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Co-cultivo in vitro pode discriminar severidade 
de podridões do tronco em genótipos de videira

Fábio Rossi Cavalcanti1

Resumo – Técnica rápida para monitoramento da interação entre genótipos 
de videira e fungos causadores de podridões de tronco, por avaliação visual. 
Baseia-se em uma metodologia que possibilita a colocação dentro de um 
mesmo espaço físico (tubo de ensaio) uma plântula de videira micropropaga-
da e um disco contendo micélio do patógeno desafiador. Este co-cultivo bi-
nário (apenas dois organismos: a planta e o fungo), in vitro, permite que seja 
estabelecido o processo biológico de doença nas condições de incubação 
propostas. Esta técnica traz vantagens para suporte à prospecção preliminar 
por variedades resistentes a doenças do tronco: a) facilidade para realização 
de testes em grandes lotes; b) fácil inoculação; c) ensaios extremamente 
rápidos; d) fácil observação de sintomas; e) fácil e precisa quantificação de 
sintomas; f) baixo custo; g) uso reduzido de repetições e espaço físico, dentre 
outras. Adicionalmente, a técnica permite a obtenção facilitada de amostras 
biológicas para estudos envolvendo Química e Metabolômica dos instantes 
iniciais das interações planta-patógeno em doenças de tronco da videira.

Termos para indexação: cultura de tecidos, fenotipagem, micropropagação, 
patogenicidade, biotecnologia, grapevine trunk diseases (GTD).

1 Fábio Rossi Cavalcanti, engenheiro agrônomo, doutor em Fitopatologia, pesquisador da Embrapa Uva e 
Vinho, Bento Gonçalves, RS.
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In vitro co-cultivation can discriminate severity 
of trunk diseases in grapevine genotypes

Abstract – This bulletin suggests an in vitro approach for monitoring the in-
teraction between grapevine genotypes and trunk pathogens by visual evalu-
ation. The methodology enables to join a micropropagated grapevine plantlet 
and a mycelial disc of the challenging pathogen within a single tissue culture 
tube. This binary co-cultivation (the plantlet and the fungus) forces the bio-
logical process of the trunk disease to run under the standardized incubation 
conditions. This technique has advantages to preliminary prospecting for va-
rieties resistant to grapevine trunk diseases (GTD): a) ease of carrying out 
tests in large batches; b) easy inoculation; c) fast experimental assays; d) 
accurate quantification of symptoms; e) low cost; f) reduced use of repetitions 
and physical space, among others. Additionally, the technique allows the rapid 
obtaining of biological samples for Chemistry and Metabolomics of the early 
plant-pathogen interactions regarding GTD.

Index terms: Tissue culture, plant phenotyping, plant micropropagation, 
pathogenicity, biotechnology, grapevine trunk diseases (GTD).
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Introdução
A busca por resistência em variedades de videira contra doenças do tron-

co (Grapevine Trunk Diseases - GTD) em raízes, base da planta e parte aé-
rea, representa um dos maiores objetivos atuais dos programas de melho-
ramento vegetal no mundo todo. Isso porque, além de medidas de exclusão 
e evasão para evitar a disseminação de patógenos de tronco da videira (ex. 
produção de mudas certificadas), o controle genético se apresenta como uma 
das principais medidas para garantia do controle de doenças, em regiões de 
alta incidência (Bergamin Filho et al., 2016; Grohs et al., 2016). No entanto, 
é comum que, em espécies perenes como a videira, o melhoramento vegetal 
dirigido à resistência se dê de uma forma lenta, já que envolve manipula-
ção e cruzamentos de parentais que estejam devidamente caracterizados 
pelos melhoristas como candidatos promissores (Bergamin Filho et al., 2016; 
Gramaje et al., 2018).

Em geral, o ensaio com mudas, em casa de vegetação, é usado para le-
vantamentos fenotípicos visando à busca por resistência genética da videira 
a podridões do tronco (revisado por Pouzoulet et al., 2014). Novos materiais 
provenientes de cruzamentos e métodos de melhoramento vegetal são for-
necidos por meio de sementes, estacas enraizadas (ou não) ou obtidos de 
plantas micropropagadas. Essas populações são, então, submetidas a tria-
gens baseadas em ensaios controlados em casa de vegetação ou câmaras 
de crescimento. Seguem-se etapas de inoculação de patógenos e monito-
ramento do progresso das lesões internas, geralmente limítrofes ao ponto 
de inoculação, para quantificação de taxas de infecção e de outros parâme-
tros descritivos de sensibilidade no tecido hospedeiro (Alaniz et al., 2008; 
Travadon et al., 2013; Billones-Baaijens et al., 2014). No entanto, tais scree-
nings por resistência genética podem durar entre 10 a 36 meses para gerar 
informações úteis para o direcionamento de programas de melhoramento.

Alguns fatores também cooperam para que os programas de melhora-
mento progridam em uma velocidade relativamente lenta: i) o material can-
didato deve possuir todas as características agronômicas desejáveis, não 
apenas relacionadas à resistência contra doenças; ii) problemas envolvendo 
cruzamentos podem aparecer, como poliploidia, incompatibilidade de pólen e 
dificuldades na regeneração de novos seedlings; iii) além disso, altas taxas 
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de heterozigose no germoplasma requerem a avaliação de um grande núme-
ro de populações de seedlings (Sattler et al., 2016).

Recentemente, no entanto, técnicas rápidas para caracterização de genó-
tipos de videira com indicativos (e marcadores) promissores de resistência/
tolerância têm sido tentadas a fim de agilizar levantamento de informações 
valiosas a programas de melhoramento. Além do monitoramento da sintoma-
tologia da interação planta-patógeno (IPP), tais técnicas permitem a obtenção 
de amostras para preparos analíticos envolvendo estudos de ultraestrutura e 
histologia da IPP, expressão de genes de defesa e caracterização metabólica 
(Alaniz et al., 2010; Pathrose et al., 2010; Reis et al., 2019).

Em geral, um programa de melhoramento da videira tem por objetivo se-
lecionar características desejáveis associadas à qualidade agronômica da 
planta e qualidade da uva para consumo e/ou processamento. Por exemplo, 
para a adaptação de espécies ao clima tropical, bancos de germoplasma 
incluem espécies de Vitis como V. vinifera e híbridos de V. labrusca, como 
também espécies mais tolerantes a estresses como V. rupestris, V. riparia, 
V. aestivalis, V. caribaea, V. gigas, V. smalliana e V. schuttleworthii, e híbri-
dos interespecíficos geralmente resultantes de cruzamentos entre espécies 
viníferas e espécies americanas. (Maia et al., 2015). Progênies derivadas 
de cruzamentos com esses materiais passam por estudos que evidenciam 
características associadas à resistência a doença (míldio e oídio), pragas 
(filoxera), taxa de fecundidade, compatibilidade de enxertia, vigor vegetativo, 
produtividade de cacho, conteúdo de açúcares, acidez e sabor (Camargo, 
2008). 

Com relação à busca por fontes de resistência de genótipos de videira para 
as podridões de tronco causadas por, por ex., Cylindrocarpon destructans (pé 
preto), Phaeomoniella chlamydospora e Phaeoacremonium spp. (chocolate e 
doença de Petri) e fungos causadores de podridões descendentes, trabalhos 
envolvendo prospecção de bases de resistência vêm sendo incorporados a 
programas de melhoramento no mundo todo com mais intensidade a partir de 
meados dos anos 90 do século passado e a década seguinte, uma vez que o 
controle genético é uma solução óbvia para o controle de patógenos de solo, 
como aconteceu, por exemplo, com o controle da fusariose pela adoção do 
porta-enxerto ‘Paulsen 1103’ (Cavalcanti et al., 2013).



9Co-cultivo in vitro pode discriminar severidade de podridões do tronco em genótipos de videira

De fato, o uso de material com resistência de campo pode contribuir para 
a diminuição das perdas causadas por podridões. Na Espanha (Alaniz et al., 
2010), diferentes níveis de resistência de variedades de videira foram obser-
vados contra Cylindrocarpon liriodendri e C. macrodidymum, em condições 
de casa-de-vegetação. De acordo com os resultados, tais patógenos indu-
ziram sintomas típicos do pé preto em todos os porta-enxertos estudados, 
mesmos com respostas contrastantes entre as variedades estudadas, no 
que tange à redução de massa de tecido radicular, descoloração e necrose 
(índice de doença). Com relação a potenciais fontes de resistência às podri-
dões do tronco, um número significativo de estudos (revisados por Gramaje; 
Armengol, 2011) indica que os principais porta-enxertos e copas de videira 
são susceptíveis, a despeito de haver, em trabalhos envolvendo inoculação 
artificial de fungos causadores do chocolate e da doença de Petri, contrastes 
entre tais susceptibilidades, com destaque para o genótipo 161-49 Couderc 
e cruzamentos entres V. riparia x V. berlandieri (Gramaje et al., 2010). Em re-
latos de resistência ao pé-preto, são mencionados porta-enxertos Vitis riparia 
039-16 e Freedom como fontes potenciais (Gubler et al., 2010; Gramaje et 
al., 2018).

Como acima comentado, em estações experimentais onde se realizam 
melhoramento genético, uma população de híbridos resultantes de cruza-
mentos entre progenitores geram novas cultivares de videira que podem ser 
indicadas para as mais diversas aplicações em vitivinicultura. Os indivíduos 
demonstrando respostas promissoras em variáveis agronômicas ou de pro-
dutos são selecionados e transferidos para campos de validação, onde tais 
performances são avaliadas ao longo de três a quatro anos. Etapas mais 
avançadas no processo de seleção demandam novas triagens que podem 
durar de dois a três anos, já com o envolvimento de viveiristas e produtores 
(Maia et al., 2015). Ou seja, no processo de melhoramento, a identificação de 
genótipos com características desejáveis em termos de resistência a doença 
deve passar por etapas de avaliações em casa de vegetação e campo, antes 
que conclusões sejam tiradas e seleções sejam feitas (Alaniz et al., 2008; 
Travadon et al., 2013; Billones-Baaijens et al., 2014).

Ensaios envolvendo busca por resistência a patógenos de tronco da 
videira vêm sendo propostos a partir de metodologias de casa de vegetação 
trabalhosas e que, também, demandam dispêndio de tempo. Geralmente, 
esses ensaios de patogenicidade e avaliação de progresso de lesões 
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associadas envolvem plantio de mudas em substratos baseados em misturas 
de solo, turfa, vermiculita ou substratos artificiais. O material utilizado é 
fornecido seja a partir de propágulos que precisam enraizar (estacas), seja a 
partir de plântulas regeneradas por micropropagação in vitro, e aclimatizado. 
Ou seja, os tecidos-alvos do parasitismo, raízes e pé da planta, geralmente 
estão muito próximos ou em contato com um substrato heterogêneo e de 
difícil esterilização.

Paralelamente, há limitações relacionadas aos métodos de inoculação, 
que dependem da obtenção de tecidos destacados, ou a imposição de injúria 
mecânica, como inoculação do lenho da planta, a partir de punção lateral. Por 
exemplo, Pathrose et al. (2010) sugerem o uso de raízes recortadas de esta-
cas enraizadas em substrato, previamente inseridas em tubos plásticos her-
méticos com água esterilizada, dentro de placas com meio de cultura, para 
servirem de tecido hospedeiro em estudos de parasitismo de fungo causado-
res de podridão do lenho. Outras técnicas de inoculação envolvem imersão 
de raízes obtidas do plantio de estacas em substratos de difícil esterilização 
em suspensões conidiais de fungos de podridão de raiz e pé de planta (Reis 
et al., 2019). No entanto, esse tipo de inoculação tem baixa eficiência, o que 
obriga que os ensaios possuam grande número de repetições, por causa de 
altos valores obtidos em resíduos e erros padrões conjugados com os geral-
mente baixos valores de graus de liberdade dos experimentos típicos de casa 
de vegetação com populações segregantes (Cochran; Cox, 1957).

Assim, a proposição de uma técnica rápida para seleção de genótipos de 
videira resistentes a patógenos de tronco, a partir de co-cultivo binário (plan-
ta/fungo) em condições in vitro, vem dar suporte à prospecção por genótipos 
que manifestem respostas gerais de resistência/tolerância a infecções causa-
das por patógenos do tronco da videira. 

A metodologia aqui apresentada permite que o processo de doença seja 
acompanhado de um modo rápido, barato, prático e elucidativo. O co-cultivo 
patógeno-hospedeiro, na metodologia proposta, possibilita que um técnico 
possa monitorar o processo de parasitismo forçado a partir da adição de um 
disco micelial de um fungo virulento, em ambiente estéril e controlado. O 
intercâmbio de respostas provenientes da interação planta-patógeno (IPP) 
começa antes mesmo do contato micelial no pé da plântula cultivada em 
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tubo, sendo que o meio de cultura pode também revelar alterações ao longo 
do andamento do processo de parasitismo. 

Pela metodologia preconizada, os ensaios podem ser feitos de um 
modo rápido (entre 10 a 40 dias para obtenção de evidências de tolerância/
resistência) e prático (a metodologia requer uma adoção mínima de 
repetições), podendo ser realizada em bancadas e incubadoras de pequeno 
porte (com fotoperíodo adequado), sem a necessidade de muito espaço 
físico. A metodologia também permite uma abordagem simples para preparo 
de amostras e realização de ensaios analíticos adicionais de dosagem 
e caracterização molecular, principalmente para uso em sistemas de 
cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) associados a detectores de 
massa.

Com o objetivo de evidenciar marcação fenotípica de genótipos 
susceptíveis e tolerantes com relação a patógenos associados a doenças de 
tronco da videira, foi proposto um método alternativo envolvendo co-cultivo 
in vitro de plantas e fungos, para avaliação de sinais/sintomas de podridões 
do tronco da videira, progresso de doença e, também, coleta de amostras 
provenientes do produto biológico das interações planta-patógeno (IPPs) 
para análises químicas e/ou moleculares.

Metodologia

Materiais vegetais e fúngicos e o co-cultivo binário in vitro

A obtenção de plântulas para os co-cultivos foi realizada por meio de 
micropropagação, no Laboratório de Propagação Vegetal (LAPRO) da 
Embrapa Uva e Vinho. Segmentos nodais com uma gema axilar e uma folha, 
de aproximadamente 01 cm de comprimento, excisados de plantas, foram 
cultivados em tubos de ensaio contendo 12 mL de meio “Galzy” (Murashige; 
Skoog, 1962) modificado, com 8,0 µmol L-1 ANA (ácido naftalenoacético), 
2% de sacarose e 0,6% de ágar, pH 6,1, ajustado antes da autoclavagem 
a 1 atm e 121 °C por 20 minutos. As brotações regeneradas foram, então, 
propagadas in vitro em duplicatas, tubos de cultura (11,5 x 2,5 cm) com 
aproximadamente 5 mL de meio, e mantidas em câmara de crescimento a 23 
± 3 °C, sob fotoperíodo de 16 h com PPFD de 75 µmol fótons m-2 s-1. Após o 
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enraizamento (45 a 60 dias), plântulas foram repicadas para tubos com meio 
“Galzy”, sob as mesmas condições acima descritas. 

Para os co-cultivos com plântulas em meio “Galzy”, dois isolados de qua-
tro fungos causadores de podridões do tronco da videira (Grapevine Trunk 
Diseases - GTDs) foram selecionados de coleções do IFRS-Bento Gonçalves/
RS e da Coleção de Microrganismos de Interesse Agroindustrial (CMIA) da 
Embrapa Uva e Vinho (Fusarium), totalizando oito linhagens: 

• Phaeomoniella chlamydospora [TD70/2015 (NCBI: KY984090.1) e 
TD336/2015 (NCBI: KY984080.1)]; 

• Ilyonectria spp. [TD1110 (I. macrodidyma) e TD1117 (I. liriodentri)];

• Neofusicoccum parvum [TD100/2015 (NCBI: KY989973.1) e 
TD522/2015 (NCBI: KY989990.1)] e;

• Fusarium oxysporum f.sp. herbemontis [BRM004941 (NCBI: 
MG461601.1) e BRM004944 (NCBI: MG461602.1)].

No caso de Ilyonectria spp., embora houvesse sequências de fragmentos 
Internal Transcribed Spacer (ITS), identificação morfológica e confirmação 
por comparação de sequências (por ferramenta “BLAST” de alinhamento do 
National Center for Biotechnology Information, NCBI) para este patógeno, 
tais sequências não atingiram qualidade suficiente para serem depositadas 
no banco de dados do NCBI, o Genbank.

Para os experimentos de co-cultivo foram adotadas duas linhagens (iso-
lados) por patógeno (acima listados), com maior e menor agressividade em 
termos do parasitismo intrínseco à doença. Essa abordagem buscou impor 
nos experimentos uma ampliação da representatividade para os atrasos de 
progresso de infecção porventura observados a partir do co-cultivo planta + 
disco micelial, conforme descrito a seguir.

Antes do sub-cultivo das linhagens no tubo contendo a plântula regenerada 
(co-cultivo), os fungos foram crescidos em meio BDA no escuro durante duas 
semanas, em incubadora regulada para 25 °C. Finalmente, discos desses 
cultivos (30 mm) foram, então, transferidos com pinça estéril para os tubos de 
cultura (11,5 x 2,5 cm) contendo meio “Galzy” e as plântulas enraizadas dos 
diferentes genótipos de videira a serem testados (Tabela 1), sendo dispostos 
a aproximadamente 20 mm de distância da plântula. Os tubos foram fechados 
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Tabela 1. Genótipos testados em cada ensaio experimental

Ensaio (1) Genótipos (2) Informações sobre os cruzamentos

Ensaio 1

EV13-218 Híbridos com Vitis caribeae

548-12 Isabel (Vitis labrusca) x Magnólia (Vitis rotundifolia)

P1103 Vitis Berlandieri X Vitis rupestris

EV13-194 Híbridos com Vitis caribeae

IBBT481 Isabel (Vitis labrusca) x Bountiful (Vitis rotundifolia)

548-57 Isabel (Vitis labrusca) x Magnólia (Vitis rotundifolia)

548-15 Isabel (Vitis labrusca) x Magnólia (Vitis rotundifolia)

Ensaio 2

NC206-2 (4)Vitis vinifera x Magnólia (Vitis rotundifolia)

SO4 Vitis Berlandieri X Vitis riparia

1111-7 Seyve-Villard 18315 (híbrido de V. labrusca) x Mag-
nólia (V. rotundifolia)

1111-21 Seyve-Villard 18315 (híbrido de V. labrusca) x Mag-
nólia (V. rotundifolia)

Ensaio 3

1111-131 Seyve-Villard 18315 (híbrido de V. labrusca) x Mag-
nólia (V. rotundifolia)

EV13-251 Híbridos com Vitis caribeae

BDMG-573 Bordô (Vitis labrusca) x Magnólia (Vitis rotundifolia)

1111-14 Seyve-Villard 18315 (híbrido de V. labrusca) x Mag-
nólia (V. rotundifolia)

548-75 Isabel (Vitis labrusca) x Magnólia (Vitis rotundifolia)

548-03 Isabel (Vitis labrusca) x Magnólia (Vitis rotundifolia)

P1103(3) Vitis Berlandieri X Vitis rupestris
(1) Material vegetal multiplicado dentro do projeto “Prospecção e ajustes tecnológicos de porta-enxertos 
de videira para superação de estresses típicos de áreas de replantio no Sul do Brasil”  (PE-VITISUL, 
SEG: 22.16.04.035.00.00), envolvendo cultivares comerciais (P1103, SO4), seleção introduzida dos EUA 
pela Embrapa (NC206) e seleções oriundas dos programas de melhoramento da Embrapa Uva e Vinho 
(cruzamentos 548, 1111), da Epagri (EV13) e da UFPR (IBBT, BDMG);

(2) Informações fornecidas por comunicação pessoal, (Dr. Henrique P. dos Santos, em 13/07/18 e 18/11/2020);

(3) Ensaio 3, co-cultivo de Paulsen (P1103) com Fusarium oxysporum f.sp. herbemontis;

(4) Cruzamento mais provável.

e lacrados com filme plástico e incubados a 25 oC, com fotoperíodo de 12 h e 
PPFD de 75 µmol fótons m-2 s-1. 
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Esquema experimental e monitoramento 
da interação planta-patógeno (IPP)

Os experimentos baseados nesse método foram desenhados em delinea-
mento inteiramente casualizado (DIC), em esquema fatorial A x B, sendo o 
fator A os diferentes genótipos de videira candidatos à verificação de seu 
nível de resistência/tolerância a podridões do tronco, e o fator B, diferentes 
isolados (considerando a agressividade) de diferentes fungos causadores de 
podridões de tronco. As parcelas experimentais foram definidas como um 
tubo com uma plântula por repetição, estabelecendo-se três repetições por 
tratamento. Os controles utilizados foram: testemunha absoluta (plantas com 
o meio “Galzy”) e controle negativo (mock-inoculated, adicionados apenas 
com disco de BDA estéril, por tubo).

Os experimentos de co-cultivo foram conduzidos na sala climatizada do 
Laboratório de Interação Planta-Patógeno (LIPP) da Embrapa Uva e Vinho, 
ajustada para 25 ± 3 °C e separados em três ensaios diferentes (Tabela 1).

As respostas do início da IPP, a partir da inoculação com a introdução com 
o disco micelial (BDA) com ou sem o fungo, e o progresso das podridões (com 
evolução de lesões e sinais do patógeno), foram monitoradas a cada seis 
horas e, depois de dois ou três dias, diariamente. Nos ensaios 1, 2 e 3 (Tabela 
1), o progresso da doença, até um índice máximo medido após a completa 
destruição  do  tecido  da  plântula  modelo,  cobriu entre 20-30 dias (para 
N. parvum, Ilyonectria e Fusarium) e 80 dias, no caso de P. chlamydospora. 

Avaliação dos sinais e sintomas do 
parasitismo, em co-cultivo in vitro 

Avaliação dos sinais do desenvolvimento fúngico

As avaliações dos sinais do crescimento do patógeno, internamente ao 
tubo de cultivo, na presença do hospedeiro regenerado (Tabela 1), foram 
feitas por obtenção de imagens digitais coloridas de cada repetição de cada 
tratamento, seguida pela quantificação das estruturas fúngicas por contagem 
de pixels da imagem classificada por meio do freeware NIH, ImageJ (versão 
1.53a). A digitalização foi realizada seguindo o padrão: posicionamento do 
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tubo em pé, em fundo branco garantido por um arranjo apoiado em uma caixa 
de papelão forrada com folha de papel ofício em todas as faces. Distância do 
tubo até a câmera (20 cm). A captação das imagens para cada tubo de co-cul-
tivo foi, assim, rigorosamente padronizada no tempo, observando-se a orien-
tação e posicionamento dos tubos com relação à câmera e à distância focal.

Para a contagem de pixels, foram consideradas todas as alterações vi-
síveis produzidas no fungo a partir da inserção do disco de BDA no tubo de 
co-cultivo, e a partir da IPP forçada no interior do tubo, em seção transversal. 
Ou seja: a) crescimento absoluto do talo micelial em qualquer lugar no interior 
do tubo; b) aparecimento ou não de estruturas reprodutivas (de dispersão 
ou sobrevivência) do patógeno, com ou sem mudanças de cores na região 
limítrofe à zona de colonização do fungo. Todas as contagens foram quanti-
ficadas por meio do ImageJ, a partir da marcação das áreas lesionadas da 
imagem pelo avaliador, em plano transversal. Todas as avaliações foram fei-
tas por um único avaliador, previamente submetido a testes de validação de 
sua acurácia visual pelo software Rocket v1.0 (Ampese et al., 2017). Antes 
das considerações estatísticas em delineamento inteiramente casualizado 
(DIC), uma curva padrão foi gerada pelo avaliador, para conversão de pixels 
em cm2, a partir de um padrão de grid quadrangular, ou um quadrado padrão 
impresso, digitalizado no sistema de captação de imagens adotado, acima 
sugerido. 

Após todas as avaliações, os dados foram analisados em termos de nor-
malidade e de homocedasticidade, previamente à ANOVA e inferências de 
média (P < 0,05), conforme descrição no item ‘Análises estatísticas e mode-
lagem das curvas de progresso de IPP’.

Avaliação do progresso de lesões no tecido vegetal da plântula

Nos ensaios experimentais (1-3), obedecendo-se à periodicidade 
explicada em ‘Esquema experimental e monitoramento da interação planta-
patógeno (IPP)’, foram monitorados o progresso (no tempo) e densidade de 
sintomas de podridões causados pelos patógenos estudados. As avaliações 
foram realizadas por inspeção visual por avaliador treinado e validado em 
eficiência visual pelo Rocket v1.0 (Ampese et al., 2017). Foram consideradas 
as alterações produzidas pela IPP forçada: a) mudança na cor da região 
limítrofe à zona de colonização do fungo; b) produção de lesões típicas 
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de podridão; c) necroses e tombamento etc, conforme uma escala gráfica 
especificamente desenvolvida e validada para o método proposto (Figura 1). 
Essa escala foi dividida em nove classes de doença mais o zero, cobrindo 
0-100% de severidade. O avaliador utilizou as referências de níveis de 
severidade em cada classe da escala para atribuir as notas. Por fim, as notas 
de cada classe foram agrupadas, sumarizadas e submetidas à transformação 
angular ω = arcsen(ID1/2) (Czermainski, 1999). Com ω, foram realizados testes 
de normalidade por Shapiro-Wilk, ANOVA, teste LSD (Fisher) e inferência por 
Tukey a 5% de probabilidade, conforme descrito em ‘Análises estatísticas e 
modelagem das curvas de progresso de IPP’ (Figura 2). Valores de Índice de 
Doença (ID%) foram definidos como a intensidade de doença (Czermainski, 
1999). Áreas Abaixo da Curva de Progresso de Doença (AACPDs) foram 
calculadas de acordo com Campbell e Madden (1990). 

Análises estatísticas e modelagem das 
curvas de progresso de IPP

Para as análises estatísticas, scripts R (R version 3.5.0 - The R Foundation, 
2018) foram escritos especificamente para os dados levantados nos três en-
saios experimentais da presente pesquisa, dentre eles, a AACPD e o Índice 
de Sensibilidade, IS = [(AACPD x r x q) x 104] (Figura 2). Valores de IS mais 
baixos (por patógeno testado) indicam ser o genótipo mais tolerante/resistente 
em co-cultivo in vitro, nas condições de incubação descritas na metodologia. 

Com relação à modelagem do progresso de IPP para cada co-cultivo, 
considerando genótipo, fungo e linhagem de cada fungo trabalhada, foi 
ajustado um modelo (geralmente não linear) para representação do evento 
biológico específico (curvas de progresso de IPP), respeitando o delineamento 
experimental padrão, acima descrito. Para cada modelo não linear, foi 
extraída uma linearizada para efeito de cálculo da taxa de progresso das IPPs 
observadas experimentalmente. Os modelos adotados, bem como indicadores 
estatísticos, estão especificados na apresentação dos resultados (Tabelas 2, 
3 e 4), para cada IPP. Para as taxas, foram considerados os logitos, ln[ω(i) 
x (1- ω(i))] e gompitos, {-ln[-ln(ω(i))]}. Estimadores dos parâmetros, ANOVA e 
demais estatísticas foram obtidos por auxílio de software estatístico comercial 
e do R, com scripts próprios.
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Nos poucos casos em que foram necessárias estimativas de parcelas 
perdidas, as mesmas foram calculadas pelas instruções: (dados$ajus 
<- predict(m1, newdata=dados); with(dados, tapply(VARV, 
FAT1, mean, na.rm=TRUE)); with(dados, tapply(ajus, FAT1, 
mean), em ambiente R.

Figura 2. Script padrão em R composto para analisar os dados provenientes das IPPs 
de cada ensaio experimental de co-cultivo in vitro entre genótipos de videira e fungos 
causadores de podridões de tronco, fatorial A(i) x B(j), em DIC, três repetições por trata-
mento.

dados <- read.table(file.choose(), header=TRUE, sep=”\t”, dec=”,”)
str(dados)
unique(dados$FAT2); dados
require(lattice)
xyplot(VARV~FAT2, groups=FAT1, data=dados, type=c(“p”,”smooth”))
xyplot(VARV~FAT2|FAT1, data=dados) 
par(mfrow=c(1,2))
boxplot(VARV~FAT1, data=dados)
boxplot(VARV~FAT2, data=dados)
par(mfrow=c(1,1))
hist(dados$VARV)
plot(density(dados$VARV))
barras <- with(dados, tapply(VARV, FAT1, mean,)); barras
bp <- barplot(barras, ylim=c(0,15)) 
text(bp, barras, label=round(barras, 1), pos=3)
title(“Médias dos tratamentos”)
box()
m0 <- aov(VARV~FAT1+FAT2+FAT1:FAT2, data=dados)
m0 <- aov(VARV~FAT1*FAT2, data=dados)
summary(m0)
class(dados$FAT1)
dados$FAT2 <- factor(dados$FAT2) 
class(dados$FAT2)
m0 <- aov(VARV~FAT1*FAT2, data=dados)
summary(m0)
par(mfrow=c(2,2))
plot(m0) 
layout(1)
par(mfrow=c(1,3))
qqnorm(dados$VARV); qqline(dados$VARV)
with(subset(dados, FAT2==”1”), { qqnorm(VARV); qqline(VARV) })
with(subset(dados, FAT2==”2”), { qqnorm(VARV); qqline(VARV) })
par(mfrow=c(1,1))
qqnorm(scale(dados$VARV), asp=1); qqline(scale(dados$VARV))
hist(scale(dados$VARV), freq=FALSE)
curve(dnorm(x), add=TRUE, col=2); lines(density(scale(dados$VARV)), col=3)
shapiro.test(residuals(m0))
bartlett.test(residuals(m0)~dados$FAT2)
df.residual(m0)
deviance(m0)
deviance(m0)/df.residual(m0) # quadrado médio do resíduo (QMR)
require(agricolae)
Stud <- with(dados, LSD.test(VARV, FAT1,
  group=FALSE,
            DFerror=df.residual(m0),
            MSerror=deviance(m0)/df.residual(m0)))
Stud
Tu <- with(dados, HSD.test(VARV, FAT1, DFerror=df.residual(m0), Serror=deviance(m0)/df.residual(m0))); Tu
Tu <- with(dados, HSD.test(VARV, FAT2, DFerror=df.residual(m0), Serror=deviance(m0)/df.residual(m0))); Tu



19Co-cultivo in vitro pode discriminar severidade de podridões do tronco em genótipos de videira

Resultados e discussão
Pelo método de screening por resistência genética proposto, foi possível 

obter perfis diferenciados completos de progressos de interações planta-
patógeno (IPP) em 20 a 30 dias, em genótipos de videira in vitro, mesmo 
em tenro estádio vegetativo. Paralelamente, foi possível acompanhar 
detalhadamente o desenvolvimento de lesões características (Figura 1) e a 
degradação de tecido em diferentes níveis de susceptibilidade, para cada 
fungo testado.

Para as podridões do tronco (Grapevine Trunk Diseases - GTD) o uso de 
variedades resistentes/tolerantes (R/T) de copa e porta-enxertos é considera-
da a estratégia mais barata, simples e efetiva para o controle da doença, em 
condições de vinhedo. Tais variedades não apenas reduziriam as perdas com 
as podridões, como também demandariam menos ações curativas associa-
das ao controle dessas doenças (Bergamin Filho et al., 2016). Estudos (revi-
sados por Gramaje et al., 2018) mostram que cultivares de videira possuem 
diferentes níveis de susceptibilidade a patógenos do tronco e, até o momen-
to, não há identificação de resistência baseada em interação gene-a-gene 
promovendo um controle genético significativo para as podridões de tronco 
da videira. Apesar disso, um mapeamento de QTL (Quantitative Trait Loci) foi 
evidenciado e associado à condutividade hidráulica do xilema, e ao diâmetro 
de vasos. Os resultados do mesmo trabalho confirmaram que, na população 
de progênie estudada, a densidade de vasos de maior diâmetro esteve posi-
tivamente correlacionada com o nível de susceptibilidade a P. chlamydospora 
(Pouzoulet et al., 2019).

Até o momento, os programas de melhoramento de videira para sele-
ção de genótipos R/T para as doenças de tronco convivem com escassez 
de informação e conhecimento de bases genéticas robustas para fontes de 
resistência genética. Paralelamente, custosos ensaios de fenotipagem, co-
mumente adotados nos programas de seleção por resistência baseados em 
abordagens e metodologias convencionais de obtenção de mudas, inocula-
ção artificial e melhoramento, não cooperam para acelerar a disponibilização 
de materiais que possam, de fato, direcionar um controle genético de doenças 
do tronco causadas por Phaeomoniella chlamydospora, Phaeoacremonium 
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spp., Cylindrocarpon spp e espécies de Botryosphaeiaceae (Gramaje et al., 
2018; Reis et al., 2019). 

A metodologia presentemente proposta envolve o hospedeiro cultivado in 
vitro, estabelecido por micropropagação vegetativa até a obtenção de célu-
las de raízes e parte aérea diferenciadas com tais tecidos estabelecidos, e 
células foliares com capacidade fotossintetizante. O sistema do hospedeiro, 
então, recebe um disco micelial com um isolado de um patógeno virulento de 
tronco da videira, e o processo de parasitismo pode se estabelecer a partir 
desse co-cultivo binário. Sinais e sintomas desse parasitismo são facilmente 
identificados a olho nú, bem como respostas contrastantes entre genótipos 
mais tolerantes e mais susceptíveis do hospedeiro (Figura 3).

A presente abordagem difere das técnicas de inoculação artificial e fe-
notipagem típicas de ensaios de seleção e busca por bases de resistência 
em genótipos de videira, até o presente momento (revisado por Gramaje et 
al., 2018). Tais inoculações são feitas em material (bacelos/varas) plantado 
para enraizamento, ou mesmo proveniente de cultura de tecidos, mas acli-
matizado ex vitro e plantado em substrato similar ao solo (deixando as raízes 
invisíveis ao avaliador), em ambiente de casa de vegetação. As inoculações 
artificiais são usualmente feitas por punção caulinar, ou imposição de injúria 
lateral e exposição a suspensões conidiais, seja por injeção, pulverização 
ou contato com disco de ágar embebido na suspensão etc. Há metodologias 
baseadas em tecidos conduzidos em condições in vitro como, por exemplo, 
em Pathrose et al. (2010). No entanto, neste caso, raízes destacadas de va-
ras enraizadas foram cultivadas em placas de Petri com meio BDA inoculado 
com o isolado virulento do patógeno de tronco. A turgidez do tecido radicular 
é mantida por imersão em um tubo com água, mas a imposição de injúria 
física foi incorporada ao método.

O co-cultivo in vitro aqui proposto não depende do uso de tecidos desta-
cados (injuriados e estressados), usando base de células diferenciadas e em 
um regime de estresse controlado. 

Ao cabo de três ensaios experimentais (Tabelas 2, 3 e 4), foram verificadas 
respostas discriminantes entre genótipos, dentro de co-cultivos específicos. No 
entanto, como esperado, foi rara uma manifestação de fenótipo de resistência 
e/ou tolerância completa. Alias, aqui é importante salientar o respeito que 
há que se ter pela inclusão dos dois conceitos de mecanismos fisiológicos 
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Figura 3. Aspectos visuais de dois co-cultivos envolvendo quatro genótipos [codificados 
como “B” (548-12), “E” (IBBT481), “A” (EV13-218) e “F” (548-57)] versus dois fungos 
(dois isolados por fungo) causadores de podridão do tronco da videira, (I) Ilyonectria sp., 
isolados TD1110 (I1110) e TD1117 (I1117), 2 dias após o co-cultivo (DAC); (II) Ilyonectria 
sp., isolados TD1110 (I1110) e TD1117 (I1117), 14 DAC; (III) Neofusicoccum parvum, 
isolados TD100 (N100) e TD522 (N522), 2 DAC; (IV) Neofusicoccum parvum, isolados 
TD100 (N100) e TD522 (N522), 14 DAC. 
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isolados TD1110 (I1110) e TD1117 (I1117), 2 dias após o co-cultivo (DAC); (II) Ilyonectria380 
sp., isolados TD1110 (I1110) e TD1117 (I1117), 14 DAC; (III) Neofusicoccum parvum, 381 
isolados TD100 (N100) e TD522 (N522), 2 DAC; (IV) Neofusicoccum parvum, isolados 382 
TD100 (N100) e TD522 (N522), 14 DAC. Fotos: Henrique D. D. Ziero e Aline M. Michel. 383 
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isolados TD1110 (I1110) e TD1117 (I1117), 2 dias após o co-cultivo (DAC); (II) Ilyonectria380 
sp., isolados TD1110 (I1110) e TD1117 (I1117), 14 DAC; (III) Neofusicoccum parvum, 381 
isolados TD100 (N100) e TD522 (N522), 2 DAC; (IV) Neofusicoccum parvum, isolados 382 
TD100 (N100) e TD522 (N522), 14 DAC. Fotos: Henrique D. D. Ziero e Aline M. Michel. 383 

384 

A metodologia presentemente proposta envolve o hospedeiro cultivado in vitro, 385 

estabelecido por micropropagação vegetativa até a obtenção de células de raízes e parte aérea 386 

diferenciadas com tais tecidos estabelecidos, e células foliares com capacidade 387 

fotossintetizante. O sistema do hospedeiro, então, recebe um disco micelial com um isolado 388 

de um patógeno virulento de tronco da videira, e o processo de parasitismo pode se 389 

estabelecer a partir desse co-cultivo binário. Sinais e sintomas desse parasitismo são 390 

facilmente identificados a olho nú, bem como respostas contrastantes entre genótipos mais 391 

tolerantes e mais susceptíveis do hospedeiro (Figura 3). 392 

A presente metodologia difere fortemente das técnicas de inoculação artificial e 393 

I II

III IV

2 DAC 14 DAC



22 BOLETIM DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO 20

associados à defesa vegetal contra patógenos. Isso porque, de acordo com 
Lutts (1996), tanto o fenômeno de resistência associada a propriedades 
internas da planta que se opõem à aparição de lesões causadas por estresse 
(ou circundar o mecanismo de formação da lesão), quanto o da tolerância ou 
a capacidade da planta conviver com o agente estressor, caracterizariam um 
atraso no progresso da IPP forçada pela metodologia.

Considerando os três ensaios experimentais realizados, mesmo havendo 
indicações de discriminação apontadas pelas estatísticas associadas a dife-
rentes IPPs, o que se refletiu em diferentes sintomatologias que alternaram 
entre susceptível e altamente susceptível, apenas três genótipos demons-
traram um indicativo de R/T (Tabela 4, Figura 4).

Com os ensaios de co-cultivo in vitro, foi possível verificar, por avaliações 
visuais, diferentes progressos no desenvolvimento de lesões causadas pelo 
fungo adicionado ao ambiente plântula-estéril a partir da inserção de um 
disco micelial com a linhagem fúngica de trabalho, ao longo de 14-30 dias. 
Essas diferenças, perceptíveis visualmente e por abordagem estatística, 
foram, evidentemente, causadas por imposição fenotípica de expressão de 
R/T (Figura 4), considerando os diferentes níveis de agressividade entre os 
isolados do patógeno estudados, sobre os tecidos de um mesmo genótipo 
hospedeiro (Figura 5).

Outra importante observação foi a resposta em termos  de amarronzamento 
no meio de cultivo (“Galzy”) e na superfície periférica dos tecidos da raiz e 
do colo da plântula. Por exemplo, nos estudos envolvendo Neofusicoccum 
parvum, foi possível evidenciar acúmulos de moléculas marrons, 
possivelmente  compostos  de  natureza  fenólica, no meio de co-cultivo. 
Essas deposições marcaram, na maioria das vezes, uma reação fenotípica 
de R/T (Figura 3, IV). Isso, quando comparados com genótipos sensíveis, 
pela metodologia proposta. Por exemplo, o genótipo EV13-218 respondeu 
com acúmulo de moléculas marrons associado ao atraso no progresso de 
formação de lesões quando inoculados com o N. parvum, independentemente 
de o isolado desafiador ser mais (TD522) ou menos (TD100) agressivo 
(Figura 3, IV e, com outros genótipos em teste, Figura 5, A e B; Figura 6). No 
entanto, por outro lado, também foi verificado que a deposição de moléculas 
marrons ou esteve associada à sensibilidade do genótipo ou evidente tanto 
em genótipos potencialmente sensíveis, como nos resistentes.
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21

 Considerando os três ensaios experimentais realizados, mesmo havendo 454 

indicações de discriminação apontadas pelas estatísticas associadas a diferentes IPPs, o 455 

que se refletiu em diferentes sintomatologias que alternaram entre ‘susceptível’ e 456 

‘altamente susceptível’, apenas três genótipos demonstraram um indicativo de R/T 457 

(Tabela 4, Figura 4). 458 

459 

460 

461 

462 

463 

464 

465 

466 

467 

468 

469 

470 

471 

472 

473 

474 

475 

476 

477 

478 

479 

480 

481 
Figura 4. Progresso da interação planta-patógeno (IPP) e AACPD (adimensional, nos 482 
insertos) em co-cultivos in vitro contendo plântulas de genótipos de videira (Vitis sp.) 483 
que responderam com ‘Indicação de R/T’. A) Isolados TD70 e TD336 de P. 484 
chlamydospora versus 548-03 (G03) e 1111-14 (G14); B) Isolados TD1110 e TD1117 485 
de Ilyonectria spp. versus 13-251 (G251) e 548-75 (G75); e C) Isolados BRM004941 e 486 
BRM004944 de Fusarium sp. versus BDMG-573 (G573) e Paulsen 1103 (G1103). 487 
Barras verticais indicam desvio padrão considerando as médias das amostras compostas488 
com o fator ‘Isolado’. Nas avaliações onde não há sobreposição de barras verticais, há 489 
diferença significativa (P < 0.05) de acordo com LSD-Fisher. 490 
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Figura 4. Progresso da interação planta-patógeno (IPP) e AACPD (adimensional, nos 
insertos) em co-cultivos in vitro contendo plântulas de genótipos de videira (Vitis sp.) 
que responderam com ‘Indicação de R/T’. A) Isolados TD70 e TD336 de P. chlamydos-
pora versus 548-03 (G03) e 1111-14 (G14); B) Isolados TD1110 e TD1117 de Ilyonectria 
spp. versus 13-251 (G251) e 548-75 (G75); e C) Isolados BRM004941 e BRM004944 
de Fusarium sp. versus BDMG-573 (G573) e ‘Paulsen 1103’ (G1103). Barras verticais 
indicam desvio padrão considerando as médias das amostras compostas com o fator 
Isolado. Nas avaliações onde não há sobreposição de barras verticais, há diferença 
significativa (P < 0.05) de acordo com LSD-Fisher.
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Figura 5. Curvas de Progresso de Doença (CPD) para (A e B) N. parvum, isolados 533 
TD100 (--) e TD522 (--) versus genótipos SO4 e 1111-7; (C e D) Ilyonectria spp., 534 
isolados TD1117 (--) e TD1110 (--) versus genótipos 1111-21 e 1111-7; (E e F) 535 
Fusarium sp., isolados BRM004941 (--) e , BRM004944 (--) versus genótipos 536 
NC206-2 e 1111-7; (G) P. chlamydospora, isolados TD336 (--) e TD70 (--) versus537 
genótipos NC206-2 e 1111-21. Diferentes padrões de CPD (e AACPDs, dentro dos 538 
insertos) em diferentes isolados co-cultivados, em condições in vitro. AACPDs com 539 
mesmas letras não diferem de acordo com LSD-Fisher, a 5% de significância. 540 
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Figura 5. Curvas de Progresso de Doença (CPD) para (A e B) N. parvum, isolados TD100 
(-○-) e TD522 (-■-) versus genótipos SO4 e 1111-7; (C e D) Ilyonectria spp., isolados 
TD1117 (-○-) e TD1110 (-■-) versus genótipos 1111-21 e 1111-7; (E e F) Fusarium sp.,  
isolados BRM004941 (-○-) e, BRM004944 (-■-) versus genótipos NC206-2 e 1111-7; 
(G) P. chlamydospora, isolados TD336 (-○-) e TD70 (-■-) versus genótipos NC206-2 e 
1111-21. Diferentes padrões de CPD (e AACPDs, dentro dos insertos) em diferentes 
isolados co-cultivados, em condições in vitro. AACPDs com mesmas letras não diferem 
de acordo com LSD-Fisher, a 5% de significância. 
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Compostos fenólicos associados a respostas de amarronzamento 
em tecidos vegetais são diversas e compõem agrupamentos bastante 
diversificados que possuem uma função biológica essencial, como um traço 
adaptativo associado à evolução de organismos sésseis: a defesa química 
contra patógenos, herbívoros e insetos (Lattanzio et al., 2006). Tais moléculas 
são produtos intermediários de duas rotas bioquímicas principais dentre o 
metabolismo secundário vegetal: a rota do ácido chiquímico (AC) e a do 
acetato-malonato. A primeira abrange a produção de fenilpropanoides que são 
substratos para a biossíntese de flavonoides, chalconas, estilbenos, aldeídos 
e alcoois fenólicos monoméricos que podem se ligar formando polímeros de 
enrijecimento de parede celular, como a lignina. A rota do acetato-malonato 
pode reforçar a do AC produzindo flavonoides e taninos condensados, como 
pode participar da produção de polímeros de defesa estrutural constitutiva, 
como cutina, suberina, ceras e poliacetilenos (Cavalcanti et al., 2014; 
Bhatla, 2018). Essas substâncias podem se acumular em uma situação de 
reconhecimento compatível de uma interação planta-patógeno (IPP), podendo 
extravasar para o meio externo ao protoplasma vegetal (Bhattacharya et al., 
2010).

Aliás, existe um evidente potencial de aplicação do co-cultivo binário in 
vitro como fonte de amostras para estudos de caracterização do perfil meta-
bólico e de compostos polifenólicos envolvidos em IPPs associadas a podri-
dões do tronco da videira, visando à elucidação de modelos bioquímicos de 
resistência e/ou tolerância a aos tipos específicos de parasitismo que carac-
terizam essas podridões. 

De fato, estudos já evidenciaram o aumento da quantidade e na diversi-
dade de polifenóis em IPPs envolvendo patógenos do tronco da videira. Por 
exemplo, Magnin-Robert et al. (2016) evidenciaram significativos aumentos 
de polifenóis em tecido lenhoso lesionado por fungos causadores da  Esca, 
P. chlamydospora, Phaeoacremonium sp. e Fomitiporia mediterranea em pro-
cesso de apoplexia e em tecidos assintomáticos, mas contaminados. Esses 
autores evidenciaram maiores valores de flavonoides foram observados em 
tecidos assintomáticos, mas contaminados com os patógenos do complexo 
de doença, enquanto estilbenos apareceram mais em tecidos assintomáti-
cos. Moléculas fúngicas acumuladas puderam ser identificadas em resposta 
a casos de apoplexia em IPP, tais como policetídeos diversos, isômeros de 
meleína e hidroxi-meleína. 
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Por outro lado, polifenóis também podem estar envolvidos em interações 
entre microrganismos e plantas na rizosfera, cooperando para um pool pro-
vável de compostos fenólicos que foram depositados no meio “Galzy”. Em 
fungos, polifenóis são mobilizados tanto por processos de simbiose mutua-
lista (Rhizobium), seja por parasitismo. Essa região limítrofe à raiz perfaz 
um ecossistema dinâmico de interações entre microrganismos e a planta, e 
essas interações são, muitas vezes, governadas por exsudação de matrizes 
de polifenóis paralelamente a íons, água, radicais livres, mucilagem, enzimas 
etc (Bhattacharya et al., 2010). 

Figura 6. Detalhe de duas plântulas de videira co-cultivados com a linhagem TD100/2015 
de N. parvum, quatro (4) dias após co-cultivo (DAC). Genótipo 548-57 (A) e genótipo 
EV13-218 (B). Verifica-se onde há menor deposição de substância amarronzada/es-
cura, o micélio cresce mais rápido (seta vermelha). A recíproca (em B) é verdadeira. 
Estatísticas (taxas q, AACPD e IS) para essa resposta estão apresentadas na Tabela 2.
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Do ponto de vista do patógeno, intermediários metabólicos formadores do 
pigmento polifenólico melanina como a série de elementos di- e tri-hidroxi-
-naftalênicos e toxinas subprodutos, como a scitalona e isosclerona, podem 
participar de uma IPP compatível disparando o desenvolvimento de lesões 
associadas a um fenômeno de parasitismo. Para o fungo, a melanina ser-
ve como polímero de proteção e de robustez mecânica que, na maioria das 
IPPs, atua como base mecânica para a penetração de estruturas miceliais 
para dentro do tecido vegetal hospedeiro, bem como a supressão de suas 
respostas de defesa (Belozerskaya et al. 2017).

Com relação à evidência de genótipos com potencial de manifestar 
um fenótipo de R/T, um dos co-cultivos trabalhou com material avaliado e 
validado em condições de campo justamente associado ao agente causador 
do problema para o qual a variedade foi desenvolvida: o Fusarium oxysporum 
f.sp. herbemontis. O co-cultivo em questão foi entre o genótipo ‘Paulsen-1103’ 
(P1103) versus os dois isolados de Fusarium. Como uma ilustração, no 
ensaio 3, foi verificado um atraso significativo da curva de progresso da IPP 
em questão, considerando AACPD, taxas de progresso r e q e IS% (Tabela 
4 e Figura 4C).

O screening para seleção de fontes de resistência a podridões do 
tronco proposto pela presente técnica é baseado em plantas de videira 
micropropagadas por técnica de cultura de tecidos (meristemas laterais). Tais 
plantas estão estabelecidas em uma condição de células de raízes e parte 
aérea diferenciadas com tecidos completamente estabelecidos, e células 
foliares com incipiente capacidade fotossintetizante independentemente da 
concentração de sacarose (mixotrófico) ao meio (Fila et al., 2006). No entanto, 
plantas acondicionadas em tubos de cultura podem apresentar uma condição 
de juvenilidade e estresse tal que possa haver a ocorrência de diferenças 
sensíveis entre respostas de interação planta-patógeno conduzida no sistema 
in vitro, e as conduzidas em plantas aclimatizadas, mudas, ou mesmo plantas 
adultas (in vivo). Ou seja, embora haja diferenciação celular da plântula, os 
indivíduos não estão aclimatizados, e pode haver um descompasso entre os 
resultados in vitro e as plantas in vivo. Tal desvantagem não está provada, 
no entanto. No presente momento, testes estão sendo conduzidos para 
confirmação de tal hipótese. E, em caso negativo (respostas equivalentes 
entre interações planta-patógeno em condições in vitro e in vivo), a técnica 
proposta poderá assumir uma importância ainda maior no ganho de praticidade 
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e agilidade para a seleção de materiais promissores para o controle genético 
das doenças de tronco da videira.

A planta da videira pode ser acometida por vários tipos de podridões do 
tronco (GTD). Geralmente, as podridões se caracterizam como uma doença de 
juros simples, a qual o controle mais importante (considerando cultivos não 
anuais) vai estar relacionado ao manejo e à busca por resistência genética, 
principalmente quando se caracteriza na planta uma podridão radicular ou 
do colo, ou no ponto de enxertia (Cavalcanti et al., 2013). Na videira, vários 
são os fungos que podem causar essas doenças, e, neste trabalho, foram 
abordados os que têm recebido grande atenção: P. chlamydospora (Petri, 
Esca); Ilyonectria spp. (“pé preto”), N. parvum (podridões descendentes) e 
Fusarium sp. (“fusariose”). A dificuldade para o controle das GTDs, além da 
própria diversidade etiológica, está intimamente associada à complexidade 
das IPPs associadas a cada patógeno que engloba, inclusive, períodos de 
latência do patógeno no tecido hospedeiro (em tecidos assintomáticos), bem 
como o envolvimento de estresses abióticos na dinâmica de doença. Por isso, 
mesmo a despeito de suas possíveis limitações, métodos in vitro vêm sendo 
crescentemente adotados como pré-screening por resistência genética em 
videira e como métodos de obtenção de amostras para estudos sofisticados 
de entendimento dos processos de parasitismo (Reis et al., 2019). Métodos 
distintos têm sido adotados, como suspensão celular, cultura de calos, 
ensaios em discos foliares, folhas destacadas expandidas, ensaios in vivo 
abordando bacelos e mudas enxertadas. (Reis et al., 2019).

Atualmente, já se tem a consciência de que cada método in vitro acima 
mencionado deve ser aplicado com o pressuposto de se integrar a outros 
métodos mais robustos para fenotipagem em condições de produção vege-
tal, para validação e confirmação da eficiência dos materiais selecionados 
(Pathrose et al., 2010; Reis et al., 2019). Recentemente, foi publicada uma 
abordagem envolvendo transferência de plântulas para meios com toxinas 
isoladas de patógenos causadores de GTDs, para efeito de estudos meta-
bólicos (Trotel-Aziz et al., 2019). Ensaios envolvendo plântulas também já 
foram  relatados na   literatura,   envolvendo   inoculação   com  suspensão   
de  esporos  de  P. chlamydospora (Santos et al., 2004).
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Conclusões
a) O co-cultivo in vitro força a interação binária entre fungos causadores 

de podridões do tronco e plântulas de videira, em condições isentas de 
contaminações e fatores ambientais espúrios;

b) O contato entre Ilyonectria spp., Neofusicoccum parvum, Phaeomoniella 
chlamydospora e Fusarium oxysporum f.sp. herbemontis com diferentes 
genótipos de videira produz curvas de progresso de doença específicas 
para cada interação planta-patógeno (IPP) observada;

c) Tais respostas podem subsidiar estudos preliminares envolvendo 
fenotipagem por resistência genética da videira a podridões do 
tronco, desde que as triagens sejam confirmadas em estudos ex vitro 
envolvendo modelos que apresentem tecido cortical e vascular com 
maior desenvolvimento, mudas e/ou plantas adultas;

d) Por sua praticidade, o presente método pode ser implementado em 
consórcio entre laboratórios de Fitopatologia e Melhoramento Vegetal 
(ou Propagação Vegetal) minimamente equipados com microscópio, in-
cubadora (BOD) e capela de fluxo laminar.
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