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RESUMO

As regides de altitude de Santa Catarina tém elevado potencial para a viticultura. Devido
as condi¢cdes de elevada precipitacdo, um dos maiores desafios dos produtores € o
controle de podriddes de bagas, em especial a podridao-cinzenta-da-uva causada pelo
fungo Botrytis cinerea (De Bary) Whetzel, 1945 (mofo cinzento). O emprego continuo de
fungicidas no controle de B. cinerea em videira tem elevado os custos de produgao, bem
como ocasionam impactos negativos na pressdo de selegdo, ao ambiente e a saude
humana. O presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial de bactérias epifitas e
endofiticas isoladas de videira no controle da podriddo-cinzenta-da-uva. As bactérias
foram isoladas de diferentes partes de plantas obtidas de vinhedos comerciais do planalto
central de Santa Catarina, isoladas de 6rgaos e tecidos vegetais (epifiticas) e de tecidos
internos (endofiticas) de folhas de videira; enquanto que B. cinerea, foi a partir de cachos
de uva com sintomas da doencga. Os experimentos foram conduzidos em duas etapas in
vitro e in vivo. Na fase in vitro, foram realizados identificagdes e testes de antibiose dos
isolados bacterianos contra o B. cinerea em placas de Petri (90 mm). O material foi
acondicionado em camara de crescimento tipo “biochemical oxygem demand” (BOD)
com temperatura de 25 £ 1 °C e fotoperiodo de 12 h de luz. Os isolados bacterianos
foram selecionados com base em avaliagdes da amplitude (cm) do halo de inibigdo. Na
fase in vivo, foram realizados testes de antibiose em bagas destacadas a partir de cachos
de uva coletados na maturagao fisiolégica da variedade ‘Suavignon Blanc’, com os
seguintes tratamentos: 1) agua destilada esterilizada (testemunha); 2) fungicida Eco-
Shot® (controle biolégico comercial); 3) Isolado (s) bacteriano (s) com maior potencial de
antibiose obtidos nos ensaios in vitro. As bagas foram inoculadas previamente com
esporos de B. cinerea na concentragéo aproximada de 1,0 x10° conidios. mL', 24h antes
da pulverizagdo com os tratamentos. Os experimentos foram conduzidos em
delineamento experimental inteiramente casualizado com cinco repeticdes. Testes
bioquimicos de glicose, lactose, lisina, indol, oxidase e fermentacao (OF), citrato, indol e
uréia foram realizados. Os dados foram submetidos a analise de variagdo ANOVA e
quando significativo ao teste de separagdo de médias de Scott-Nott a 5% de
probabilidade, utilizando o software SISVAR versao 5.6. Foram obtidos 52 isolados
bacterianos morfologicamente diferentes de acordo com as caracteristicas de coloragao
e rugosidade, sendo 31 de origem epifiticas e 21 endofiticas. Destes isolados, nove

epifiticos e cinco endofiticos obtiveram significativamente o maior potencial de



biocontrole sobre B. cinerea no teste in vitro. Os isolados bacterianos UEN 13, UEN 14,
UEP 38, UEP 40, UEP 43 e UEP 51 foram os que apresentaram os melhores valores de
antibiose em testes in vivo com bagas destacadas de uva, corroborando com os
resultados obtidos no teste in vitro onde os mesmos isolados bacterianos apresentaram
efeito de biocontrole sobre B. cinerea em relacdo a testemunha negativa. Bactérias
endofiticas e epifiticas da filosfera de videira possuem efeito de biocontrole sobre B.

cinerea.

Palavras-chave: Viticultura, Bactérias associadas, Antibiose bacteriana, Podridao-

cinzenta-da-uva.



BIOLOGICAL CONTROL OF BOTRYTIS CINEREA IN VINE BY THE USE OF
ENDOPHYTIC AND EPIPHYTIC BACTERIA FROM THE VINE PHILOSPHERE

The altitude regions of Santa Catarina have high potential for viticulture. Due to high
rainfall conditions, one of the biggest challenges for growers is the control of rot, especially
those caused by the pathogen Botrytis cinerea. The continuous use of fungicides in the
control of Botrytis cinerea in the vine raises production costs, as well as causing negative
impacts to the environment and human health. The present study aimed to evaluate the
potential of bacteria isolated from grapevines to control grape rot (Botrytis cinerea). All
microorganisms were isolated from different parts of plants obtained from commercial
vineyards in the Planalto Central de Santa Catarina. The phytopathogen was isolated
from bunches with symptoms of the disease. While surface (epiphytic) and internal tissue
(endophytic) bacteria of vine leaves. Bacterial isolates were obtained from plants with and
without symptoms of Grape Gray Rot. The project was carried out in two stages. In the
first isolation, identification and in vitro antibiosis tests of bacterial isolates against the
phytopathogen in Petri dishes (90 mm). The material was conditioned in BOD with a
temperature of 25 + 1 °C and a photoperiod of 12 h of light. Bacterial isolates were
selected based on inhibition halo (cm) assessments. In the second, in vivo antibiosis tests
were carried out on berries detached from bunches collected in the technological
maturation of the 'Suavignon Blanc' variety. Comparing the following treatments: 1) sterile
distilled water (control); 2) Eco-Shot® fungicide (commercial biological control); 3)
Bacterial isolate(s) with the highest potential for antibiosis in vitro. Berries were inoculated
preventively with B. cinerea spores (106 conidia. mL-') 24h before spraying with the
treatments. For both stages of the experiment, the experimental design was completely
randomized. Biochemical tests of Glucose, Lactose, Lysine,, Indole, OF, Citrate and Urea
were performed. Subsequently submitted to ANOVA when significant to the Scott-Nott
mean separation test at 5% probability, using the SISVAR software version 5.6. A total of
52 morphologically different bacterial isolates were isolated, 31 of epiphytic and 21 of
endophytic origin. Of these isolates, nine epiphytic and five endophytic had significantly
the highest potential for biocontrol over B. cinerea in the In vitro test in the first experiment.
While in the second selection, the bacterial isolates UEN 13, UEN 14, UEP 38, UEP 40,
UEP 43, UEP 51 stood out. This corroborates the results obtained in the In vivo test,

where the same bacterial isolates showed a biocontrol effect on B. cinerea in relation to



the negative control inoculated with the phytopathogen. Endophytic and epiphytic bacteria

of the vine phylosphere have a biocontrol effect on B. cinerea.

Keywords: Viticulture, Associated bacteria, Bacterial antibiosis, Grape gray rot.
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1 INTRODUGAO

A videira por uma ser das primeiras espécies agricolas a ser domesticada foi
amaplamente difundida e cultivada em todo o mundo, carcterizando-se por tornar-se
uma atividade de importancia econémica e social. Apesar da viticultura brasileira ser
uma atividade recente em comparacao a outros paises o Brasil obteve uma expansao
da area destinada ao cultivo de videiras nas ultimas décadas (MELLO, 2014 ). Em
funcdo de ser uma alternativa fruticola nas regides de clima temperado, tropical e
subtropical e devido aos avangos tecnoldgicos da produgdo de uvas e de vinhos
(GUERRA et al., 2009).

O aumento do cultivo em diferentes regides permitiu também a ocorréncia de
diferentes doencas, devido a condigbes ambientais favoraveis tanto ao cultivo de
videiras quanto ao desenvolvimento de patdégenos (CALONNEC et al., 2012).

Dentre os patdgenos principais que afetam a videira estd o fungo Botrytis
cinerea Pers.: Fr (anamorfo de Botryotinia fuckeliana (de Bary) Whetzel) causador da
doencga podridao-cinzenta de cacho ou podriddo de Botrytis, causadora de impactos
econdmicos na cultura da videira (FEDELE et al., 2020).

B. cinerea pode desenvolver como saprofita, necrotréfica ou parasita em
praticamente todos os tecidos vegetais da videira por multiplas vias de infecgéo
(FEDELE et al., 2020), porém com as infecgdes principais, nos estadios fenoldgicos
de floragao, frutificagdo e apds o amolecimento da baga (FEDELE et al., 2020).

Para controle da doencgas, viticultores tem empregado aplicagdes sequenciais
de agroquimicos com base nos principais estadios fenoldgicos de infeccdo do
patégeno (GONZALEZ-FERNANDEZ et al., 2020b). Esta pratica aumenta os custos
de producdo, prejudicando a saude humana a todos os envolvidos na cadeia
produtiva.

Além de ocasionar impactos negativos sob a pressdao de selecdao de
fitopatdégenos, uma vez que as aplicagdes sequenciais de fungicidas do mesmo grupo
ou mesma molécula podem induzir a resisténcia dos fitopatégenos. Ainda ocasionar
danos ao ambiente e prejudicar a fermentagdo de vinhos gerado pelo residual de
fungicidas.

Dentro disso, estratégias de manejo a doenca tem surgido para reduzir o uso
de fungicidas através da inclusdo ou substituicdo por agentes de biocontrole
microbriano (BCAs) como leveduras, fungos e bactérias (FEDELE et al., 2020). Nesse
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estudo, objetivou-se testar diferentes isolados bacterianos oriundos da filosfera da

videira no controle biol6gico de Botrytis cinerea na cultura da videira.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 IMPORTANCIA ECONOMICA E SOCIAL DA VIDEIRA

A videira foi uma das primeiras espécies vegetais a serem domesticadas e esta
amplamente difundida em todo o mundo (ALAGUMANI, ANJUGAM, 2018). Considera-
se que existem trés centros de origem da videira:Eurasia, Asia e América, dando
origem as espécies viniferas, asiaticas e americanas, respectivamente (figura 1)
(TOPFER et al., 2011).

Atualmente, varias cadeias produtivas compdem o setor viticola no mundo, que
exploram diferentes cultivares de dois grupos principais: o das americanas (Vitis
labrusca) e hibridas e o das cultivares europeias (Vitis vinifera). Este ultimo grupo é o
mais cultivado no mundo e amplamente utilizado para a elaboragdo de vinhos finos,

espumantes, geléias, uvas passas, dentre outros usos (CAMARGO, 2017).

Figura 1 — Centro de origem das espécies do género Vitis.

Worldwide distribution of Vitis species

[ 1 American species [0 V. vinifera [ ] Asian species

FONTE: Adaptado de TOPFER et al., 2011.

O Brasil € o 17° maior produtor mundial de uva com 1.748.197 toneladas de



14

uva produzidas em uma area de 75.622 ha™!, atingindo uma produtividade média de
23,1 toneladas por hectare (IBGE, 2021). O Brasil se consolida como o quinto maior
produtor de vinhos do Hemisfério Sul, abrangendo mais de 1.100 vinicolas espalhadas
em seu territorio (IBRAVIN, 2020).

Das uvas processadas no Brasil, cerca de 20 % sao de cultivares europeias e
80 % de uvas de cultivares americanas e hibridas (IBGE, 2019). Essas ultimas
abrangem a maior area cultivada nacional em fungédo de sua rusticidade e elevada
produtividade (EMBRAPA, 2020).

Dado a importancia observamos que a viticultura contribui tanto para a geragao
de empregos e riquezas ao pais, quanto a redugédo do éxodo rural (ZANUS, 2015). E
em fungédo de que a cultura possui uma grande variabilidade genética permite obter
cultivos do Sul ao Norte do pais apesar da diversidade ambiental entre as regides de
producédo (WURZ et al., 2017). Abrangindo assim cultivos nos diferentes estados, mas
com destaque a regiao sul nos estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina.

O Rio Grande do Sul, estado responsavel por aproximadamente 50% da
producao nacional, teve no ano de 2021 uma area de producgao de videiras de 46.295
ha (MELLO, MACHADO, 2020). Com uma produgao total de aproximadamente
951.254 toneladas de uvas e um rendimento médio de 20,5 toneladas por ha'. Deste
total aproximadamente 90 % foram de uvas americanas e hibridas e apenas 10 % de
V. Vinifera (IBGE, 2021).

Santa Catarina, sexto maior produtor nacional de uvas, apresentou, em 2021,
3.911 ha plantados com videira, com produg¢ao de 59.712 toneladas e produtividade
média de 15,2 toneladas por ha' de uva (IBGE, 2021). No estado a vitivinicultura
catarinense é responsavel por 6,2% da area em produgao brasileira. Havendo
participagdo de uvas comuns (americanas € hibridas), de mesa e vinifera na
fruticultura catarinense com um percentual de 4,7 % (GOULART JR. et al, 2017).
Deste percentual as uvas sao divididas em uvas comuns (americanas e hibridas); uvas
de mesa (européias) e uvas viniferas (Vitis vinifera L.) com uma area de 2.735, 102 e
419 ha' e produgdo de 42.418 (92,8%), 780 (1,7%) e 2.485 (5,4%) ton”,
respectivamente (EPAGRI, CEPA, 2018).

A regiao do vale do Rio do Peixe é responsavel por 86% da produgao do estado
de Santa Catarina (IBGE, 2021). Os municipios de Tangara, Cacador, Videira,
Pinheiro Preto, Urussanga e Sao Joaquim sdo os principais responsaveis pela
producao estadual (IBGE, 2021). A maior produ¢ao de vinhos esta concentrada no
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municipio de Pinheiro Preto (IBGE, 2021). Nesta regido, a atividade € desenvolvida
por pequenos e médios produtores, cuja base da méo de obra é familiar (DUARTE,
2013).

Outra regido que vem ganhando cada vez mais espag¢o na vitivinicultura
catarinense € a da Serra e Planalto Catarinense, com destaque para os vinhos de
altitude (EMBRAPA, 2020). Cujos vinhedos estao localizados entre 900 a 1400 m de
altitude (EMBRAPA, 2020). Na ultima década a regido serrana do Sul do Brasil tem
se destacado como a regido de cultivo de uvas (V.vinifera) para a produgao de vinhos
finos. As uvas produzidas nesta regido apresentam alta qualidade e tipicidade,
levando em consideragao o solo, condigbes edafoclimaticas e genotipicas de cada
cultivar (BRIGHENTI et al., 2013).

Nessas regides de altitude (Serra e Planalto Catarinense) a ocorréncia de
temperaturas mais amenas numa média aproximada de 19 ° C durante o cultivo da
videira (entre os meses de setembro e abril) provoca o atraso da brotagdo e um ciclo
vegetativo e reprodutivo mais extenso. Favorecendo a maturacdo mais lenta e
completa dos frutos e a produgao de vinhos finos com elevada qualidade enolégica
(ROSIER, 2003; MALINOVSKI, 2013). ‘Suavignon Blanc’ por exemplo € uma das
variedades que melhor se adapta ao clima da regido do Planalto Central de Santa
Catarina (BRIGHENTI et al., 2013).

O ambiente natural inserido nessas regides, definindo caracteristicas de solo,
temperatura e microbiota presente nos vinhedos, além das inovagdes tecnoldgicas
utilizadas na producdo de uvas e vinhos de variedades de V. vinifera, originou
interesse na implantagdo de uma Indicacao Geografica (IG) referente aos vinhos finos
“‘de altitude”. Tais condicdes ambientais e tecnolégicas determinam a qualidade
superior dos vinhos produzidos nessa regidao (JUNIOR, REITER, MONDARDO, 2019).

Areas nessas regides com cultivo de uvas viniferas vem aumentando em uma
taxa anual de crescimento médio de 11,6% em fung¢ao das caracteristicas de tipicidade
e qualidade, despertando o interesse de investidores catarinenses. A microrregiao dos
Campos de Lages por exemplo foi responsavel pela produgdo de 76,4% de uvas
viniferas do estado. Enquanto a microrregidao de Joagaba com 14,8% do volume do
estado (EPAGRI, CEPA, 2018).

Regides de altitude com suas diferentes variedades de videira (V. vinifera) e
produtos diferenciados e valorizados no mercado dos vinhos finos, apresentam

investimentos em cantinas, hospedagem e gastronomia, com foco no enoturismo.
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Fortalecendo o desenvolvimento da atividade vitivinicola do estado (JUNIOR,
REITER, MONDARDO, 2019).

O grupo de V. labrusca ou também conhecido como V. Labruscana é explorado
para a producao de uvas comercializadas in natura e destinadas a elaboracdo de
sucos e vinhos de mesa (EMBRAPA, 2005). Sdo exemplos de cultivares deste grupo
‘Nidgara Rosada’, ‘Niagara Branca’, ‘Bordo’, ‘Isabel’, entre outras (MELLO; ALMEIDA,
2012). Essas ultimas sdo consideradas de maior resisténcia a doencgas fungicas e
pragas (MELLO; ALMEIDA, 2012).

Enquanto que o grupo de V. vinifera mais cultivadas na regido sao as cultivares
‘Cabernet Sauvignon’, ‘Malbec’, ‘Pinot Noir’ e ‘Syrah’ utilizadas para vinhos tintos.
‘Sauvignon Blanc’, ‘Chardonnay’ e ‘Muscat Petit grain’ sdo usadas na elaboragao de
vinhos brancos. Porém estas ultimas com uma maior suscetibilidade a doencas
fungicas pelo fato de apresentarem coloragéo branca, uma vez que quanto menor o
nivel de antocianinas maior é a suscetibilidade da variedade a podriddes inclusive a
causada por B. cinerea (CAMARGO, 2017).

Atualmente, a variedade ‘Sauvignon Blanc’ é considerada como uma das
cultivares simbolo das regides de altitude de Santa Catarina (VIANNA et al., 2016). A
qual teve aumento de 68,9% em sua area de cultivo (VIANNA et al., 2016). Porém,
possui cachos pequenos, cilindrico-conicos e compactos, dificultando a entrada de
fungicidas em seu interior (RIZZOTTO, 2015), apresentando maior sucetibilidade a

Botritis cienerea.

2.2 CULTIVAR SAUVIGNON BLANC

Originaria de Bordeaux, na Franga, a ‘Sauvignon Blanc’ (V. vinifera) também
tem como sinénimo Fumé Blanc ou Blanc Fumé. E uma variedade branca
caracterizada por ser muito aromatica (SOUSA, 1996).

A variedade apresenta boa adaptag¢ao ao clima na regido serrana devido a sua
brotacdo tardia, evitando assim problemas relacionados a geadas tardias
(BRIGHENTI et al., 2013). Seu ciclo fenolégico € intermediario e permite maturagao
completa nessa regiao (BRIGHENTI et al., 2013). Possue aptidao a elaboracao de
vinhos brancos finos de elevada qualidade enolégica com alta intensidade e
complexidade aromatica (MARCON FILHO, 2015). Tais caracteristicas associadas a

sua adaptacao a fatores especificos do terroir refor¢ca o alto potencial da variedade
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para a regiago (MARCON FILHO, 2015). A variedade além de ser destinada a
elaboragdo de vinhos finos € também usada como base para espumantes (BUENO,
2010).

No entanto, as condigcdes climaticas no Sul do Brasil favorecem o
desenvolvimento de uma série de doencas. Classificado como temperado o clima da
regidao Sul também é influenciado pelo clima subtropical no norte da regido
aumentando a possibilidade de ocorréncia de diferentes fitopatogenos na videira.
Como exemplo o mildio (Plasmopara viticola (Berk & Curt.) Berl. & de Toni),
antracnose (Elsinoe ampelina (de Bary) Schear), podriddo de cacho (Glomerella
cingulata (Stonemam) Spauld & Schrenk;), podridao cinzenta da uva (Bofrytis cinerea
Pers.), ferrugem (Phakopsora euvitis Ono), dentre outros (CAVALCANTI, 2015).

O Planalto Catarinense por exemplo é classificado como temperado quente
(Cfb) com temperatura média anual entre 16 °C e 17°C e precipitagdo anual variando
entre 1500 e 1700 mm (ALVARES et al., 2013). Devido a essas condi¢des climaticas
uma das principais doengas de grande potencial de dano econdmico e de maior
ocorréncia e desenvolvimento é o mofo cinzento ou a podridao do cacho causada pelo
fungo Botryotinia fuckeliana (de Bary) Whetzel, estagio sexual de Botrytis cinerea
Persoon ex Fries (Ellis, 1971).

Quando associado o clima, hospedeiro e estadios fenoldgicos de maior
suscetibilidade, a doenga desenvolve-se de maneira agressiva podendo reduzir
significativamente o rendimento e a qualidade da uva de varias variedades como
exemplo a Sauvigon Blanc.

Dentre os estadios fenologicos da videira, o de pleno florescimento,
compactacao de cacho e ou amadurecimento da uva sao os estadios fenoldgicos de
maior suscetibilidade a infeccao de B. cinerea (HILL, 2014). No florescimento Hill
(2014) observou que ocorria o crescimento micelial abundante de B. cinerea sobre as
flores de Sauvignon Blanc, incluindo pedicelos e estames.

A variedade Sauvigon Blanc por possuir bagas pequenas, ovaladas, alto teor
de acgucar ao final da maturagao e por caracterizar-se como uma variedade branca é
considerada uma das variedades mais suscetiveis a infec¢cao e desenvolvimento de
Botritys cinerea (SILVA, 2017).

Brighenti et al., (2013) em trés safras consecutivas de Sauvignon Blanc em Sao
Joaquim apresentou Solidos Soluveis Totais (SST) de 20,2 °Brix. Seja possui niveis

elevados de agucar em seu mosto (SILVA, 2017).
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Coincidente a maturacéao e a elevagao do nivel de agucar, Hill (2014) observou
crescimento micelial de hifas aéreas de B. cinerea sobre a superficie da baga de
Sauvignon Blanc. Apresentando crescimento micelial semelhante em 24 h, 48 h e
cinco dias apos a inoculagdo do fitopatégeno quando realizado ferimento em bagas
(HILL, 2014). Além do crescimento aéreo de hifas de B. cinerea sobre a superficie,
estas cresciam subcutaneamente em bagas feridas (HILL, 2014). Ou seja, uma vez

causando ferimentos em bagas facilita a infecgdo e multiplicagado do fitopatégeno.

2.3 PODRIDAO-CINZENTA DA UVA (Botrytis cinerea)

O fitopatdgeno pode se manter viavel na forma de esclerédios em ramos e
gemas dormentes e na forma de micélios formados na casca e demais restos
organicos das videiras até meados da primavera (Figura 2) (MIELE et al., 2003; LUZ
et al., 2019).

Neste periodo, B. cinerea pode afetar a maioria das partes das plantas, porém
no processo de amadurecimento da videira € onde ocorre 0 maior dano (DE BEM et
al., 2017). Durante o florescimento da videira, restos vegetais como flores abortadas,
estames mortos, caliptras, gavinhas e tecidos de folhas mortos sao infectados
saprotrofico pelo fitopatégeno (VAN KAN, 2006).

O fitopatdgeno é considerado hemibiotrofico, ou seja, inicia a infecgao nutrindo-
se do hospedeiro vegetal, porém ao atingirem a fase de desenvolvimento e
colonizagao, atuam como necrotrofico. Seja alimenta-se de restos vegetais ou tecidos
mortos, antes mesmo de coloniza-la, pois é capaz de liberar enzimas que destroem o
tecido da planta hospedeira (VAN KAN, 2006). Também pode permanecer em forma
latente sobre os restos vegetais da videira até o momento em que haja condigbes
favoraveis ao seu desenvolvimento (Figura 2) (MIELE et al., 2003).

Infecgbes latentes ocorrem em trés principais estadios fenoldgicos da videira
(HILL, 2014): florescimento, compactacao do cacho e inicio da maturagao (veraison).
Onde uma vez que o fitopatégeno esta infectado no hospedeiro, este permence sem
se desenvolver. Uma vez que as condi¢des ideais de temperatura e umidade forem
atingidas o fitopatdégeno volta a se desenvolver e se multiplicar sobre os tecidos
vegetais (PARLEVLIET, 1975).
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Os estadios fenologicos amplamente aceitos de maior suscetibilidade a
infeccdo se referem ao pleno florescimento e inicio da maturagdo (GONZALEZ-
FERNANDEZ et al., 2020). Porém, a maior incidéncia e/ou severidade da doenca
ocorre proximo a colheita (HILL, 2014). Momento em que os agucares presentes nas
bagas estdo disponiveis em maior quantidade, aumentando o desenvolvimento e
multiplicagao do fitopatégeno por conter mais fonte de alimento, consequentemente
facilitando novas infecgées (GONZALEZ-FERNANDEZ et al., 2020). Uma vez que ha
ferimentos nas bagas, novas infecgdes irdo se desenvolver, levando em consideragao
que o fitopatdgeno n&o é capaz de infectar tecidos vegetais sem que haja uma ruptura
no tecido vegetal.

Sob condi¢des favoraveis, 25 °C e 90 % de umidade relativa do ar o
fitopatégeno produz conidios em abundancia (MIELE et al., 2003). Os conidios
germinam em uma ampla faixa de temperatura, variando de 1 a 30 °C (MIELE et al.,
2003).

Porém em temperaturas altas durante o dia e alta umidade a noite séo
condi¢cdes que favorecem a infecgdo da planta pelo fitopatdgeno (GONZALEZ-
FERNANDEZ et al., 2020). O tempo de infecgdo € variavel de acordo com a
temperatura, ocorrendo em 24 ou 12 h nas temperaturas de 12° C e 25° C,
respectivamente.

Nos estadios de inicio de inflorescéncia e desenvolvimento de cachos sao os
periodos em que mais tem esporos de B. cinerea (GONZALEZ-FERNANDEZ et al.,
2020). E quanto maior a concentracdo de esporos nos estadios fenoldgicos
suscetiveis maiores as chances de desenvolvimento da doenga (GONZALEZ-
FERNANDEZ et al., 2020). Pois geralmente nesse periodo em que ha a temperatura

mais favoravel para o fitopatdégeno e que ocorrem as infec¢oes latentes no hospedeiro.
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Figura 2 - Ciclo de vida de Botrytis cinerea em videiras

Ciclo Biolégico da Podriddo Cinzenta da Videira:

Inverno

Cachos
mumificados
e varas atacadas

Fim do Verao Inflorescéncias atacadas
com tempo

E i himido e quente

Podridéo no cacho
antes da vindima

no cacho

Danos mecanicos
causados pela traga e pelo oidio

Fonte: ADAPTADO DE BOVERY et al., 2019.

O tempo entre a infeccdo e a manifestacdo dos sintomas de B. cinerea em
bagas quase maduras € suficientemente curto (em média cinco dias) para que haja
infecgbes secundarias do fitopatégeno (HILL, 2014). Contribuindo para o
desenvolvimento da epidemia (HILL, 2014). Os conidios sdo uma fonte de indculo
para infecgao principalmente na maturagao das bagas (AMMOUR et al., 2019).

Um microclima favoravel, como um dossel vegetativo pouco aerado também
pode influenciar, aumentando a incidéncia e severidade da doenga significativamente
(GONZALEZ-FERNANDEZ et al., 2020). Esse mesmo autor indica que esporos acima
do nivel de 100 esporos indica um importante fator de risco para a ocorréncia da
doenca (GONZALEZ-FERNANDEZ et al., 2020).

Uma vez infectada a baga, o fitopatdgeno utiliza as fontes de agucares e
nutrientes disponiveis na mesma (LUZ et al., 2019). Em condi¢cbes favoraveis
desenvolve-se sob rachaduras ou danos na pelicula principalmente ocasionadas por
insetos ou passaros (BOTTON et al., 2015). B. cinerea nao tem a capacidade de
perfurar as bagas, mas suas hifas sao altamente ramificadas e intercelulares,
crescendo entre a cuticula e a epiderme (HILL, 2014). Algumas das hifas do
fitopatdgeno tem a capacidade de penetrar profundamente o tecido da baga expondo
a polpa (LUZ et al., 2019).

Os sintomas iniciais da podridao-cinzenta da uva sao percebidos como

pontuagdes ligeiramente claras e circulares de 2 a 3 mm, observadas 72 h apos a
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multiplicagdo dos esporo. No inicio da maturagdo com apenas uma baga infectada, a
podridao cinzenta toma inicio, apresentando coloragdo amarronzada, apodrecendo e
produzindo uma grande massa de esporos. Uma vez ocorrendo a rachadura da baga
infectada, o mosto escorre ao decorrer do cacho produzindo a caracteristica aparente
de podriddo cinzenta. Caso ocorrer o ataque do fitopatégeno sobre o pedunculo,
forma-se a podriddo peduncular, responsavel pela queda prematura dos cachos
(HAMMAN, 2011).

O B. cinerea causa danos consideraveis de rendimento e qualidade de frutos
em condi¢cbes de campo e no armazenamento pés-colheita, depreciando o seu valor
de mercado ou impossibilitando seu consumo in natura (HAIDAR et al., 2016). Além
disso, o fitopatdgeno produz a enzima lacase, que interfere negativamente no aroma,
cor e sabor do vinho (MIELE et al., 2003).

O controle de B. cinerea se torna desafiador pelos seguintes motivos: 1) B.
cinerea pode atuar como saprofita, necrotréfico ou parasita; 2) o fitopatégeno pode se
manter latente e esporular em varias fontes de inéculo (restos culturais de cachos e
folhas); 3) as videiras sao suscetiveis ao fitopatdgeno em multiplos estadios de
crescimento; 4) ha multiplos tecidos vegetais suscetiveis ao fitopatégeno (AMMOUR
et al., 2019); 5) devido ao seu ciclo de vida curto e reprodugéao prolifica, B. cinerea é
considerado um fitopatégeno de alto risco para o surgimento de ragas com resisténcia
a fungicidas (HAIDAR et al., 2016). Resisténcia essa, ja detectada em ragas de B.
cinerea em muitos paises e em varias culturas (HAIDAR et al., 2016).

Algumas praticas culturais em videira, como a desfolha na regido dos cachos
vem sendo utilizada como um método preventivo a ocorréncia de podriddées (WURZ
et al. 2017). A desfolha proporciona maior aeracao e luminosidade, reduzindo danos
causados por B. cinerea (MOLITOR et al. 2012; MOLITOR et al. 2014; WURZ et al.
2017b). Na cv. Sauvignon Blanc observou-se que a desfolha precoce realizada até o
estadio fenolégico ‘grao ervilha’, resultou em reducédo da severidade de B. cinerea
(WURZ et al. 2017).

O controle quimico é a principal forma de manejo da doenca. Atualmente, uma
série de ingredientes ativos sdo usados para o controle desta, tais como: iprodiona,
procimidona, tiofanato metilico, pirimetanil, clorotalonil, mancozebe, entre outros
(NOGUEIRA et al., 2017). Mas, além dos impactos econdmicos e riscos a saude
humana, esses fungicidas podem ser prejudiciais a leveduras utilizadas na
fermentagcdo do mosto (LISBOA et al., 2007).
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Métodos alternativos e complementares de controle a doenga como o uso de
microrganismos nao patégenicos como agentes de controle biologico (BCAs) sao
considerados uma alternativa atrativa e promissora para toda a cadeia produtiva
(HAIDAR et al., 2016).

2.3.1 Controle biolégico

O controle bioldgico sobre fitopatogenos € resultado de uma agéao indireta das
associagdes bacterianas sobre os fitopatdgenos (BORGES, 2006). Frequentemente
fisiologistas e anatomistas vegetais consideravam plantas como organismos unicos
(SOBRAL, 2003). No entanto, ha uma série de outros organismos em associagdes as
plantas, os quais podem ser extraidos e usados como forma de controle bioldgico
contra fitopatdégenos, como exemplo, associagées microbianas (BORGES, 2006).

As associag¢des microbianas podem desempenhar diversas formas de controle
bioldgico sobre fitopatdégenos. Uma das formas de controle bioldgico de fitopatdgenos
causadores de danos em frutos ou plantas mais conhecidos e empregado é a
antibiose ou antagonismo. (HAMANN, 2011).

O termo antagonismo é empregado para designar a agao de bactérias
sobre o crescimento e o0 metabolismo de algum fitopatdgeno (BARKAI-GOLAN, 2001).
Ha varios modos de acao antagonista que as bactérias podem desempenhar a fim de
controlar algum microrganismo fitopatogénico (BARKAI-GOLAN, 2001; BETTIOL,;
GHINI, 1995). Os efeitos antagbnicos mais conhecidos sdo competicdo, parasitismo
e resisténcia sistémica induzida de plantas (BENHAMOU; CHET, 1996). Na
competicdo, o espago e os nutrientes ofertados pelo meio sdo os principais elementos-
alvo que os microrganismos competem (BENHAMOU; CHET, 1996).

Braga Junior et al., (2017) em seu estudo de antibiose envolvendo sete isolados
de Bacillus subtilis teve como um dos resultados a inibicado do crescimento micelial
dos fungos fitopatogénicos Fusarium subglutinans, Curvularia lunata e Bipolaris sp.,
causadores das doencas de Fusariose, Mancha das Glumelas e Manha-Parda,
respectivamente.

Toigo et al., (2002) em seu estudo de efeito fungistatico observou que a estirpe
bacteriana FV 12 de Bacillus spp. inibiu os fungos fitopatogénicos Alternaria spp.,
Botrytis spp., Fusarium oxysporum e Colletotrichum spp. Kasfi et al. (2018) em seu

trabalho encontrou quatro estirpes bacterianas pertencentes aos géneros Bacillus e
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Ralstonia capazes de exercer efeito de biocontrole significativo sobre B. cinerea.

Kasfi et al. (2018) em seu estudo obteve 103 microrganismos diferentes, desde
leveduras a bactérias epifiticas oriundas de folhas e bagas da videira. E ao fim duas
espécies de leveduras e quatro bacterianas tiveram efeito significativo de controle a
B. cinerea.

Em resumos nas ultimas décadas, algumas pesquisas identificaram estirpes de
espécies bacterianas com atividade antagonista ao B. cinerea, como por exemplo
bactérias pertencentyes as familias Bacillus, Paenibacillus, Pseudomonas,
Burkholderia,  Streptomyces,  Ralstonia, @ Pseudomonadaceae, Bacillaceae,
Enterobacteriaceae, Actinobacteria e Burk-Holderiaceae (BHATT; VAUGHAN, 1962;
COMPANT et al., 2013).

Uma segunda forma de controle exercida pelas associa¢gdes microbianas é o
parasitismo. No parasitismo, o antagonista lan¢ga mao de atributos fisicos para conter
o avanco do fitopatégeno (BELAGER et al., 1995), promovendo o crescimento de suas
estruturas morfolégicas sobre o fitopatégeno (BHATT; VAUGHAN, 1962).

Um exemplo é o isolado endofitico oriundo do brago de madeira da uva
designado como Bacillus subtilis da cv. Chenin Blanc, que apresentou potencial de
reducédo a infeccao e a proliferagao de fitopatdogenos (FERREIRA; MATTHEE, 1991).
Os efeitos observados foram a inibicdo do crescimento micelial e redugao da
germinagao de ascésporos em teste in vitro contra Eutypa lata (fitopatégeno causador
de doenca no tronco da videira) (FERREIRA; MATTHEE, 1991). Também foi
observada a redugao da infeccdo deste agente fitopatogénico quando pulverizado
suspensdes desta estirpe bacteriana sobre o tronco da videira (FERREIRA;
MATTHEE, 1991).

Em um estudo similar observou-se que a estirpe bacteriana Gl 070 pertencente
a Bacillus circulans desenvolvia um efeito parasita sobre B.cinerea suprimindo
completamente o fitopatégeno em placas de Petri In vitro (PAUL et al., 1997).

Enquanto uma terceira forma de controle seria a inibicdo do fitopatégeno
através de atributos metabdlicos, como a secrecdo de enzimas e compostos
antibidticos (BELAGER et al., 1995; BHATT; VAUGHAN, 1962). Uma vez que
metabdlicos secundarios de bactérias podem atuar impedindo a absorgdo de
nutrientes e ou bloqueando as fungdes relacionadas ao crescimento de fitopatégenos,
tendo acao de biocontrole (COMPANT et al., 2013).

Novamente as bactérias das familias Bacillus e Paenibacillus podem exercer
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controle bioldgico sobre B. cinerea, porém através de uma outra forma de biocontrole,
seja atravées da acgdo dos metabdlicos secundarios, caracterizados como
componentes antifungicos. Incluindo antibidticos lipopeptidicos, anti-proteinas
fungicas, compostos volateis e enzimas liticas (LOPES, 1986). Além de estirpes das
familias anteriormente citadas, existem outras estirpes bacterianas de Pseudomonas
aeruginosa, Pseudomonas syringae e Burkholderia cepacia capazes de promoverem
biocontrole. As quais sdo possiveis agentes de biocontrole contra o fitopatdogeno
Ganoderma boninense, causador da podridao basal do caule em dendezeiro. Apesar
de nao terem sido esclarecidos os mecanismo de acao, acredita-se que os metabdlitos
secundarios sdo os responsaveis por atuar no biocontrole (SUJARIT et al., 2020).

Tal forma do biocontrole, através do uso de metabdlicos secundarios oriundo
de estirpes bacterianas podem desencadear no uso de uma variedade de elicitores de
defesas de plantas, incluindo constituintes bacterianos como flagelos ou
lipopolissacarideos. Porém existe uma alta diversidade estrutural de metabdlitos
secundarios, especifica de certas estirpes bacterianas (COMPANT et al., 2013).

A descoberta de novos elicitores especialmente oriundos de locais ainda nao
explorados podem ser capazes de desencadear mecanismos de defesa de plantas,
sendo de interesse para a redugao do uso de pesticidas (COMPANT et al., 2013).
Bactérias endofiticas por exemplo sao uma fonte de metabdlitos secundarios podendo
atuar como elicitores de defesas vegetais ou como agentes microbianos ao controle
de fitopatogenos (COMPANT et al., 2013).

As associagoes bacterianas ainda podem desencadear na resisténcia sistémica
induzida nas plantas. A qual se refere quando algum microrganismo € capaz de
aumentar os mecanismos de defesa das plantas. Esse comportamento ocorre em toda
a planta, onde prepara-se para responder mais intensamente em resposta a um
ataque de patogeno (HAIDAR, 2016).

Varios compostos produzidos por bactérias, incluindo volateis, sideroforos,
flagelina e lipopeptideos sdao conhecidos por induzir resisténcia sistémica contra B.
cinerea em muitas espécies de plantas (HAIDAR, 2016). Varnier et al., (2009) em seu
estudo descobriu que os metabdlitos secundarios de biossurfactantes glicolipidicos,
como ramnolipideos secretados por Pseudomonas aeruginosa ocasionam respostas
atuantes na sinalizacédo da inducao de defesa em plantas de videira. A sinalizagao
esta relacionada com o influxo de Ca (2+), a ativagao da proteina quinase ativada por

mitogénio e a producgéo de espécies reativas de oxigénio. Em consequéncia reduzem
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o desenvolvimento de B. cinerea em plantulas de videira in vitro (VARNIER et al.,
2009).

Trotel-Aziz et al., (2008) em seu estudo de bactérias isoladas da rizosfera e da
endosfera da cv. Chardonnay encontrou vinte e seis isolados de estirpes de
Pseudomonas, Bacillus, Actinobacter e Pantoea inibindo o crescimento micelial de 85
a 100 % em culturas de B. cinerea. As estirpes PTA-268 e PTA-CT2 de Pseudomonas
fluorescens;, PTA-271 de Bacillus subtilis;, PTA-AF1 e PTA-AF2 de Pantoea
aglomerans; PTA-113 e PTA-152 de Acinetobacter Iwoffii induziram resposta de
defesa em plantulas de cv. Chardonnay (TROTEL-AZIZ et al., 2008). As respostas de
defesa observadas referem-se a produgao de lipoxigenases, finilalanina aménia-liases
e quitinases em folhas de videira (TROTEL-AZIZ et al., 2008).

Lakkis et al. (2019) em sua pesquisa envolvendo Pseudomonas fluorescens
PTA-CT2 com o objetivo de observar resisténcia sistémica induzida em videira contra
Plasmopora viticola e B. cinerea obteve resultados positivos, em que o isolado
bacteriano ativou vias de defesa comuns em duas cultivares de videira: Solaris e Pinot
Noir.

Em um outro isolado, Pseudomonas fluorescens designado de NRC 10 reduziu
significativamente a incidéncia e a severidade de podridao radicular na cv. de videira
Thompson Seedless (ZIEDAN; EL-MOHAMEDY, 2008). Apesar de nao estar bem
esclarecido quais metabdlitos secundarios atuam na inibigao desta doenca (ZIEDAN;
EL-MOHAMEDY, 2008), especula-se que o jasmonato e o etileno sdo os responsaveis
por induzir a resisténcia sistémica em plantas de videira contra a podridao de Fusarium
spp. (COMPANT et al., 2013).

Isolados de Pantoea agglomerans AF2; Bacillus subtilis 271, Acinetobacter
Iwoffii 113 e Pseudomonas fluorescens CT2 aumentaram a oxidagao e a producéao de
fitoalexina e resveratrol em folhas de videira, correlacionando a maior resisténcia a B.
cinerea (VERHAGEN et al., 2011). Esses mesmos autores demonstraram que a
producado dos metabdlitos secundarios acido salicilico (SA), 2,4-diac-etilfloroglucinol
(DAPG), pyochelin e pyoverdin atuam no mecanismo de defesa das plantas contra B.
cinerea.

Pesquisas em estirpes especificas permitem a descricdo de metabdlitos
secundarios que podem ser responsaveis por seus efeitos em alvos patogénicos e ou
mecanismos de indugao de resisténcia em videiras (COMPANT et al., 2013). Ziedan
et al., (2010) em seu estudo descobriu que o isolado de Strptomyces alni ocasionava
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um efeito de antibiose contra Fusarium spp. mediado por um antibiético até entdo nao
caracterizado.

Hao et al. (2017) em sua pesquisa encontrou uma estirpe bacteriana
pertencente ao genéro Paeniacillus capaz de induzir a expressao dos genes de defesa
CHI (quitinase), PR-3 (inibidor de proteinase) e LOX (lipoxigenase) na planta sobre os
patdgenos aéreos ou radiculares da videira.

Metabdlitos bacterianos secretados por estirpes de Streptomyces sp., como
tetraciclo-peptideos, promovem protecdo a plantas por induzirem direta ou
indiretamente respostas de defesa (LEBRIHI A, ERRAKHI R, 2009).

Verhagem et al., (2010) quando introduziu diferentes estirpes de Pseudomonas
spp. em contato com folhas e bagas de videira induziu a resisténcia sistémica destes
orgaos vegetais. Em funcdo do acumulo de fitoalexina (resveratrol e viniferina)
resultando no controle biolégico contra B. cinerea (VERHAGEM et al., 2010).

Portanto varias sdo as formas de biocontrole de patdgenos existentes na
literatura, porém ainda existe uma lacuna de informagdes referente a estratégias de
biocontrole de B. cinerea. Levando em consideragdo que tanto o hospedeiro e
patégeno, quanto as bactérias presentes no mesmo ambiente passam por processos
evolutivos, o biocontrole do patdgeno podera ser mais eficiente com o uso de bactérias

oriundas do mesmo habitat natural.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 OBTENGAO E MULTIPLICACAO DO INOCULO DE Botrytis cinerea

O patogeno B. cinerea foi isolado a partir de bagas apresentando sintomas da
podriddo-cinzenta, coletadas de vinhedo comercial (Lat.: 27.67354338;
Long.:-50.74525665; Alt.: 938.00 m.) da Vinicola Abreu Garcia, localizada no
municipio de Campo Belo do Sul, Planalto Central de Santa Catarina. As plantas da
variedade de Sauvignon Blanc usadas para a coleta dos cachos infectados com B.
cinerea foram isoladas do restante do vinhedo evitando o residual de fungicida (Figura
3).
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Figura 3 - Plantas de videira da cv. Sauvignon Blanc usadas para coleta de Botrytis.
cinerea

Fonte: Elaborada pelo autor, 2020.

Os cachos coletados a campo com sintomas da doenca (Figura 4) foram
transportados até o Laboratorio de Microbiologia de Microrganismos Promotores de
Crescimento de Plantas na Universidade Federal de Santa Catarina, Campus de
Curitibanos, Curitibanos/SC, onde foram imersos em alcool (96%) por 1 min,
posteriormente no hipoclorito de sédio (2,5%) por 2 min e enxaguados com agua

destilada autoclavada, por cinco vezes.
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Figura 4 — Micélio pulverulento de Botrytis cinerea em bagas de uva cv. Sauvignon
Blanc.

Fonte: Elaborada pelo autor, 2020.

ApOs a secagem, tecidos infectados com o fitopatégeno foram excisados de
bagas com o auxilio de uma Alga de Platina esterilizada. Os tecidos foram entao
depositados no centro de placas Petri contendo meio de cultura contendo Batata,
Dextrose e Agar (BDA) (39 g L"), usando em torno de 15 mL do meio de cultura por
unidade de placa de Petri (60 x 15 mm). Foram realizadas oito repeticbes (bagas) de
cinco cachos manifestando os sintomas. As placas foram armazenadas em camara
de crescimento tipo BOD (biochemical oxygen demand) em temperatura de 25 °C e
fotoperiodo de 12 horas de luz (BRUISSON et al., 2019).

O fungo foi submetido a condigbes de estresse através da oscilacédo da
temperatura. Apds cinco dias de crescimento micelial a 25°C a temperatura foi
reduzida para 20°C para que estimulasse a esporulagao. Apos foi repicado e realizado
a cultura monospdérica até sua purificagao, que foi confirmada por meio de analises
morfolégicas das estruturas reprodutivas (conidios e conidiéforos) em microscopia de
varredura de campo claro, empregando o indicador azul de metileno (HAIDAR et al.,
2016) (Figura 5).
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Figura 5 - Morfologia da estrutura reprodutiva de conidios e conidiéforos de

Botrytis cinerea visualizada em micorscopia de varredura de campo claro.

Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.

3.1.1 Armazenagem e acondicionamento do fitopatégeno

Apbés purificado, o fitopatdgeno foi repicado em triplicata no meio BDA (39g/L),
contendo uma tira de papel filtro sobre 0 meio de cultivo, utilizando temperatura de 25
°C e fotoperiodo de 12 horas de luz, por um periodo de sete dias. Apds o crescimento
do fitopatdégeno sobre o papel filtro, este foi retirado e colocado em uma placa de petri
descartavel previamente preparada. Na parte inferior desta foi colocado silica-gel
coberta por uma camada de papel filtro. A tira de papel filtro contendo o fitopatégeno
foi depositada sobre esta camada de papel filtro, e foi recoberta por outra camada de
papel filtro, formando um “sanduiche”. O conjunto foi vedado com parafime e
armazenado a uma temperatura de 0 °C, mantendo a viabilidade do fitopatégeno, até

0 momento de seu uso.

3.1.2 Postulado de Koch (teste de patogenicidade)
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Teste de patogenicidade em bagas de videira foram realizados visando
confirmar a patogenicidade do B. cinerea isolado (Akkermans, 2014) (Figura 6).
Conidios foram retirados de uma placa de Petri, quantificados pela camara de
Neubauer® e a suspensao de conidios foi ajustada para a concentragdo de 50.000
conidios mL"' com agua destilada autoclavada. A suspensdo de conidios foi aplicada
com uso de pipeta volumétrica sobre bagas de uva previamente perfuradas (2 mm x
3 mm), usando um volume de 15 yl em cada baga. Posteriormente as bagas foram
acondicionadas em BOD a 25° C e um fotopriodo de 12 h de luz durante sete dias ou
até o surgimento (confirmagéo) da doencga, que foi confirmada através da observagéo

de estruturas reprodutivas morfolégicas do fitopatdégeno.

3.1.3 Extracgao e isolamento de bactérias associadas a videira

Foram coletadas duas sub-amostras de folhas de plantas da cv. Sauvignon
Blanc, sendo a primeira composta de folhas de trés plantas diferentes, que
apresentavam cachos com sintomas de podridao cinzenta (sintomaticas) e a segunda
folhas de trés plantas diferentes, sem sintomas de podriddo nos cachos

(assintomaticas).

3.1.3.1 Bactérias epifiticas

Bactérias epifiticas isoladas da superficie das folhas foram obtidas a partir de
mistura de 1 g de folhas fragmentadas (5 cm x 5 cm) em 9 mL de solugéo salina
tamponada com fosfato (PBS - Phosphate buffered saline) (NazHPO4 10 mM; KH2.PO4
2 mM; KCI 3 mM; 140 mM NaCl; pH 7,4).

A desinfestacao foi feita pela lavagem superficial das folhas segmentadas com
uso de alcool (92,6%) por 1 min, seguida de imersdo em hipoclorito de sédio (2,5%)
por 2 min e enxague em agua destilada autoclavada por cinco vezes.

As suspensodes das amostras foram acondicionadas em agitador do tipo mesa
agitadora orbital (TE-145) em temperatura ambiente (24-25°C), sob agitacao
constante a 150 rpm por 20 min. Em seguida, 1 mL de cada suspenséo foi utilizado
para processar as diluicdes seriadas até (10* vezes), feitas de acordo com Wollun
(1982), descrita a seguir (figura 6).

Com o auxilio de uma pipeta volumétrica foi coletado 1 mL da solugao PBS
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original contendo as bactérias dispostas no Becker (10-"). O referido volume foi
disposto em tubo de ensaio contendo 9 mL de PBS, totalizando 10 mL de solugdo (10"
2). Deste tubo de ensaio retirou-se 1 mL contendo as bactérias e diluido o volume em
outros 9 mL de solugdo PBS (10-%). Da mesma maneira sera feita para a diluigdo
seguinte (104).

Cem microlitros de cada uma das diluicdes foram acondicionados, com o auxilio
de alga de Drigalski, sobre meio Triptona Soja Agar (TSA) (Difco) a 10% (4 glL),
suplementado com agar bacteriolégico (18g/L) e ciclohexamida (100 ppm/placa), para
inibir contaminagao fungica. Foram feitas inoculagdes em triplicatas de cada uma das
dilui¢gbes, totalizando ao final 72 placas para esta etapa (6 becker’s x 12 placas = 72

placas).



Figura 6 - Diagrama do isolamento de bactérias denominadas “epifiticas”.

EPIFITICAS
Assintomaticas Sintomaticas

Folhas de Videira
(5 cmx5cm)

Beckers
(9 mL de PBS)

Mesa agitadora
(20 min & 150 rpm)

N o Tubos de ensaio
§ 1 (9 mL de PBS)

N Placas de Petri
(\_)(‘\‘/):\"/i (15 mL de TSA & 10%)

Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.
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Para as repicagens foi usada uma alga de platina. Esta foi flambada, e apos a
diminuicdo da temperatura inoculou-se com apenas uma unica UFC da referida estirpe
bacteriana que pretendeu-se purificar. Em sequéncia realizou-se estrias em toda a
placa. Repicagens foram necessarias afim de se obter as estirpes bacterianas
purificadas. Os isolados bacterianos purificados foram selecionados com base na

morfologia e colorac&o diferentes a fim de obter-se um critério de selegéo.

3.1.3.2 Bactérias endofiticas

Ap0Os a extragao das bactérias designadas epifiticas, 0 mesmo material vegetal
foi utilizado para obtencao das bactérias endofiticas do interior do tecido vegetal. As
folhas anteriormente fragmentadas (5 cm x 5 cm) passaram por um novo processo de
desinfestacdo, posteriormente maceradas em almofariz de porcelana e alocadas em
PBS (Figura 7). Os demais procedimentos foram os mesmos como descritos no item

anterior.
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Figura 7 - Diagrama do isolamento de bactérias denominadas “endofiticas” (imagem

meramente ilustrativa)

ENDOFITICAS
Assintomaticas Sintomaticas
,/ " o N N f’ 4 Y
k.. A oy, M A 1
- ‘ [\ - f ‘ = r - Folhas de Videira usadas anteriormente
& A \ . (5¢cm x5 cm)

Cadin
Folhas maceradas

Beckers
(9 mL de PBS)

Mesa agitadora
(20 min & 150 rpm)

v
imL  1mL
1 mL WA W
nn
Ao~ o~
N - Tubos de ensaio
'-‘,_, 1 (9 mL de PBS)
1 -2 % o
10 10 16° 16°
100 um l \ \
P, P ‘ \\‘ \
LA I ¢ \ \
NN \
NN & L
i, C\ ) W \
COYOHO) «
. . Placas de Petri
0 )0 ) (15 mL de TSA & 10%)

Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.
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3.1.3.3 Armazenagem dos isolados bacterianos

Ap0s purificagao e repicagem em placas de Petri os isolados bacterianos foram
novamente repicados em meio Luria Bertani (LB) liquido. Apds 24 horas de
crescimento armazenados em tubos criogénicos (2,0 mL) em triplicata. Formando
uma solugdo com %2 do tubo de LB com o material biolégico e 2 de solugéo glicerol
(40%) (Figura 8). Os tubos criogénicos armazenados em congelador a -10 °C

seguindo metodologia adaptada de Bruisson et al., (2019).

Figura 8 - Procedimento de armazenamento de bactérias. A. Isolado bacteriano
pronto para ser armazenado. B. Repicagem de uma col6énia individual para LB

liquido em tubos de ensaio. C. Tubos criogénicos com a solugao de LB liquido e

glicerol apds crescimento bacteriano.

Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.

3.1.4 Teste de antibiose de bactérias a Botrytis cinerea

Discos de 5 mm de meio de cultivo BDA (39 g/L"1) contendo micélio do isolado
monosporico de B. cinerea, crescido por sete dias nas condi¢gdes de 25 °C e
fotoperiodo de 12 h (PEDROTTI et al., 2017) foram retirados e posicionados no centro
de novas placas de Petri contendo meio de cultivo BDA (39 g L"). O fungo apds
novamente cultivado por 72h a 25 °C e fotoperiodo de 12 h de luz que recebeu as
estirpes bacterianas para os referidos testes. Os isolados bacterianos foram crescidos
no escuro em meio liquido LB (5 mL) por 48 h a 26 °C. Apds esse periodo, cinquenta
microlitros de cada suspensdo bacteriana foram transferidos para quatro pontos
equidistantes da placa contendo crescimento de B. cinerea, totalizando quatro
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isolados avaliados por placa (Figura 8). Foram realizadas quatro repetigdes por
isolado. Incluindo a testemunha negativa apenas contendo o meio de cultivo LB e o
fitopatdgeno. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado. As
placas foram incubadas a 25 °C a um fotoperiodo de 12 h de luz durante o periodo de
avaliacoes.

Para avaliar a atividade antagbnica dos isolados bacterianos sobre B. cinerea,
foram realizadas avaliagbes do crescimento radial micelial (CATELLAN, 1999). As
avaliagdes foram realizadas 24 e 72 h apds a inoculagdo dos isolados bacterianos.
Em cada avaliacéo foi medido o didmetro do fungo e do halo de inibigdo, gerando

assim um indice de inibicdo do desenvolvimento do fungo, conforme férmula a seguir:

[[Dtf — Dcf / DftIHi]* 100.

Em que:

Dtf - diferenga entre o desenvolvimento do fungo na placa com a presenga do
tratamento (cm);

Dcf - diferenga entre o desenvolvimento do fungo na placa sem a presenga do
tratamento (testemunha) (cm);

Hi — Halo de inibigao do fitopatégeno (cm);

De modo a complementar as avaliagbes foram capturadas imagens e
analisadas com o software ImagedJ e calculado o halo de inibigdo do fitopatdgeno
conforme Bruisson et al., (2019). Os periodos de avaliagdo foram os mesmos
conforme descrito anteriormente.

A area de inibicao (Ai) foi calculada conforme a seguir: Ai = Ac — Ab — At, onde
Ac é a média da area colonizada pelo fitopatégeno nas placas de controle negativo,
Ab é a area colonizada pela bactéria na placa de teste e At é a area colonizada pelo
fitopatdgeno na placa de teste. A porcentagem de inibicdo do crescimento foi
calculada pela férmula: inibicdo da porcentagem = 100 x Ai/(Ac — Ab), onde Ac -Ab é
a area disponivel para o crescimento do fitopatégeno em placas de teste.

O experimento foi conduzido no Laboratério de Microbiologia de
Microrganismos Promotores de Crescimento de Plantas na Universidade Federal

de Santa Catarina/Campus de Curitibanos, Santa Catarina.
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3.2 PRODUGCAO INOCULO DE BOTRYTIS CINEREA

O B. cinerea foi multiplicado logo em sequéncia do teste in vitro e acondicionado
no centro das placas de Petri em meio BDA (39 g/L). Apds sete dias de crescimento
foi submetido a condi¢gdes de oscilagdes de temperatura, acrescidas e diminuidas em
5° C um dia sim e outro nao, pelo periodo de mais sete dias para indugao de estresse

e formacéo de conidios (Figura 10). Totalizando quatorze dias de crescimento.

Figura 6 - Placa de Petri usada para coleta de Botrytis cinerea

Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.

Posteriormente foi realizado postulado Koch conforme descrito no capitulo
anterior (item 3.2.3). Confirmada a patogenicidade de B. cinerea deu-se sequéncia ao

teste in vivo (Figura 11).
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3.2.1 Teste de Antibiose in vivo

Inicialmente bagas da cultivar Sauvignon Blanc foram excisadas da raquis em
um conjunto de cinco bagas com o auxilio de uma tesoura. Bagas eventualmente
danificadas mecanicamente ou contaminadas foram descartadas. As bagas sadias
selecionadas passaram por um processo de desinfestagcdo com hipoclorito de sdédio
(1,0%) por 1 minuto e lavadas com agua estéril 5 vezes. Posteriormente, as bagas
foram secadas a temperatura ambiente para a retirada do excesso de agua e

distribuidas em caixas gerbox totalizando 20 bagas por caixa (figura 10).

As bagas foram perfuradas com uma agulha estéril numa profundidade de 3
mm x 3 mm de largura (Figura 12). Em seguida receberam os tratamentos de forma
preventiva: Testemunha negativa sem inoculo do fitopatégeno (T0); Testemunha
negativa com indculo (T1); Testemunha positiva Ecoshot® (T2); Bactéria “UEN 13”
(T3); Bactéria “UEN 14” (T4); Bactéria “UEP 38” (T5); Bactéria “UEP 40” (T6); Bactéria
“UEP 43" (T7) e Bactéria “UEP 51" (T8). Tais estirpes bacterianas usadas neste
experimento foram selecionadas com base no teste In vitro. Todas as bactérias
tiveram o numero de unidades formadoras de colonia (UFC’s) padronizadas (1 x 10*
UFC’s/mL). As bagas ap6s inoculagao dos tratamentos permaneceram secando por

um periodo de duas horas.

Figura 10- Bagas de S. Blanc apés perfuragao para recebimento dos tratamentos

Fonte: Elaborada pelo autor, 2022.
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O fitopatégeno B. cinerea foi inoculado em volume de 15 yL cada baga numa
concentragdo de 1 x 10° conidios/mL sobre o tecido da baga perfurado. Para
manutencgado de umidade cada caixa gerbox recebeu um volume fixo de 2 mL de agua
destilada sobre o papel filtro.

O material foi acondicionado em BOD sob fotoperiodo de 12 horas de luz e a
uma temperatura de 20 °C £ 1 °C por um periodo de sete dias (tempo de vida util do
cacho em boas condigdes de sanidade a temperatura ambiente).

O experimento foi avaliado nos dias 1, 3 e 7 dias apds a inoculacdo. Para
incidéncia recebeu a nota 0 (quando nao tinha sintoma da doenga) e 1 (quando tinha
sintoma da doenga). Para calcular o percentual (%) da inibicdo do crescimento do
fungo foi usado a seguinte férmula (Pantelides et al., 2015, adaptado pelo autor):

100 — [(diametro do crescimento da colbnia do fitopatégeno sobre a baga
tratada com o fitopatégeno e a bactéria/ testemunha negativa sem o fitopatégeno e a
bactéria) X 100].

3.2.2 Testes bioquimicos para caracterizagao dos isolados bacterianos

Foram efetuados testes de fermentagao através do uso de glicose e lactose
(separados), lisina, indol, prova de oxidagao e fermentacgao, citrato e uréia (Figura 13).

Para o teste de fermentacao através da glicose o meio foi composto de Peptona
(4 g); Extrato de Carne (0,4 g); Cloreto de Sédio (2 g); Vermelho de Fenol (0,0072 g);
Glicose (2 g) e Agua destilada (400 mL ). Enquanto para o teste de fermentacédo de
Lactose apenas era subtituido a glicose por lactose, permanecendo os demais
reagentes.

Para o de Lisina o meio foi composto por Peptona (1g); Extrato de Levedura
(0,6g); Dextrose (0,2g); Lisina (0,04); Purpura de bromocresol (0,04 g) e Agua
Destilada (200 mL ).

O de indol foi composto por Peptona (6g); Extrato de Carne (0,6g); Ferro
Peptonizado (0,04g); Trissulfato de Sodio (0,005g); Agar (0,6 g) e Agua destilada
(200mL ).

Para a prova de Oxidagcao e Fermentagcdo o meio foi composto de Peptona (0,4
g); NaCl (1g); Fosfato de potassio (0,06 g); Agar (0,6 g); Azul de bromotimol (0,016 g)
e Agua Destilada (200 g).

Para o teste de Citrato o meio foi composto de Sulfato de Magnésio (0,2g);



40

Fosfato di- idrogenado de aménia (0,2g); Fosfato dipotassico (0,2g); Citrato de sddio
(0,4 g); Cloreto de Sddio (1g); Agar (3g); Solugdo Alcodlica de azul-de-bromotimol a
1% (0,016 g) e Agua Destilada - 200 mL

O teste de Uréia foi de Peptona (0,2g); Glicose (0,2g); Cloreto de Sodio (19);
Fosfato dipotassico (0,4g); Vermelho-de-fenol (0,0024g); Agar (2,4g) e Agua Destilada
(200 mL).

Para todos os testes bioquimicos foram realizadas cinco repeticbes para cada
isolado bacteriano, contendo cinco mL de cada meio por tubo de ensaio.

Para analise dos testes de fermentagdo eram observados a presencga (positivo)
ou auséncia da formacéao de “bolha” de oxigénio. Para os demais testes era observado

a alteragao (positivo) ou ndo (negativo) da coloragdo do meio de cultivo.

Figura 11 - Preparo de meios de cultivo usados para os testes bioquimicos.

Fonte: Elaborada pelo autor, 2022.

3.2.3 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a ANOVA e quando significativo ao teste de
separagao de médias, utilizando-se o teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade
de erro. Os dados obtidos em todas as variaveis (notas da escala) foram
transformados pela equagdo Vx para o teste de normalidade. Foram usados para
analises estatisticas destes dados os softwares SISVAR verséo 5.3 (FERREIRA,
2010) e Microsoft Excel 2007 (HAMANN, 2011) adaptado pelo autor.



41



42

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ISOLAMENTO BACTERIANO E TESTES IN VITRO E IN VIVO

Foram obtidos 52 isolados bacterianos morfologicamente distintos com relagéo
ao padrao morfologico de coloragao e rugosidade, sendo 31 de origem epifiticas (UEP)
(Tabela 1) e 21 endofiticas (UEN) (Tabela 2). Destes isolados, nove epifiticas e cinco
endofiticas obtiveram significativamente o maior potencial de biocontrole sobre B.
cinerea no teste in vitro com base no perido de 24 e 72 horas de avaliagédo (Tabelas
1e2).

Tabela 1- Primeira analise (“screening”) de antibiose de isolados bacterianos

epifiticos a B. cinérea.

(continua)

Tempo 24h | 72h |
Isolados Diam. Halo de inibigdo (cm) Diam. Halo de inibigado (cm)

UEP13 0.21a 0.00a

UEPO1 0.26a 0.23a

UEP60 0.31a 0.00a

UEPO02 0.37a 0.26a

UEPOQ9 0.48a 0.16a

UEPO3 0.53a 0.14a

UEP20 0.66b 0.14a

UEP48 0.72b 0.50a

UEP26 0.78b 0.37a

UEP45 0.83b 0.62b

UEP34 0.90c 0.78b

UEP27 0.90c 0.76b

UEP33 0.96¢c 0.78b

UEP 28 1.01c 0.88b

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si na coluna pelo método de

Scott-Knott em nivel de 5%. Fonte: Elaborada pelo autor, 2022.
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Tabela 1 — Primeira analise (“screening”) de antibiose de isolados bacterianos

epifiticos a B. cinerea.

(Continuagéao)

Tempo 24h | 72h |
Isolados Diam. Halo de inibicdo (cm) Diam. Halo de inibicao (cm)
UEP46 1.01a 0.47 a
UEP35 1.02 a 0.80b
UEP24 1.03 a 0.36a
UEP32 1.08 a 0.69b
UEP25 110 a 0.89b
UEP17 112 a 0.67b
UEP41 117 a 0.33a
UEP39 117 a 0.94b
UEP38 1.28b 1.06b
UEP44 1.28b 0.78b
UEP51 1.32b 0.80b
UEP43 1.34b 1.04b
UEP40 1.40b 1.08b
UEP37 1.42b 1.32b
UEP42 1.46b 1.33b
UEP49 1.47b 1.12b
UEP50 1.54b 1.12b
CV (%) 27.10 36.69

Médias seguidas de mesma letra nao diferem estatisticamente entre si na coluna pelo método de

Scott-Knott em nivel de 5%. Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

Ambas classificacbes de bactérias tanto epifiticas quanto endofiticas

demonstram um efeito positivo de biocontrole sobre B. cinerea. Bactérias endofiticas
denominadas UEN 08, UEN 13, UEN 14, UEN 16 e UEN 20 obtiveram a maior media

em relagdo as demais bactérias do mesmo grupo.
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Tabela 2- Primeira analise (“screening”) de antibiose de isolados bacterianos

endofiticos a B. cinerea.

Tempo 24h | 72h |
Isolados Diam. Halo de inibicdo (cm) Diam. Halo de inibigdo (cm)
UEN28 0.26b 0.00b
UENO1 0.68a 0.00b
UENO7 0.74a 0.00b
UENO02 0.76a 0.00b
UEN15 0.81a 0.00b
UENO04 0.86a 0.00b
UENO06 0.88a 0.00b
UENO05 0.89a 0.00b
UEN16 0.91a 0.17a
UEN11 0.92a 0.00b
UENO09 0.93a 0.00b
UEN19 0.95a 0.00b
UEN17 0.96a 0.00b
UEN13 0.96a 0.24a
UENO03 0.98a 0.00b
UEN14 1.00a 0.47a
UEN20 1.02a 0.22a
UENO08 1.05a 0.16a
UEN12 1.07a 0.00b
UEN10 1.07a 0.00b
UEN18 1.12a 0.00b
CV (%) 15.28 33.46

Médias seguidas de mesma letra nao diferem estatisticamente entre si na coluna pelo método de

Scott-Knott em nivel de 5%. Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

Bactérias enddfitas sdo consideradas como agentes de biocontrole de
interesse devido ao seu alto grau de adaptacédo endofita, pois sdo capazes de
penetrarem através de estdmatos do hospedeiro, ou através de lesdes nas folhas e
caules. Capazes de sobrevirem mais facilmente em condig¢des de estresses abiodticos,
como exemplo aplicagdes repetidas de agroquimicos, o que na maioria das vezes
inviabiliza a sobrevivéncia de agentes de biocontrole (HAIDAR, 2016). Indicando
assim no presente trabalho de que as bactérias UEN 08, UEN 13, UEN 14, UEN 16 e
UEN 20 caso comprovado sua eficiéncia no controle biolégico em condi¢gées a campo
podem ter maiores condicbes de sobrevivéncia a campo, aumentando sua eficiéncia

no biocontrole de Botritys cinerea.



45

Porém de certa forma as bactérias de origem epifiticas também ndo podem ser
despresadas, pois independente da origem, ambas classificagbes de bactérias podem
tornar-se importantes agentes de biocontrole. Pois podem promover acgdes distintas
em seu hospedeiro, desenvolvendo efeitos antagbnicos diferentes dependendo do
orgao vegetal atingido. Actinobacter iwoffi PTA-113 e Pseudomonas fluorescens PTA-
CT2 por exemplo atuam contra B. cinerea em folhas, enquanto A. iwoffii PTA-113 ou
Pantoea agglomerans PTA-AF1 demonstram melhores resultados em bagas
(MAGNIN-ROBERT et al., 2007).

Os isolados bacterianos tanto das epifiticas quanto as endofiticas selecionados
com base no primeiro screening seguiram para um novo experimento /n vitro com

menor numero de tratamentos.

41.1 Segunda selecao de isolados bacterianos

Com base na selegao dos isolados anteriores obteve-se uma segunda selegéao.
Onde destacou-se os isolados bacterianos UEN 13, UEN 14, UEP 38, UEP 40, UEP
43, UEP 51 (Tabela 3).

Tais isolados bacterianos ainda ndo se conhece o efeito antagbnico que
promovem sobre o fiopatégeno, porém como pode ser observado nos resultados,

estes promovem algum efeito positivo de biocontrole sobre o fitopatdgeno.

Tabela 3- Segunda analise de antibiose dos isolados bacterianos a B. cinérea.

(Continua)
Tempo 24h 72h
Diam. Halo de inibigao Diam. Halo de inibigao
(cm) (cm)
Isolados Analise Software Analise Software
manual Image J manual Image J
UEP 44 0.29 a 0.60 a 0.44 a 0.10 a
UEP 37 0.34 a 0.26 a 0.40a 0.29 a
CV (%) 27.93 34.00 27.43 34.04

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si na coluna pelo método

deScott-Knott em nivel de 5%. Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.
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Tabela 3 — Segunda analise de antibiose dos isolados bacterianos a B. cinérea.

Tempo 24h 72h

Diam. Halo de inibigao Diam. Halo de inibigao

(cm) (cm)

Isolados Anadlise Software Anadlise Software

manual Image J manual Image J
UEP 49 0.81b 0.60 b 0.89b 0.76 c
UEP 53 1.02b 0.72b 1.01c 0.85¢c
UEP 38 147 c 1.07 c 1.21¢c 1.03 d
UEP 43 1.58 ¢ 113 ¢ 1.26 ¢ 1.06 d
UEP 51 1.64 c 116 ¢ 1.28 ¢ 1.08 d
UEP 40 1.65c 113 ¢ 1.28 ¢ 1.06 d
UEN 13 1.75 ¢ 119 ¢ 1.32 ¢ 1.08 d
UEN 14 1.78 ¢ 127 c 1.33 ¢ 1.12d
CV (%) 27.93 34.00 27.43 34.04

(Continuagéao)

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo método de Scott-Knott em nivel de

5%. Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

Acima como podemos observar os métodos de avaliagdo apresentaram

comportamento similar entre si. Ou seja, indica que o método de avaliagao através

do Software “Image J” é eficiente e confirma os dados de avaliagdo manual. Em que
os isolados bacterianos “ UEP 387, “ UEP 43, “ UEP 517, “UEP 407, “UEN 13" e

“UEN 14” apresentaram um maior efeito de biocontrole sobre o fitopatdégeno Botrytis

cinerea em comparagao aos demais isolados.

4.1.2 Testes bioquimicos

Os teste bioquimicos foram realizados apenas nos isolados bacterianos que

mais se destacaram com base nos resultados de biocontrole positivos, podendo

ser observados a seguir na tabela 5.
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Tabela 4- Testes bioquimicos efetuados nos isolados bacterianos apds 48 hrs de

crescimento em meio de cultura especifico.

Isolados | Gram | Morfologia | Glicose | Lactose | Citrato | OF | OF ¢/ | Ureia | Lisina | Indol
celular oleo
UEP 38 + Coco - - - - - - - -
UEP 40 + Coco - - - - - + - +
UEP 43 + Coco - - - - - + - +
UEP 51 + Coco - - - - - - - -
UEN 13 + Coco - - - - - + - +
UEN 14 + Coco - - - - - + - +

(+) - positivo; (-) — Negativo
OF — Testes de Oxidagdo e fermentagdo

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

Com base nos resultados observou-se que todas bactérias foram Gram
positivas, apresentaram morfologia celular estilo “Coco”. Também que nao realizam
algum tipo de fermentagao, ndo havendo produgéao de CO2 E que apenas os
isolados “UEP 407, “UEP 43", “UEN 13” e “UEN 14” foram positivas para o teste de
uréia e que realizam a degradagcédo da mesma através da enzima urease. Enquanto
qgue no teste da Lisina houve a presencga da enzima Lisina Descarboxilase para as
mesmas bactérias. O que indica que para estes isolados utilizam tanto a uréia
quanto o Indol como fontes de carbono. E que os demais isolados bacterianos néao
utilizam Glicose, Lactose, Citrato, OF, OF com 6leo e lisina como fonte de carbono

para que ocorresse a respiragao.

4.1.3 Teste de Antibiose In vivo

Todas as bactérias testadas no teste in vivo demonstraram efeito positivo no
biocontrole de B. cinerea. Os isolados bacterianos “UEN 14", “UEP 38", “UEP 40" e
“UEP 43” apresentaram em média porcentagem de incidéncia da doenca inferiores a
testemunha negativa com inéculo do fitopatdégeno. Enquanto que os isolados “UEN
13" e “UEP 51" apresentaram médias de incidéncia de porcentagem da doenga ainda

mais inferiores em comparacao a testemunha negativa com inéculo do fitopatégeno e
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aos isolados citados acima, se aproximando na ultima avaliagéo a testemunha positiva
(Tabela 5 e Figura 12).
Tabela 5- Valores de incidéncia (em porcentagem) do teste In vivo dos isolados

bacterianos sobre o fitopatogeno.

Tratamentos DIA 3 DIA S DIA7
Incidéncia da Incidéncia da Incidéncia da
doenca (%) doenca (%) doenca (%)
Testemunha
Negativa sem 5 a 15 a 19 a
Inéculo
Testemunha
Negativa com 36 b 60 c 65 ¢
Inéculo
Testemunha
positiva 15 a 26 a 26 a
EcoShot
Bactéria "UEN
30 b 38 b 40 a
13"
Bactéria "UEN
28 b 46 b 47 b
14"
Bactéria "UEP
18 a 43 b 50 b
38"
Bactéria "UEP
48 ¢ 58 ¢ 58 b
40"
Bactéria "UEP
24 a 37 b 45 b
43"
Bactéria "UEP
15 a 38 b 38 a
51"
CV (%) 37,4 29,3 36,7

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.
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Figura 12 - Incidéncia de B. cinerea nos dias 3, 5 e 7 dias ap0ds a inoculagao de

70
60
50
40
30
20
10

Botrytis cinerea em bagas destacadas.

Incidéncia (%)

—0
°
o
/
DIA3 DIAS DIA 7

=@=Testemunha Negativa sem Inéculo ==@=Testemunha Negativa com Inéculo

Testemunha positiva EcoShot Bactéria "UEN 13"
==@==Bactéria "UEN 14" ==@==Bactéria "UEP 38"
«=@==Bactéria "UEP 40" «=@==Bactéria "UEP 43"

«=@==Bactéria "UEP 51"

Fonte: Elaborada por autor, 2022.

No grafico acima confirma-se a informagdo de que os isolados bacterianos

apresentaram efeito de biocontrole sobre o B. cinerea. Com destaque aos isolados

bacterianos “UEN 13” e “UEP 51” que obtiveram a maior média em relagdo aos

demais.
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5 CONCLUSAO

Ao todo obteve-se 52 isolados bacterianos morfologicamente diferentes, sendo
31 de origem epifitica e 21 de origem endofitpicas.

Os isolados bacterianos epifiticos “EUP 38", “UEP 517, “UEP 40” e os isolados
bacterianos endofiticos “UEN 13", “UEN 14” inibiram o crescimento micelial em relagao
aos demais isolados no teste In vitro.

Os isolados “UEP 407, “UEP 43", “UEN 13” e “UEN 14” utilizam a uréia quanto
o indol como fonte de carbono.

Os isolados “UEN 13” e “UEP 51” sdo os que mais se destacaram em relagao
aos demais isolados bacterianos, obtendo a menor média de incidéncia da doenga no
teste In vivo.

Os resultados apresentados neste trabalho indicam o potencial de biocontrole
de Botrytis cinerea por isolados bacterianos endofiticos e epifiticos obtidos de videira

cv. Sauvignon Blanc oriundos da regido do Planalto Central de Santa Catarina.
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