30°
B-8I 4,55 4,53 4,53 434 451 4,50 4,49
V-1 3,18 333 3,32 330 327 3,28 3,28°

As letras B e V significam a origem dos isolados (hibrido branco e vermelho)
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si,
segundo teste de Tukey a 1% de probabilidade

4.1.2.3 Morfologia das colonias de Fusarium sp.

Apos duas semanas com fotoperiodo de 12h/12h, os isolados ndo
apresentaram variagdes acentuadas em relagdo a coloragio das colénias. Os
isolados de Fusarium solani apresentaram coloragdo salmdo quase que na
totalidade, e coloragdo violeta ou vinacea, que se intensificava e se difundia do
centro da coldnia para os isolados de Fusarium oxysporum, apés algum tempo.

O micelio aéreo apresentou coloragdo branca, plano, com bordos estriados e



intensa produgdo de microconidios, predominando auséncia de septos para os

isolados de Fusarium oxysporum. A presenca de esclerédios escuros (marrons)
foi comum para as espécies em culturas com mais de 30 dias.

A coloragdo das colénias, utilizada primeiramente por Wollenweber
como um dos pardmetros na identificacio de espécies de Fusarium, também foi
adotada por Gordan (1965), Messiaen e Cassini (1968), Booth (1971) e Gerlach
(1977).

Observa-se, pela anilise dos diferentes trabalhos consultados, que a
variagdo na pigmentagdo € comum em uma espécie, mesmo em condi¢des
controladas. Cada forma especial pode apresentar pigmentag3es tipicas com suas
varia¢des. Portanto, essa caracteristica deve ser utilizada com cautela, como um
pardmetro complementar, desde que observada as especificagdes metodolégicas

que cada autor estabelece,

4.1.2.4 Dimensdes de clamidésporos e fiflides

Pelos resultados apresentados na Tabela 5 observa-se que ndo houve
variacdo significativa na dimensdo dos clamidésporos, os quais sio geralmente
abundantes, formados na hifa, de modo intercalar ou terminal ou em pares,
pequenas cadeias, raramente em grupos. Apresentavam-se hialinos, geralmente
globosos e com a parede lisa ou tosca.

Diversos autores utilizam o comprimento das fidlides como uma
caracteristica complementar para diferenciar F. oxysporum e F.solani.

Nirenberg (1981) separa as espécie F. oxysporum e F. solani, pelo
comprimento dos conididforos primarios. Fusarium oxysporum apresenta
conidioforos curtos, menores do que 20um e Fusarium solani conidiéforos

longos, maiores do que 60um.
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Booth (1977) faz referéncia ao comprimento das fialides, na descrigio
das espécies. O autor considera que F. oxysporum produz microconidios em
fidlides curtas, sem se referir a sua dimensio, e que F. solani os produz em
fialides longas, com 45 a 80um.

Houve diferenca significativa entre os isolados das espécies quanto ao
comprimento das fidlides. Conforme indica a Tabela 5, as fialides laterais
simples, produtoras de microconidios, apresentaram comprimento variando de
30,2 a 55,3um e 10,1 a 13,9 para Fusarium solani e Fusarium oxysporum,
respectivamente, enquadrando-se dentro das dimensdes indicadas para F. solani
e F. oxysporum ;

|

TABELA 5. Diametro dos clamidosporos e comprimento das fidlides de
isolados de Fusarium sp. Os dados sdo médias de 10 repeti¢Ges
para clamidosporos e 20 para fialides. UFLA, Lavras, MG, 1998.

Clamidosporos Fialides
Isolado Dimensdes em pm
Didmetro ) Comprimento )"
B4 6,9 0,3 484 1,1
B-41 6,5 0,2 30,2 1,3
B-411 5,5 0,5 43,8 1,0
B-41II 6,2 0,1 55,3 1,1
B-31 6,7 0,2 10,1 0,5
B-51 71,7 0,5 11,7 0,1
B-711 7,2 0,4 11,5 0,3
B-81 7,2 0,2 13,9 0,4
V-11II 7,9 0,2 11,6 0,5

As letras B e V significam a origem dos isolados (hibrido branco e vermelho)
(s)’ desvio padrio



4.2 Estudo de variabilidade e patogenicidade de Fusarium sp. em gladiolo
4.2.1 Teste de variabilidade

Na Tabela 6 encontram-se os resultados obtidos no experimento de
vaniabilidade dos isolados fingicos, no qual avaliou-se, por meio de
observa¢bes, o comportamento da cultivar White Friendship altamente,

suscetivel a isolados de Fusarium.

TABELA 6. Médias do indice de doenga externo (IDE) e interno (IDI) em
plantas do cv. White Friendship, inoculadas com Fusarium sp.
UFLA, Lavras, MG, 1998.

2 .-~
Folha 'Folha Altura 'Bulbo Diémetro
Isolado nova velha planta novo 2‘;1‘1::
B4 53,81%* 48 50% 79,80 38,81 4,55
B4l 4927 48 50% 80,26* 61,81 4,64%
B-4II 34 54% 46,63" 75,33* 81,09¢ 433°
B4 40,18%  44,77® 81,09 23,36 4,69™
B3  78,00° 71,77 78,04* 74,72 446>
B-51 65,90% 71,77° 78,21° 33,59 4,58
B-711 81,00° 73,59° 82,33 71,544 5,04*
B-8I 76,45° 77,27 78,40 68,77° 4.20°
V-1  5381* 52,68° . 86,21° 74,04 428°

As letras B e V significam a origem dos isolados (hibrido branco e vermelho)
1 Valores de Qui-Quadrado calculados, conforme o critério de Kruskal-Wallis
2 Teste de Tukey 5% de probabilidade

Quanto aos resultados relacionados a variabilidade nas espécies de
Fusarium, nio foi constatado comportamento diferencial dos isolados diante da
cultivar. Diferencas marcantes na reacéo da cultivar hospedeiro a uma série de
isolados de forma especial de Fusarium, principalmente F. oxysporum, segundo
Armstrong e Armstrong (1975), indicam tratar-se de genétipos diferentes para a
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patogenicidade e¢ devem ser considerados como ragas. Para esses autores, o
problema na separagdo de racas entre as formas especiais de Fusarium
oxysporum & complexo e depende do critério e do cuidado do pesquisador em
separa-las. Boas condigGes para a determinagio de ragas patogénicas sio obtidas
com isolados puros e estaveis do fungo, e linhas geneticamente puras do
hospedeiro com cultivares apresentando diferengas em resisténcia, testadas sob
condigGes ambientais estaveis.

Roebroeck e Mes (1992) estudaram o relacionamento entre grupos de
compatibilidade vegetativa e ragas de Fusarium oxysporum fsp. gladioli
envolvendo 31 isolados e constataram que a relagdo é bastante complexa. Com
base nas observagdes do teste de patogenicidade e inoculagio in vitro,
confirmnaram os resultados obtidos. O comportamento dos isolados foi bastante
homogeéneo, principalmente em relagio aos sintomas externos, ndo provocando
diferengas marcantes na reagdo da planta. Para Armstrong e Armstrong (1975), o
sintoma externo ocasionado por Fusarium oxysporum é o melhor critério para a
avaliacdo de ragas e tem sido utilizada a descoloragdo vascular para medir o grau
de vinuléncia ou severidade da doenga. Em resumo, nio se observou uma
especificidade muito acentuada entre os isolados de Fusarium.

Os resultados do presente trabalho podem ter ocorrido em conseqiiéncia
da obtengdo do inoculo, ou obten¢do de material da mesma procedéncia ou ainda
devido a metodologia de inoculagdo. Pelo que p6de-se observar, o tempo inicial
do aparecimento dos sintomas foi de aproximadamente 60 dias apés a
moculagio, admitindo-se também, a hiptese de que como nas semanas da
condugdo do experimento, como mostra o Quadro 3A, a temperatura
permaneceu baixa, tais condiges podem ter interferido no desenvolvimento do

patogeno.
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4.2.2 Teste de patogenicidade

Apesar do tipo de inoculagdo utilizado (cortes no bulbo) considerada
uma inoculagdo drastica, observou-se nos testes de patogenicidade das cultivares
White Friendship e Tradethom que todos os isolados testados foram
patogénicos, porém, com diferentes graus de patogenicidade. Os sintomas
observados foram semelhantes aqueles produzidos em condigdes naturais,
ocorrendo lesdo na parte central do bulbo e escurecimento dos vasos
circundantes. LesGes nas raizes préximas do bulbo foram encontradas. Gould
(1949) descreve que nesse local, as raizes estio em contato com tecidos mortos
infectados. Sob condigSes de baixa temperatura, FOG parece ser capaz de existir
na superficie de tecidos mortos e senescentes, e sem causar grandes prejuizos.

Entretanto, os isolados de Fusarium solani ndo atingiram niveis tdo
severos quanto os observados quando se inoculou com os isolados de Fusarium
oxysporum.

De acordo com a andlise de varidncia dos resultados do ensaio de
patogenicidade, houve varia¢do significativa entre os diferentes isolados testados
em ambas as cultivares. Os isolados: B-41, B-4I1, B-3III, B-5I e V-11II foram
selecionados por causarem sintomas tipicos e evidentes e pela viruléncia no teste
anterior. Esta selecio visou reduzir o nimero de isolados com o objetivo de
facilitar os trabalhos seguintes.

Os isolados testados na cultivar White Friendship apresentaram diversos
graus de patogenicidade, conforme as médias relacionadas na Tabela 7. A
cultivar mostrou-se mais suscetivel ao isolado V-11II de Fusarium oxysporum,
apresentando sintomas tipicos nas folhas velhas e novas, altura das plantas e
bulbo novo. O isolado B4l de Fusarium solani apresenton um nivel razoavel
de agressividade, observando-se os sintomas apenas nas folhas velhas e bulbo

novo.
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TABELA 7. Valores médios do indice de doen¢a extemo e intemo em plantas
do cv. White Friendship inoculadas com Fusarium sp. UFLA,

Lavras, MG, 1998.
N
'Folha  'Folha  ‘Altura  'Bulbo  Diametro
Isolado nova velha planta novo 1:;13:
B4l 07,50 06,70° 74,22% 06,00° 4,18°
B-41I 10,30° 13,50 74,86 12,00* 4,24
B-3III 21,50 23,30 61,68 26,50" 2,92
B-51 23,10 20,70 62,74 20,50 - 322
V-1l 23,10° 23,80 66,70* 22,00° 3,16

As letras B e V significam a origem dos isolados (hibrido branco e vermelho)
1 Valores de Qui-Quadrado calculados, conforme o critério de Kruskal-Wallis
2 Teste de Tukey 5% de probabilidade

Os resultados apresentados evidenciaram a existénpia de diferentes graus
de suscetibilidade a infec¢dio por Fusarium sp. das cultivares, ficando
demostrada a importancia da presen¢a do ferimento para a infeccdo do bulbo.

Na Tabela 8, os isolados B-3III e B-411 testados na cultivar Traderhorn
foram os que mostraram-se patogénicos. Ambos apresentaram sintomas na folha
velha, no bulbo e ocasionaram alteragdes no didmetro do bulbo. Além disso,
ficou evidente nas cultivares testados uma interagio entre bulbo e folha vetha,
reflexo da alta incidéncia de Fusarium sp. no bulbo. Nas duas cultivares
envolvidas no ensaio ficou demonstrada a importincia de ferimentos no bulbo
devido ao tempo de surgimento dos sintomas da doenga ter sido
significativamente menor (30 dias), se comparado a inoculagio com discos de
micélio (60 dias). As condigGes climaticas observadas durante a condugdo dos
experimentos na casa de vegetagdo podem ter influenciado significativamente no
desenvolvimento do patdgeno, pois as condigdes de temperatura e umidade

encontravam-se adequadas.
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TABELA 8. Valores médios do indice de doenga extemo e intemo do cv.
Traderhorn, inoculado com Fusarium sp. UFLA, Lavras, MG,

1998,
'Folha 'Folha “Altura Bulbo “Diametro

Isolado nova velha planta novo bulbo
novo

B4l 07,50 06,50 79,34 06,50° 4,40°

B-41I 16,50° 14,30 77,54 12,50* 4,46

B-3MI 22,50 26,70° 7,76 25,50° 3,74*

B-51 22,50 19,50%® 72,56 21,90% 4,16®

V-1 16,50 19,50°° 72,46 20,10° 4,08%

As letras B e V significam a origem dos isolados (hibrido branco e vermelho)
1 Valores de Qui-Quadrado calculados, conforme o critério de Kruskal-Wallis
2 Teste de Tukey 5% de probabilidade

Variagdes nas reagdes de suscetibilidade e resisténcia das cultivares de
gladiolo para podridio do bulbo tém sido relatadas por varios autores. Nas
condigSes em que os ensaios foram realizados ndo se verificaram diferengas
estatisticas entre as cultivares quando foram analisados os sintomas nas folhas
novas.

Nos ensaios com esses isolados de Fusarium pdde ser observado que
realmente a inoculagdo provocou alteragbes no desenvolvimento das plantas,
mas outros dados devem ser obtidos para que se ter conclusdes mais objetivas,
principalmente com o uso de outras cultivares e analisando-se a produgo final
das plantas.

Os resultados mostraram-se favordveis por apresentar um rapido
desenvolvimento da doenga incluindo: a maxima exposi¢io do bulbo a
inoculagdo, por apresentar uma abertura necessaria como via de entrada para o
fungo e favorecer o seu crescimento, sem inibir o desenvolvimento da planta.
Esses resultados ndo diferem dos relatados por Woltz e Magie (1973) quando
testaram a patogenicidade de seis isolados de Fusarium oxysporum f.sp. gladioli
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em cinco cultivares de gladiolo. Utilizando essa mesma metodologia de
inoculagdo, Woltz (1974) constatou a suscetibilidade de quatro cultivares de
gladiolo ao potencial de indculo de Fusarium oxysporum f.sp. gladioli.

Os resultados sdo muito varidveis quando comparados com outros
trabalhos semelhantes, uma vez que envolvem metodologia modificada, espécies

vegetais e condugdo de experimentos diferentes.
4.2.3 Avaliacio de metodologias de inocula¢fo in vitro

Os resultados deste experimento estio apresentados nas Tabelas 9, 10,
11. Houve diferen¢a significativa entre os métodos, porém a inoculagdo com
imersdo de raizes em suspensdo de conidios ndo apresentoﬁ significancia.

A cultivar apresentou ao sétimo dia de inoculagdo sintomas externos
evidentes quando inoculado com isolados de Fusarium solani,, com a
incorporagdo de suspensio de indculo 10" conidios/ml ao substrato, ndo
ocorrendo 0 mesmo quando as raizes foram imersas na suspensdo de conidios.
Tal fato pode ter sido ocasionado pelo tempo decorrido entre a aclimatagio e a
inoculagdo, ressaltando-se ndo ter sido acrescido qualquer nutriente ao substrato
para ndo proporcionar nenhuma alteracdo no desenvolvimento do inéculo em
curto espaco de tempo e, consequentemente, provocar interferéncias nos
resultados. Observou-se que, no dia seguinte a inoculagdo, ocorren
desenvolvimento elevado do crescimento das colonias do fungo. Apenas o
isolado V-111I de Fusarium oxysporum apresentou sintomas evidentes nas folhas
com bordos ligeiramente amarelados, a partir da concentragio inicial de 10%,

quando o inéculo foi adicionado ao substrato.
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TABELA 9. Médias do grau de infecgdo (na severidade da doenca in vitro) na
cultivar White Friendship, para diferentes concentragbes de
indculo de Fusarium sp. UFLA, Lavras, MG, 1999.

Grau de infeccdo 7 dias apés a inoculagdo

Inoculagiio com imersdo Inoculacdio no substrato com
Isolado de raizes em suspensdo de suspens3o de conidios
conidios

10°  10°  10® 10° 10° 10"
B-4] 60,5 60,5 605 42,5 42,5 159,5
B4l 60,5 60,5 60,5 425 1595 159,5
B-51 169,0 169,0 169,0 425 1595 159,5
V-1 169,0 169,0 169,0 159,5 159,5 159,5
B-31H 169,0 169,0 169,0 42,5 1595 159,5

As letras B ¢ V significam a origem dos isolados (hibrido branco e vermelho)

Os dados sdo médias de seis repetiges

Valores calculados conforme o critério de Kruskal-Wallis

TABELA 10. Média da grau de infecgio (na severidade da doenga in vitro) na

cultivar White Friendship, para diferentes concentragdes de
indculo de Fusarium sp. UFLA, Lavras, MG, 1999,

Grau de infec¢do 14 dias apds a inoculagio

Inoculagdo com imersiode | Inoculagdo no substrato com
Isolado raizes em suspensdo de suspensdo de conidios
conidios
10° 10° 10" 10° 10° 10"
B-41 60,5 60,5 271,0 159,5 159,5 1595
B-41I 60,5 60,5 169,0 159,5 159,5 1595
B-51 1690 1690 254,0 159,5 159,5 1595

V-11I 169,0 1690 271,0 159,5 159,5 159,5
B-31 169,0 1690  271,0 159,5 159,5 159,5

As letras B e V significam a origem dos isolados (hibrido branco e vermelho)
Os dados sdo médias de seis repeti¢des
Valores calculados conforme o critério de Kruskal-Wallis



TABELA 11. Médias do grau de infec¢do (na severidade da doenga in vitro) na
cultivar White Friendship, para diferentes concentragdes de
inoculo de Fusarium sp. UFLA, Lavras, MG, 1999.

Grau de infeccdo 30 dias apds a inoculacgio

Inoculag@o com imersio de Inoculagdo no substrato com
Isolado raizes em suspensio de suspens3o de conidios
conidios g
10° 10° 10° 10° 10° 107
B-41 271,0 271,0 2710 279,5° 2795 279,5
B-4II 271,0 2710 2710 279,5 279,5 279,5
B-51 271,0 271,00 2710 279,5 279,5 279,5
V-111 271,0 2710 2710 279,5 2795 279,5
B-3II1 271,0  271,0 2710 279,5. 279,5 2795

As letras B e V significam a origem dos isolados (hibrido branco e vermelho)
Os dados sdo médias de seis repeti¢ées
Valores calculados conforme o critério de Kruskal-Wallis

Na cultivar White Friendship todos os métodos de inoculagiio
apresentaram elevado grau de infe¢3o. Através desse estudo, observou-se que o
método de inoculagdio de imersio de raizes de plintulas com 90 dias de
crescimento, na concentragio de indculo 10" conidios/ml, expressou maior
agressividade dos isolados de Fusarium oxysporum provocando a morte das
plantas a partir do décimo quinto dia da inoculagiio. Os isolados de Fusarium
solani foram menos agressivos nessas condi¢des para as plantas ndo-aclimatadas
da cultivar.

Foram observadas, na avaliagio aos 30 dias apés a inoculagio, raizes
primarias atrofiadas apresentando sintomas evidentes, com o sistema radicular
completamente escuro. Provavelmente que nesses locais, o fungo tenha
penetrado por algum ferimento ocorrido no momento do transplantio ou pela
ruptura de radicelas que deixariam os vasos expostos no momento da
aclimatagdo. O maior indice de doenca encontrado em um espaco de tempo
menor nas plantas inoculadas por imersfo das raizes pode ser explicado pelo
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maior contato da superficie radicular com as estruturas infectivas do patogeno,
possibilitando maior penetragio do fungo.

Foram comuns para as duas metodologias de inocula¢ido os sintomas
externos. Observou-se inicialmente a redugdo do crescimento das plantas
seguidas do amarelecimento das folhas basais que generalizou-se necrose dos
bordos folheares, ocorrendo nesta fase a morte da parte apical, progredindo até
causar a morte da planta. Em qualquer dessas fases ndo ocorreu queda das
folhas.

Uma das dificuldades encontradas no estudo de patogenicidade de
Fusarium sp. em gladiolo € dispor de um método de inoculagsio que proporcione
resultados satisfatérios em breve espago de tempo. E importante ressaltar que
testes preliminares para o estabelecimento da metodologia, foram feitos. Plantas
jovens foram inoculadas com pedagos de discos de micélio de aproximadamente
Imm, que foram colocados sobre o bulbo das mesmas, que era elevado até a
superficie, mantendo-se apenas o sistema radicular imerso no meio de cultura.
Como o bulbo das plantas ja apresentava meio de cultivo, apés trés dias ja havia
colonizagdo total, causando na planta sintomas atipicos e muito severos.
Resultados semelhantes foram obtidos por Jinior (1985) em cultivares de
videira, essas plantas, apés a inoculagfio, eram postas em tubos de cultura onde
ficavam tutoradas por meio de um suporte de papel de filtro que mantinha o
sistema radicular imerso no meio liquido, porém, as plantas ja vinham com
inéculo na superficie do sistema radicular, favorecendo ent3o a colonizagdo total
do meio e do suporte. Apds a substituicio do meio sélido por vermiculita
autoclavada, observou-se que os sintomas se iniciavam cerca de sete dias apés a
inoculagdo ¢ eram caracteristicos em ambas as técnicas de imoculagio. Em
virtude das condigSes favordveis ao desenvolvimento da doenga, apés
aproximadamente 15 dias, notou-se que comegaram a surgir os sintomas
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Severos, o que ocorreu em casa de vegetagdo, porém em periodo longo
(aproximadamente 30 ou 60 dias dependendo do experimento).

4.3 Estabelecimento in vitro de gladiolo a partir de cultura de meristemas

4.3.1 Tratamento de bulbos de gladiolos

A imersdo em solugdo de Benlate tomou vidvel 0 armazenamento de
bulbos em bandejas plasticas com auséncia total de contaminag3o fimgica. Esse
ndo aparecimento de massa fingica se deve a0 acondicionamento em bandejas,
que diminui o calor e a umidade, impedindo o desenvolvimento dos fungos
sobre os bulbos, viabilizando-os para a produgio de gemas.

Cerca de 12 dias depois, 80% dos bulbos tratados apresentavam gemas,
alguns até antes desse periodo, enquanto outros sé as desenvolveram aos 20 dias

de armazenamento.

4.3.2 Efeito dos reguladores de crescimento BAP, cinetina e ANA sobre o

estabelecimento in vitro de gemas apicais de gladiolo

A cultivar White Friendship com 98% de incidéncia de Fusarium sp.
mostrou tendéncia a se estabelecer, devido ao desenvolvimento diferencial das
gemas apicais, em fungdo dos diferentes reguladores testados. A cultivar ndo
comportou-se de forma similar nas doses utilizadas da interagio dos
fitorreguladores. Melhores respostas foram observadas com os reguladores BAP
e ANA apresentando efeito significativo no desenvolvimento das plantas
(nimero e tamanho de brotos e tamanho de raizes). Entretanto, a interagfio
desses reguladores nio mostrou significincia no nimero de raizes formadas,

mostrando que os reguladores de crescimento agem isoladamente. A adigio de
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cinetina e ANA em meios MS em vérias concentragdes apresentou diferengas
ocasionadas pelo uso combinado dos dois reguladores de crescimento afetando o
niimero e tamanho de brotos e o tamanho de raizes formadas. Apenas o numero
de raizes foi favorecido pela interagdo (Tabelas 3 e 4 A).

Nio foi observada ocorréncia de calogénese nos explantes, independente
do tratamento aplicado. Qutro aspecto observado foi a formagdo de bulbos.
Bulbos foram induzidos na base das plantas sendo a presenga de BAP no meio
de cultura findamental. O tratamento em meio de cultura suplementado com a
concentragio de 4,0mg/L de BAP apresentou a formagdo de trés bulbos. Em
meios sem BAP, observou-se a formagdo de pequenos bulbos na presenca de

ANA.

4.3.3 Efeito dos reguladores de crescimento BAP e cinetina sobre a
multiplicagiio in vitro de gemas apicais de gladiolo, var. White
Friendship

As citocininas utilizadas foram efetivas na formagdo de brotos, como
pode ser observado nas Tabelas 12 e 13. O nimero de brotos formados foi
pequeno (variando de 1 a 3 brotos/explantes), mesmo utilizando concentragdes
elevadas.

Pelos resultados apresentados na Tabela 12, observa-se que houve
tendéncia de redugiio no nimero de brotos formados com aumento do nivel de
ANA, ocorrendo 3,32 brotos, em média, no meio em que se utilizou apenas BAP
na concentrag¢do 0,5mg/L.

Houve uma incidéncia maior de multiplica¢do, quando foi adicionado
0,5mg/L de BAP ao meio MS na auséacia completa de ANA, o que resultou na

produgdo um niimero maior de brotos do que nos demais tratamentos.
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TABELA 12. Numero médio de brotos formados em gladiolo cultivado in vitro,
em diferentes concentra¢des de BAP e ANA adicionadas ao meio
de cultura. UFLA, Lavras, MG, 1998.

BAP mg/L
ANA mg/L 0,0 0,5 1,0 2.0 4.0
0,0 3,118 3322% 2322  2166T 1,804
0,1 3,142** 3,090 0,710" 2,248%® 2,336
1,0 0,710 0,710"® 22184  2,044* 2,102

Médias seguidas de mesma letra maitscula (BAP e/ou cinetina) ou miniscula
(ANA) néo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%

Avaliando o comportamento da gema de gladiolo cultivada em meio MS
em diferentes con;emQﬁes de cinetina e ANA (Tabela 13), pode-se observar
uma produgio de aproximadamente 3,90 brotos por explante nos tratamentos em
que ndo foram adicionados cinetina e na concentracio de 1,0mg/L de ANA.
Verificou-se que a produgdo de brotos foi constante até a concentrag¢do de Img/L
de cinetina, independente da concentragido de ANA utilizada.

TABELA 13. Numero médio dos brotos formados em gladiolo cultivado in
vitro, em diferentes concentragdes de cinetina e ANA adicionadas
ao meio de cultura. UFLA, Lavras, MG, 1998.

Cinetina mg/L
ANA mg/L 0,0 0,5 1,0 2,0 4.0
0,0 3,100 3,060 2,760** 2,936 2,354**
0,1 3,044% 2858 2,768* 0,171* 1,854
1,0 3,900** 2,094°2 1,900 2,570 0,710*

Médias seguidas de mesma letra mailiscula (BAP e/ou cinetina) ou mimiscula
(ANA) nio diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%

O uso de concentragoes elevadas de reguladores de crescimento nio
proporcionou acréscimo no numero de brotos obtidos. A indugfo de brotages in

vitro ocorre pelo desequilibrio hormonal induzido por uma concentragdo



adequada e balanceada de reguladores de crescimento adicionados ao meio. A
resposta a esse processo depende de fatores inerentes a planta.

A eficiéncia das citocininas, que tém a fun¢do primordial na divisio
celular, desempenhando importante papel na indugdo de brotos, é dependente
entdo da presenca de “proteinas ligantes” em quantidade e especificidade
satisfatorias para promover respostas desejaveis. Isso sugere que a auséncia de
respostas positivas para o cultivar White Friendship, mediante a indu¢do de
citocmminas pode ser devido a auséncia destas “proteinas ligantes™ especificas ou
a presenga dessas em quam:ifiad&s limitantes para proporcionar respostas
desejaveis, como a proliferagio dos brotos.

O tamanho de brotos formados, conforme se observa nas Tabelas 14 e
15, foi influenciado pelas concentragdes elevadas de citocininas e ANA. Hussey
(1977) afirma que a adigdo de ANA a0 meio de cultura inibe o crescimento dos
brotos de gladiolo.

Como se observa na Tabela 14, brotos de maior tamanho, com melhor
desenvolvimento da parte aérea e com aspecto saudavel foram obtidos em meios
sem reguladores de crescimento, tendo atingido uma média de altura 18,18cm.

TABELA 14. Comprimento médio dos brotos formados em gladiolo cultivado in
vitro, em diferentes concentragdes de BAP e ANA adicionadas ao
meio de cultura. UFLA, Lavras, MG, 1998.

BAP mg/L
ANA mg/L 0,0 0,5 1,0 2,0 4.0
0,0 18,180 - 15,820 8340  3,000° 7,320°
0,1 13,780 13,740  0,000% 8,760%8 6,400
1,0 0,000 0,000 6400 5,060 5,980"

Meédias seguidas de mesma letra maiuscula (BAP e/ou cinetina) ou minuscula
(ANA) nido diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
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No experimento com cinetina, plantas com maior tamanho de brotos
foram obtidas em tratamentos com auséncia de cinetina ¢ ANA. Plantas que
foram cultivadas em meio MS com 4,0mg/L de cinetina e 1,0mg/L de ANA, nio
apresentaram desenvolvimento da parte aérea (Tabela 15).

TABELA 15. Comprimento médio dos brotos formados em gladiolo cultivado in
vitro, em diferentes concentragdes de cinetina e ANA adicionadas
ao meio de cultura. UFLA, Lavras, MG, 1998,

Cinetina mg/L
ANAmg/L 00 0,5 1,0 2,0 4.0
0,0 15,680  12,020"F 11,020 7,140™® 5,280
0,1 12,320 10,280 10,560  0,000*° 5,820
1,0 9,400*2 11840  8700*® 50900" 0,000*

Meédias seguidas de mesma letra maitiscula (BAP e/ou cinetina) ou minuscula
(ANA) nio diferem entre si pelo teste de Tukeya 5%

A adigfio ao meio de cultura de BAP e cinetina, em concentragdo igual
ou superior a 1mg/L, induziu a formacio de tufos. Leshen et al. (1988) também
observaram formag¢do de tufos, bem como um fendémeno de vitrificacio em
plantas de crisantemo e meldo, devido & utilizagio de dosagens elevadas de
BAP. Trabalhando com Castanea mollessima, Qiguang et al. (1986) constataram
que o excesso de BAP, além de reduzir muito a parte aérea, promoveu a
formacdo de calos nas bases dos explantes.

Como ja foi observado nas Tabelas 12 e¢ 13, em meios com menor
concentragdo de citocininas ocorreu menor numero de brotos, entretanto, em
brotos de maior tamanho foi possivel a obten¢do de maior mimero de segmentos
nodais, utilizandos para subcultivo. Em segmentos nodais que produzem maior
numero de brotos, esses apresentam menor tamanho, o contrario, de onde se
obteve a formagdo de um unico broto, este apresentou maior desenvolvimento.

Diante dessas observa¢des, nio se pode afirmar a efetividade do regulador



cinetina correlacionado ao tamanho dos brotos, onde apresentou o tamanho
proximo a 15cm.

Pode-se observar que o cultivar White Friendship, comportou-se como
se no meio de cultura ainda existissem residuos de citocininas, mas ao que tudo
indica, deve haver uma produgdo endogena de citocininas que proporcionam

essa multiplicagdo independente.

4.3.4 Efeito dos reguladores de crescimento BAP e cinetina sobre o

enraizamento de explantes de gladiolo, var. White Friendshsip

Com relagdo a formagio de raizes a cultivar White Friendship respondeu
positivamente ao efeito da auxina, ocorrendo maior nimero de raizes nos
tratamentos com 0,0 ou 0,1mg/L de ANA. Nas Tabelas 16 e 17, observa-se que
o aumento das concentragSes de citocininas afetou o nimero de raizes formadas,
apresentando resultados melhores nos tratamentos com auséncia e 0,5mg/L de
citocininas. As raizes foram inibidas a medida que se aumentou as concentragdes
de citocininas.

Como mostra a Tabela 16, melhor indug¢do de raizes ocorreu nos
explantes cultivados em meio sem os reguladores de crescimento ANA e BAP
(3,78/explantes). Resultados semelhantes foram obtidos por Hussey (1977), que
observou, a inibigdo do crescimento das raizes de gladiolo em elevadas
concentra¢bes de BAP, tomando-as pequenas e grossas. As concentragdes de
ANA também afetaram o enraizamento dos brotos, o qual foi diminuindo a
medida que se aumentaram os niveis testados.



TABELA 16. Nimero médio de raizes formadas em gladiolo cultivado in vitro,
em diferentes concentra¢des de BAP e ANA adicionadas ao meio
de cultura. UFLA, Lavras, MG, 1998,

BAP mg/L
ANAmg/L 0,0 0,5 1,0 2,0 4.0
0,0 3,778% 2,426  1326°°  1,688°  0,884°
0,1 2,852  1636® 1,348'C 1,566 1,348
1,0 0,710  2346* 0,812 0,884% 0,710

Médias seguidas de mesma letra maiuscula (BAP e/ou cinetina) ou minascula
(ANA) n3o diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%

Em meios com concentragdes mais elevadas de cinetina, acima de
1,0mg/L, a formagdo de raizes foi afetada. O maior mimero de raizes foi
observado em meios em que se utilizou 0,5mg/L de cinetina e 0,1mg/L de ANA.
Ao contrério do que se observou em meios com BAP, no meio de cultura que
fora acrescido com cinetina, o nimero de raizes ndo foi afetado pela elevagdo
dos niveis de ANA, como mostra a Tabela 17. O nimero de raizes apresentou-se
constante, apesar de ter ocorrido menor formag¢fo em meios com 0,Img/L de
ANA.

TABELA 17. Numero médio de raizes formadas em gladiolo cultivado in vitro,
em diferentes concentragoes de cinetina e ANA adicionadas ao
meio de cultura. UFLA, Lavras, MG, 1998.

Cinetina mg/L )
ANA mg/L 0,0 0,5 1,0 2,0 4.0
0,0 3,182 24725 24687 220000 1,320%
0,1 2,054%8 3,386 2,422% 0,710%® 0,992%
10 3,142% 2,066*8 0,986 3,210% 1.0782

Meédias seguidas de mesma letra maiiscula (BAP e/ou ciﬁetina) ou minuscula
(ANA) nio diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% ‘

-



A cinetina foi menos efetiva no comprimento de raizes (1,52cm) em
comparagio com BAP; que apresentou um comprimento de. 1,90cm. De maneira
geral, a adi¢do de BAP ndo determinou a redugéo no comprimento das raizes. Os
melhores resultados foram aobservados quando ao meio MS foi adicionado
2,0mg/L de BAP na auséncia da auxina. Quando avaliou-se o comprimento das
raizes observou-se um decréscimq de ¢rescimento, ptovenientes’de meio com
adi¢io do regulador ANA. Esta concentragdo 1,0mg/L, inibiu o desenvolvimento
de raizes nqos meios que continham BAP (Tabela 18).. Isto se deve, a existéncia
de duas fases de formacdo de raizes adventicias, a primeira é a fase de iniciag3o
radicular, quando a exposigio 2 auxina é essencial; na segunda fase, de
emergéncia e desenvolvimento radicular, a auxina nio é requerida ou ¢ até
exposicjo dos explantes 3 auxina na fase inicial de enraizamento e a necessidade
de transferénci;l desses explantes para meiq livie de auxina na fase de
desenvolvimentp radicular. Dg acordo com Drew (1991), por causa da
dificuldade ¢ custo de transferéncia dos brotos para meios sem auxina, em
cultura de tecidos comercial os brotos sdo usualmente deixados em meio
contendo auxina por 3 a 4 semanas, com conseqiiente prejuizo para a morfologia
e alongamento de raizes.

TABELA 18. Comprimento médio de raizes formadas em gladiolo cultivado in
vitro, em diferentes concentrages BAP e ANA adicionadas ao
meio de cultura. UFLA, Lavras, MG, 1998.

. BAP mg/L
ANA mg/L 0,0 0,5 1,0 2,0 4.0
0,0 1,120 1300™° -0480°=  1,900% 0,000%®
0,1 1,360 0,740 0,280*® 1,440 1,240**
1,0 0,000 1380  0400*®  0,540™° 06404

Médias seguidas de mesma letra maiiscula (BAP e/ou cinetina) ou miniscula
(ANA) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
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O aumento da concentragio de cinetina ao meio induziu a reducdo no
comprimento das raizes, portanta o tratamento com maior indice de crescimento
das raizes ocorreu em meios de cultivo com 0,1mg/L da ANA e auséncia de
cineting. As concentragdes de ANA utilizadas ndo interferiram também no
tamanho das raizes (Tabela 19).

TABELA 19. Comprimento médio de raizes formadas em gladiolo cultivado ir
vitro, em diferentes concentra¢des de cinetina e ANA adicionadas
ao meio de cultura. UFLA, Lavras, MG, 1998.

Cinetina meg/L
ANAmg/L 0,0 0,5 1,0 2.0 4,0
0,0 1,320% 1,400* 0,920%  1,290% 0,860
0,1 1,520  0,940*B 1,160 0,000*® 0,180*8
1,0 1,400 1140  0,360*® 1,080*8 0,340°®

Médias seguldas de mesma letra maiiscula (BAP e/ou cinetina) ou mmuscula
(ANA) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%

4.3.5 Anilise da sanidade das plintulas micropropagadas

Alguns tubos apresentaram proliferacio de fungos e bactérias e foram
descartados. Kunneman e Albers, citados por Hol ¢ van der Linde (1992),
confirmam altas taxas de contaminagio in vitro com os materiais que sdo
oriundos do solo, tais como bulbos, bulbos, rizomas e estoldes. A avaliagdo final
foi feita através da indexagdio para quantificar a incidéncia de espécies de
Fusariurm, realizada principalmente pelo teste de plaqueamento de fragmentos
de tecidos das plantas de gladiolo. Os resultados mostraram gue a incidéncia de
Fusarium sp., durante todas as fases desse tipo dg cultivo, foi de 0% nas plantas
analisadas, ndo havendo a confirmaggo de infecgdo com o patégeno. Conforme o
esperado, a técnica de limpeza clonal foi preponderante no cultivo de gladiolo,
apresentando plantulas de alta qualidade com relagdio ao aspecto fitossanitario,
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podendo-se constatar a auséncia completa de microrganismos, principalmente de
espécies de Fusarium.

Apesar dag limitagdes de txabalhos referindo-se a obtengio de plantas
livres de Fusarium através de cultura de meristemas, foi possivel constatar a
efetividade da técnica.



5 CONCLUSOES

¢ Necessidade de um manejo mais adequado de pés-colheita dos bulbos, em
conseqiiéncia da situagado fitossanitaria dos mesmos, em relagdo a Fusarium.

¢ Os caracteres morfologicos utilizados revelaram resultados satisfatorios para a
identificacdo de espécies de Fusarium e o meio de farinha de aveia e a
temperatura a 23° proporcionaram condi¢des favoraveis para a produgdo de
conidios.

¢ Frente aos isolados utilizados no teste de variabilidade, ndo se observou reacdo
diferencial das cultivares.

¢ Constatagdo da patogenicidade em proporgio relativamente alta de Fusarium
solani.

¢Nao houve efeito satisfatorio das citocininas na proliferacio de brotos. O
regulador de crescimento BAP, apresentou maior efetividade do que a cinetina.
Apesar do pequeno efeito dos reguladares de crescimento, pode-se recomendar
a utilizagdo de 0,5mg/L de BAP no meio de cultura, na auséncia de ANA.

¢ A micropropagagdo comprovou ser uma técnica de reproducdo vegetal viavel

no controle de Fusarium.



——— ¥

6 CONSIDERACOES FINAIS

A literatura cientifica estrangeira dispSe de apreciaveis mimeros de
trabalhos experimentais sob condigSes de campo e casa de vegetagio, relativos
aos problemas causados por espécies de Fusarium. No Brasil, porém, esse
assunto tem sido pouco explorado, podendo mesmo estar sendo subestimado,
principalmente se forem consideradas as circunstincias climaticas, propicias
para o seu desenvolvimento, pois condigdes de calor ¢ umidade favorecem
intensamente o desenvolvimento da doenga.

Qs isolados presentes neste trabalho foram de bulbos de gladiglo
infectado, material proveniente da Funda¢do de Apoio ao Ensino e Pesquisa
(FAEPE), qriginario da Schoenmaker, Holambra/SP. Pode-se concluir com os
resultados obtidos, que é necessario estudos relacionados inicialmente, a um
periodo de qura em que submeteria os bulbos anterior ao armazenamento para a
cicatrizacdo das fendas e talvez manifestacio e selecdo dos infectados; controle
na planta mae e, as condicdes acondicionamento de material principalmente, a
temperatura e umidade. .

Afim de se caracterizar ¢ fungo morfologicamente, todos os parametros
morfologicos foram indicadas pelos principais taxonomistas tais como Massey
(1926) especifica para Fusarium oxysporum f.sp. gladioli; Both (1971/1977)
e Nelson, Toussoun e Marosas (1983), foram comparadas e estudadas nos
isolados de Fusarium sp. de gladiolo. Todas estas caracteristicas, como taxa de
crescimento, coloragdo das coldnias, dimensdo, forma e formagdo dos
conidios, comprimento das fidlides e descrigio dos clamidésporos
apresentaram variagdes com maior ou menor intensidade, estas variagdes,
porém, ndq foram tio amplas ao ponto de descaracterizar as espécies de
Fusarium encontradas no presente trabalho. Em conseqiiéncia da grande
variabilidade que o patogeno apresenta, se faz necessario a complementag¢io do
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estudo, utilizando técnicas moleculares, para a confirmagiio principalmente de
Fusarium solani, este em que a sua constatagio foi em proporgio
relativamente alta com relagdo a sua patogenicidade,.fato Jamais relatado na
bibliografia brasileira.

Considerando os resultados obtidos, dentro das presentes condigdes
experimentais de inocula¢dio, verifica-se que é possivel desenvolver um
método no qual gladiolos jovens cultivadas in vitro e inoculadas com
Fusarium sp. mostraram os sintomas tipicos da doenga em curto espago de
tempo. Constatou-se que o métado e eficiente, pois houve correspondéncia na
reacdo do cultivar inoculado in vitro e em casa de vegetagdo e, em cerca de 15
dias, foi possivel obter resultados que demandariam lo dobro do tempo, se
executado na forma tradicional, em casa de vegetacio.

Diante de tudo isso e a insuficiéncia de conhecimentos sobre o patégeno
associado a esta cultura, esta com franco desenvolvimento e expressdo socio-
econdmica relevante em algumas regides do pais, sugere-se a continuagio de

estudo com os mesmos objetivos ou as sugestdes aqui mencionadas.
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QUADROQ 1A. Analise de fertilidade do solo para experimentos realizados em
Lavras, MG. UELA, Lavras, MG, 1998. .

I

Amostra ) §
Cultura Gladiolo
PH em dgua -6.1 AcF
P (ppm) 33A
K (ppm) 530 A
Ca (meq/100cc) 79A
Mg (meg/100cc) 235 A
Al (meg/100¢cc) 1 0,0B
H + Al (imeg/100cc) " 23B
S (meqg/100cc) 11,8 A
t (meq/100cc) ] 1.8 A
T (meg/100cc) ) 14,1 A
m. (%) 0B
V. (%) .84 A
Carbono (%) 130A
Matéria orginica (%) i51A
Areia (%) 3.6 A
Zinco (ppm) 4.2
Cobre (ppm) 1,9
. Feoo (ppm) .44.0
Manganés (ppm) 22,0
Enxofte (ppm) 208.,0
Boro (ppm) 0,56
S = soma de bases trociveis AcM = acidez média
M = saturagdo de Al da CTC efetiva ‘AlE = alcalinidade elevada
AcE = acidez elevada M = médio
AJF = alqalinidade fraca A=alto
MB = muito baixo t= CTC efetiva
B = baixo AcF = acidez fraca
V = satura¢dio de bases da CTC apH 7 N = neutro
MA = muito alto
T=CTCapH7 ;

83




QUADRO 2A. Preparagdo de solugdo estoques do meio Murashige & Skoog

§1962).
Componentes Concentracio (g.r')
Solugio estoque Macronutrientes
A NH ,NO, 165
B KNO; 190
C CﬂClz.z H20 44
D MgS0,.7 H,O 37
E KH,PO, 17
_Micronutrientes ]
MnSO,.H;O 1,690
H;BO; 0,620
ZnS0,.7H0 0,860
F K1 0,083
N31M004.2 Hzo 0,025
CuS0,.5 H,0 0,0025
CoCL.6 HO 0,0025
FeEDTA
G . Na, EDTA.2H,0 : 3,73
FeSO,.7 H:O 2,78
Mistura orgéinica )
Tiamina HCL 0,02
H Acido nicotinico . 0,1
Pirodoxina HCL 0,1
Glicina 04




QUADRO 3A. Dados climatologicos dos meses de plantio até a época de
aparecimento dos sintomas da doenga e:m plantas de gladiolos.
Casa de Vegetacio, UFLA, Lavras, MG, 1998.

Temperatura média Umidade relativa
Semanas " Mixima  Minima  Mixima  Minima

12 22,0 13,3 993 79,8
20 25,6 15,3 99,7 76,8
3? 26,1 14,7 87,2 85,7
40 31,4 15,1 98,0 67,8
50 296 15,1 99.6 67,0
6? 31,8 6,4 98,1 57,0
7 293 16,0 100,0 61,7
8? 35,1 14,0 983 64,8
o° 36,4 16,0 96,5 64,0
10? 37,2 15,0 89,3 63,8

TABELA 1A. Indice de crescimento micelial de col6nias de Fusarium sp. aos
sete dias de desenvolvimento a 23°C. Média de seis repeticdes.
UFLA, Lavras, MG, 1998. :

FV. GL QM - Prob.>F

Tratamento 8 2,1616 | 274,56
Residuo 45 0,0079
Total 53

Média geral = 3,78
CvV=235
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TABELA 2A. Médias estimadas do indice visual para testar a hipitese de
igualdade entre tratamentos dos experimentos em funcdo das
caracteristicas (folhas novas e velhas, bulbo novo, altura das
plantas e didmetro da butbo novo). UFLA, Lavras, MG, 1998,

'Folha 'Folha 'Bulbo ‘Altura ‘Didmetro bulbo

Experimentos nova velha novo planta novo

Variabilidade 47,858 63,267 54,971 80,506 4,681

Patogenicidade
da cultivar
White 24,305 24516 26,496  71,320. 3,696
Friendship

Patogenicidade 19,679 24,854 24,395 81,996 4,190
da cultivar
Tradethom

1 Valores de Qui-Quadrado calculados conforme o critério de Kruskal-Wallis
2 Teste de Tukey a 5% de probabilidade

TABELA 3A. Quadrados médios obtidos para desenvolvimento de gemas
apicais de gladiolo, var. White Friendship em fun¢3o dos
reguladores de crescimento BAP ¢ ANA. UFLA, Lavras, MG,

1998.
Fonte de Quadrados médios
varia¢do )
NT Tam.” N Tam.”
GL  brotos brotos raizes Raizes
BAP 4 0,915 80,693 6,097 2,046
ANA 2 6,656 422,467 4917 1,316
BAP x ANA 8 4,508 130,619 2,588 1,574
Residuo 60 0,106 8,071 9,427 0,582
CV (%) 15,285 36,029 40,322 89,266

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade
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TABELA 4A. Quadrados médios obtidos para desenvolvimento de gemas
apicais de gladiolo, var. White Friendship, em fungio dos
reguladores de crescimento cientina e ANA. UFLA, Lavras,

MG, 1998,
Fonte de Quadrados médios
variagio

GL NI° Tam.’ NeT Tam_
brotos brotos raizes raizes
Cinetina 4 6,207 250,518 6,511 - - 2,027
ANA 2 3,012 65,302 1,084 1,065
Cinetina x ANA 8 2,837 30,168 3,713 0,780
Residuo 60 0,242 5699 0,601 0,228
CV (%) 20,163 28429 36,700 51,498

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade

TABELA 5A. Anilise de varidncia da interagdo do regulador BAP dentro de
ANA na formagio de brotos da cultivar White Friendship
cultivado in vitro. UFLA, Lavras, MG, 1998.

F.V. - G.L Q.M. Valor Fc Prob.>F
BAP dentro de ANA 1 4 2,093124 19,6327 0,00000
BAP dentro de ANA 2 4 4,831286 45,3157 0,00000
BAP dentro de ANA 3 4 3,007416 28,2085 0,00000
Residuo 60 0,126614 ?
Total - 74

Média geral = 2,13
CV=1528
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TABELA 6A. Analise de varidncia da interagdo do regulador cinetina dentro de
ANA na formagdo de brotos da cultivar White Friendship
cultivado in vitro. UFLA, Lavras, MG, 1998.

F.V. G.L Q.M. Valor Fc Prob.>F
Cin. dentro de ANA 1. 4 0,459740 1,8975 0,12200
Cin. dentro de ANA 2 4 4,745986 19,5886 . 0,00000
Cin. deptro de ANA 3 4 6,677726 27,5617 0,00000
Residuo 60 0,244483
Total . 74

Meédia geral = 2,44
Cv=120,16

TABELA 7A. Analise de variancia da interagdo do regulador BAP dentro de
ANA no tamanho de brotos da cuiltivar White Friendship
cultivado jn vitro. UFLA, Lavras, MG, 1998.

F.V. GL QM. Valor Fc Prob>F
BAP dentro de ANA 1 4 124,994600 15,4860 0,00000
BAP dentro de ANA 2 4 165,071400 20,4512 0,00000
BAP dentro.de ANA 3 4 51,866600  6,4259 0,00022
Residuo 60 8,071467
Total ' 74

Média geral = 7,88
CV =36,02
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TABELA 8A. Anilise de varidncia da intera¢io do regulador cinetina dentro de
ANA po tamanho de brotos da cultivar White Friendship
. .. cultivado in vitro, UFLA, Lavras, MG, 1998.

F.V. GL QM. Valor Fc Prob.> F
Cin. Dentro de ANA 1 4 . _84476600 14,8225 0,00000
Cin. Dentro de ANA 2 4 123,698400 21,7045 0,00000
Cin. Dentro de ANA 3 4 102,680600 18,0167 0,00000
Residuo 60 3,699200
Total 74

Média geral = 8,39
Cv=2842

TABELA 9A. Anilise de varidncia da interagio do regulador BAP dentro de
ANA na formagio de raizes da cultivar White Friendship
cultivado in vitro. UFLA, Lavras, MG, 1998.

F.V. G.L Q.M. Valor Fc Prob.>F
BAP dentro de ANA 1 4 6,946804 16,2619 0,00000
BAP dentro de ANA 2 4 1,980580 4,6364 0,00247
BAP dentro de ANA 3 4 2,346466 5,4929 0,00077
Residuo 60 0,427182 :
Total 74 |

| A

Meédia geral = 1,62
CvV=40,32
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TABELA 10A. Analise de varidncia da intera¢do do regulador cinetina dentro de
ANA na formagio de raizes da cultivar White Friendship
cultivado in vitro. UFLA, Lavras, MG, 1998.

FV. G.L Q.M. Valor Fg Prob>F

Cin. Dentro de ANA 1 4 2,252624 3,7458 0,00863
Cin. Dentrade ANA2 = 4 5,930176 9,8609 0,00000
Cm. Dentro de ANA 3 4 5,755544 9,5706 0,00000
Residuo 60 . .0,601381
Total 74

Média geral 2,11

CvV=36,70

TABELA 11A. Anilise de varidncia da mtemt;ao do regulador BAP dentro de
: ANA no comprimento de raizes da culyivar White Friendship
cultivado in vitro. UFLA, Lavras, MG, 1998.

F.V. G.L Q.M. Valor Fc Prob>F
BAP dentro de ANA 1 4 2,721000 4,6747 0,00234
BAP dentro de ANA 2 4 1,207600 2,0747 0,00481
BAP dentro de ANA 3 4 1,266600 2,1760 - 0,08202
Residuo 60 0,582067 :
Total ' 74

Média geral = 0,85
CV=289,26
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TABELA 12A. Anilise de variancia da interagfio do regulador cinetina dentro de
ANA po comprimento de raizes da cultivar White Friendship
cultivado in vitro. UFLA, Lavras, MG, 1998..

FV. - G.L Q.M. Valor Fc Prob.>F
Cin. Dentro de ANA 1 4  0,309600 1,3575 0,25867
Cin. Dentro dg ANA 2 4 2,105000 9,2298 0,00001
Cin. Dentro de ANA 3 4 1,173400 35,1450 0,00123
Residuo 60  0,228067 '
Total 74

Meédia geral = 0,92
Cv=5],49

TABELA 13A. Anilise de varidncia da interagio do regulador ANA dentro de
BAP na formagio de brotos da cultivar White Friendship
cultivado in vitro. UFLA, Lavras, MG, 1998.

. ’
F.V. G.L QM. Valor Fc Prob.>F
ANA dentrode BAP 1 2 9,761387 91,5582 0,00000
ANA dentro de BAP 2 2 10,450640 98,0231 0,00000

ANA dentro de BAP 3 2 4,060520 38,1706 0,00000
ANA dentro de BAP4 2 0,052687  0,4942 0,60990
"ANA dentro de BAP 5 2 0,355487  0,3343 0,04123
Residuo - 60 0,106614 ' ‘
Total 74

Meédia geral = 2,13
Cv=1528
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TABELA 14A. Anilise de vanancia da interagdo do regulador ANA dentro de
cinetina pa formagdo de brotos da cultivar White Friendship
cultivado in vitro. UFLA, Lavras, MG, 1998.

.- E.V. . .“GL Q.M. ValorF¢ =~ Prob.>F
ANA dentrodecin. 1 2 1,146560 4,7323 0,01195
ANA deqtro de cin..2 2 1,298047 5,3576 0,00698
ANA dentrodecin. 3. - 2 - 1,244240 5,1355 0,00844
ANA dentrodeciti.4d & 2 . 7,123860 29,4031 0,00000
ANA dentrodecin.’s; - 2 '3,551227 14,6574 - 0,000001
Residup 60 .1..-0.242283
Total

74

Média gera’r =244
Cv=20,16

TABELA 15A Anélise de varidncia da interagdio do regulador ANA dentro de
1=, =7 7. BAP no tamanho de brotos da cultivar White Friendship
cultwado invitro. UFLA, Lavras, MG, 1998. '

... F.V. GL QM ValorF¢  Prob>F
ANA dentro de BAP 1 2 .449,800667 55,7273 - - ». 0,00000 ' -
ANA dentro de BAP 2 2 369,488667 45,7771 -° : - 0,00000 -
ANA dentro dg BAP 3 2 104,216000 12,9117 -- - 0,00002 -
ANA dentro de BAP’4~ .2 - 19,092667 . 2,3655.¢:- =X 0,10042
ANA dentrode BAP.5:.« 2 2,348667 ° 0,2910-.% Z-: 0;74768
Residuo 60 = : 8.071467 o

" Total 74 a

Média geral = 7,88
CV = 36,02
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TABELA 16A. Anilise de variincia da interagdo do regulador ANA dentro de
cinetina no tamanho de brotos da cultivar White Friendship
cultivado in vitro. UFLA, Lavras, MG, 1998.

Valor Fc

F.V. G.L Q.M. Prob.>F
ANA dentro de cin. 1 2 49,378667 8,6641 - 0,00047
ANA dentro de cin. 2 2 4,578000 0,8033 -0,44884.
ANA dentro de cin. 3 2 7,544667 1,3238 .. .0,27003.:
ANA dentrode cin. 4 2 - 72,772667 12,7689, . 0,00002
ANA dentro de cin. 5 2 .'51,702000 9,0718 0,00034
Residuo 60 . 5,699200 - il
Total 74

Meédia geral = 8,39
CV=2842

TABELA 17A. Anilise de varidncia da interagéio do regulador ANA dentro-dé
BAP na formagio de raizes da cultivar White Friendship
cultivado in vitro. UFLA, Lavras, MG, 1998. .
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F.V. G.L QM. . ValorFc Prob.> F
" ANA dentro de BAP 1 2 12,381887 28,9850 0,00000- -
ANA dentro de BAP 2 2 0,945500 2,2133 0,11578
ANAdentrode BAP3 » - 2 i+ -0,459980 1,0768 . . 0,34324" .-
ANA dentrode BAP4- - 2 . : 0938687 2,1974 - 0,11752" .
ANA dentrode'BAP-5-. . 2 . ->0,543847 1,2731:-- - 0,28361
Residuo 60 " -.:0,427182 ‘ SN
Total =~~~ = 74
Média geral = 1,62
CV=40,32



TABELA 18A. Analise de varidncia da intetagiio do regulador ANA dentro de
. cinetina na formagdo de‘raizes da cultivarWhite Friendship
.. cultivado in vitra.. UFL A, Latras, MG, 1998,

FPV: i @R " QM. Valor Fe¢ Prob.>F
ANA dentrodecin. 1.. ~ "2 7 ..2,048107 3,4057 0,03865 .
ANA dentrodecin. 2 -«. 2 .2,285527 3,8005 0,02712
ANA dentrodecin. 3::4-..2 33550447 59038 - 0,00440
ANA dentrodecin. 4 ..°- 2 +.27,908500 13,1506 0,00002
ANA dentrodecin. 5117722 10,144620 0,2405 + 0,78669
Residuo 60 *.05601381 o
Total 74
Média geral = 2,11 TR
CV =36,70 ’-

TABELA 19A. Anilise de varidncia da interagdo do regulador ANA dentro de
BAP no comprimento de raizes da cultivar White Friendship
cultivado in vitro. UFLA, Lavras, MG, 1998.

F.V. G.L QM. Valor F¢ Prob.>F
ANA dentrode BAP1 2 2,634667 14,5264 ~ 0,01429
ANA dentrode BAP2 2 0,608000 1,0446 0,35421
ANA dentrode BAP3 2 . 0,050667 0,0870 . 0,91824
ANA dentrode BAP4 2 2,392667 4,1106 0,02059
ANA dentrode BAPS5S 2 1,922667 3,3032 0,04241
Residuo 60 0,582067
Total .74

Média geral = 0,85
CV=289.26
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,TABELA 20A. Anilise de varidneia da:interagdo do regulador ANA dentro de
_ .+ -Ginetina no camprimento de raizes da cultivar Whrte Friendship
cultivado in vitro. UFLA, Lavras MG, 1998. :

FV. G.L - QM " ValorFc.  Préb:>F
ANA dentro de cin. 1 2 ©0,050667 . 0,2222 -0,80136.¢
ANA dentro de cin. 2 2 0,266000  1,1663 : .D 31457-
ANA dentro decin. 3 2 .0,842667 ~3,6948:. - -0,02981:~ . .f_
ANA dentro.de cin. 4 2 °2,395500 10,5035+ .. 1000012; R
ANA dentro de cin. 5 2 - -0,632000 . 2,7711: . 0,06894.:: A+
Residuo 0 , 0,228067 - aeikaig b
Total = 74 - B

T mSu——

N

Média ggral =0,92 RN S SN TR
Cv=5149 Woihw

. ~ . - -
4
O A - R
[ P - T
! Sl &0 .
‘G .
e RN s Voot
S - ISP I3
= . N s g
] ni: o, [ ] 1062 & 4
" . ’
[} . ! ) L o s,
B . ' ..
) ‘. [l DL AT
- ars P e o et . P NP e e - Bt

95





