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RESUMO

A podridao da uva madura (Colletotrichum spp.) e a podriddo cinzenta (Botrytis cinerea) estao
entre as principais podriddes de cacho de uva. Medidas culturais aliadas ao controle quimico
sdo métodos comumente utilizados para o controle de podriddes. Contudo, a pressao de sele¢do
sobre os patogenos exercida por aplicagdes frequentes de fungicidas, os impactos ao meio
ambiente e o periodo de caréncia dos produtos sdo limitantes para o controle. Produtores
relatam falhas no controle das podriddes. Uma alternativa seria a introducao de agentes de
controle bioldgico (ACBs) como bactérias e leveduras que sdo endofiticas de bagas de Vitis
labrusca. Os endofiticos, ao estabelecerem relagdes simbiodticas com as plantas, tornam-se
aliados importantes na bioprotecdo. O estudo teve como objetivo a prospecgdo e avaliagdo de
microrganismos endofiticos presentes em bagas de uva da cultivar 'Bordd' (V. labrusca). O
primeiro capitulo focou na identificagdo desses microrganismos e na analise de seu potencial
antagdnico contra Colletotrichum spp. e Botrytis cinerea. No segundo capitulo, foi analisado o
modo de agdo dos microrganismos endofiticos pré-selecionados e de produtos bioldgicos
comerciais sobre as estruturas infectivas de trés espécies de Colletotrichum (C. nymphaeae, C.
siamense e C. viniferum), e o impacto desses ACBs na podriddo da uva madura. Inicialmente,
foi realizada uma triagem com 52 isolados endofiticos de bagas de V. labrusca, avaliando o
efeito destes sobre o crescimento micelial de C. nymphaeae e B. cinerea. Em seguida, trés
isolados selecionados como antagonistas aos dois patogenos foram identificados por analise
molecular, utilizando ITS-rDNA para leveduras e /65 para bactérias. As sequéncias obtidas
foram comparadas com sequéncias disponiveis no Genbank e no LPSN, seguido das analises
filogenéticas. Na segunda parte do trabalho foram comparados os isolados endofiticos e os
produtos comerciais quanto a inibicao do crescimento micelial de C. nymphaeae, C. siamense
e C. viniferum, principais espécies identificadas em colegdo brasileira. Esses testes incluiram
pareamento de coldnias, andlise da agdo de metabdlitos termoestaveis e compostos volateis
antifungicos. Além disso, foi avaliada a germinacdo dos conidios dos isolados patogénicos e
sua capacidade de formar colonias apds contato com os ACBs. Em experimento ex vivo foi
avaliado progresso da podridao da uva madura em bagas de uva tratadas com os ACBs antes da
inoculagdo com o patdgeno. Os trés isolados endofiticos classificados como antagonicos a
Colletotrichum spp. e B. cinerea foram identificados como Clavispora asparagi (VA4L),
Zygoascus meyerae (VB5B) e Tatumella morbirosei (PA1N). As espécies de Colletotrichum
variaram em sensibilidade aos ABCs prospectados e aos padrdes de fungicida e biologicos
comerciais. Os tratamentos testados tiveram modos de acdo variados. Dentre os produtos
comerciais, Serenade® e Duravel® foram os mais eficazes na redugao do crescimento micelial
e da incidéncia da podridao da uva madura. Duravel® inibiu a viabilidade dos conidios, ¢
Serenade® produziu compostos que inibiram o crescimento dos patéogenos. Os isolados
endofiticos prospectados reduziram o crescimento micelial ¢ a incidéncia da doenga, com
resultados semelhantes ao fungicida clorotalonil. Com os dados deste estudo pode ser afirmado
que os ABCs prospectados e produtos bioldgicos comerciais sdo promissores para 0 manejo
das podriddes da uva em campo e em pods-colheita. Estudos em campo para estabelecer a
melhor estratégia de uso sao recomendados como continuidade desta pesquisa.

Palavras-chave: Bioinsumos, Vitis spp., Agricultura Sustentavel, Bioprospec¢dao, Antagonismo.



ABSTRACT

Grape ripe rot (Colletotrichum spp.) and gray mould (Botrytis cinerea) are among the main
grapevine bunch rots. Cultural measures combined with chemical control are methods
commonly used to control rot. However, the selection pressure exerted on the pathogens by
frequent applications of fungicides, the impact on the environment and the grace period of the
products all limit control. Producers report failures in the control of rots. An alternative would
be the introduction of biological control agents (BCAs) such as bacteria and yeasts that are
endophytes of Vitis labrusca berries. By establishing symbiotic relationships with plants,
endophytes become important allies in bioprotection. The aim of this study was to prospect and
evaluate endophytic microorganisms present in 'Bordo' grape berries (V. labrusca). The first
chapter focused on identifying these microorganisms and analyzing their antagonistic potential
against Colletotrichum spp. and Botrytis cinerea. The second chapter analyzed the mode of
action of the pre-selected endophytic microorganisms and commercial biological products on
the infective structures of three Colletotrichum species (C. nymphaeae, C. siamense and C.
viniferum), and the impact of these ACBs on Grape ripe rot. Initially, 52 endophytic isolates
from V. labrusca berries were screened and their effect on the mycelial growth of C. nymphaeae
and B. cinerea was evaluated. Next, three isolates selected as antagonists to the two pathogens
were identified by molecular analysis, using ITS-rDNA for yeasts and /65 for bacteria. The
sequences obtained were compared with sequences available on Genbank and LPSN, followed
by phylogenetic analysis. In the second part of the work, endophytic isolates and commercial
products were compared in terms of their inhibition of the mycelial growth of C. nymphaeae,
C. siamense and C. viniferum, the main species identified in the Brazilian collection. These tests
included colony pairing, analysis of the action of thermostable metabolites and antifungal
volatile compounds. In addition, the germination of the conidia of the pathogenic isolates and
their ability to form colonies after contact with the ACBs were evaluated. In an ex vivo
experiment, the progress of grape ripe rot was assessed on grape berries treated with the ACBs
before inoculation with the pathogen. The three endophytic isolates classified as antagonistic
to Colletotrichum spp. and B. cinerea were identified as Clavispora asparagi (VA4L),
Zygoascus meyerae (VB5B) and Tatumella morbirosei (PA1N). Colletotrichum species varied
in their sensitivity to the ABCs prospected and to commercial fungicide and biological
standards. The treatments tested had different modes of action. Among the commercial
products, Serenade® and Duravel® were the most effective in reducing mycelial growth and
the incidence of grape ripe rot. Duravel® inhibited the viability of conidia, and Serenade®
produced compounds that inhibited the growth of pathogens. The endophytic isolates studied
reduced mycelial growth and the incidence of the disease, with similar results to the fungicide
chlorothalonil. With the data from this study, it can be stated that the ABCs prospected and
commercial biological products are promising for the management of grape rots in the field and
post-harvest. Field studies to establish the best use strategy are recommended as a continuation
of this research.

Keywords: Bio-inputs, Vitis spp., Sustainable Agriculture, Bioprospecting, Antagonism.
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1 INTRODUCAO GERAL

O cultivo de videiras (Vitis spp.) € mundialmente importante (FAOSTAT, 2024). No
Brasil, a uva ¢ a principal frutifera de clima temperado, com produgao estimada em 1,7 milhdes
de toneladas, distribuida principalmente entre as regides sul e nordeste do pais (IBGE, 2024).
O Rio Grande do Sul lidera como o maior produtor, com cerca de 90% da produgdo destinada
a industria de sucos e vinhos de mesa, produzidos principalmente com V. labrusca.
Pernambuco, Sdo Paulo, Bahia e Parana seguem no ranking nacional, com o Parana ocupando
0 5° lugar, produzindo cerca de 60 mil toneladas na safra 2023/2024 (IBGE, 2024). Esse estado
tem previsao de crescimento na producao, impulsionado pela criagdo do Programa Estadual de
Revitalizagdo da Viticultura Paranaense (REVITIS), que apoia a expansao das areas cultivadas
(SEAB, 2024).

Uma parcela significativa da produ¢ao de uvas no pais ¢ desafiada por longos periodos
chuvosos proximos a colheita dos frutos. Neste momento, as podriddes de cacho de uva sdo
doencas especialmente importantes, impactando tanto a produtividade, quanto a qualidade dos
produtos. Afetam a estética dos frutos e podem alterar as caracteristicas do vinho e do suco,
pois as enzimas produzidas pelos patégenos prejudicam a cor, aroma e o sabor devido a
oxidacdo de compostos fendlicos presentes nesses produtos (Sonego; Garrido, 2005;
Meneguzzo et al. 2006; Rizzon; Meneguzzo, 2007).

Dentre os patdgenos que causam podriddes de cacho de uva, dois dos mais relevantes
sdo: Botrytis cinerea e Colletotrichum spp., que causam a podridao cinzenta e a podridao da
uva madura, respectivamente (Nogueira ef al., 2017). Ambos os patogenos foram eleitos entre
os dez principais patogenos de plantas devido ao nimero de hospedeiros que sdo capazes de
infectar e aos danos causados por eles (Dean ef al., 2012).

No Brasil, a podriddo cinzenta da uva € causada exclusivamente por B. cinerea
(Azevedo et al., 2020). Em contraste, alta diversidade genética tem sido relatada para o género
Colletotrichum associado as videiras. Inicialmente, os complexos C. acutatum, C.
gloeosporioides e C. boninense foram relatados causando podridio da uva madura
(Echeverrigaray et al., 2020). Considerando todas as regioes produtoras do pais, treze espécies
de Colletotrichum spp. foram identificadas associadas a videira, distribuidas nestes complexos,
com predominio de C. nymphaeae, C. siamense ¢ C. viniferum (Steiner et al., 2024).

Essa diversidade genética tem implicagdes praticas significativas como, por exemplo,
diferengas entre os complexos quanto a especificidade do tecido (folhas, frutos, ramos, flores,

etc.), a agressividade (tamanho e nimero de lesdes, a capacidade de produzir conidios, etc.), a
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distribuicao geografica (ampla faixa de temperatura e diferengas quanto a necessidade de
umidade) e a sensibilidade a fungicidas (Dowling et al., 2020). Vale ressaltar que hé variagdes
observadas até mesmo entre isolados de uma mesma espécie.

O manejo das podriddes de cacho de uva requer a integragdo de diferentes métodos de
controle. Embora V. labrusca seja considerada mais resistente a maioria das doengas em
comparagdo com V. vinifera, nao existem cultivares comerciais com resisténcia completa as
podriddes (Su et al., 2023). Desta forma, medidas culturais como a desfolha manual durante o
ciclo e a desbrota sdo recomendadas para aumentar a aera¢do da copa visando o controle de B.
cinerea (Valdés-Goméz et al., 2008; Wurz et al., 2017); e o uso de cobertura plastica, que reduz
a agua livre na planta e, consequentemente, as podridoes de cacho (Chavarria et al., 2007,
Yamamoto et al., 2012). Além disso, utilizar variedades com cachos de menor compactagdo
desfavorece infeccdo de B. cinerea (Hed et al., 2015).

Contudo, em condi¢des ambientais favoraveis ao desenvolvimento de Colletotrichum
spp. € B. cinerea nos frutos, as medidas culturais sdo insuficientes para o controle da doenca.
Portanto, o controle quimico ¢ realizado com aplicacdo de fungicidas. Mas este método
apresenta limitagdes como o periodo de caréncia do produto, a selecao de populacdes de
patogenos resistentes, além dos impactos causados ao meio ambiente e a satide do consumidor
(Sharma et al., 2009; Hamann, 2011).

Como alternativa, o controle biologico surge como uma opg¢do promissora. Os
organismos endofiticos, que vivem dentro dos tecidos vegetais sem causar danos aparentes (DE
BARY, 1866), tém se mostrado especialmente promissores no controle bioldgico de doengas
de plantas. Esses microrganismos tém o potencial de promover o crescimento vegetal e atuar
na prote¢do contra patdgenos, competindo por recursos, produzindo substancias
antimicrobianas ou induzindo resisténcia sistémica (RABBEE et al., 2024). Essas interagdes
simbioticas ndo s6 reduzem a dependéncia de pesticidas quimicos, mas também promovem
praticas agricolas mais sustentdveis e ecologicamente corretas (ALABID et al., 2019). O
conhecimento dos mecanismos de agdo dos endofiticos ¢ fundamental para a eficacia do
controle biologico (Blakeman; Fokkema, 1982). Alguns mecanismos de acao ja relatados sao
antibiose, competi¢ao, parasitismo e indu¢ao de resisténcia sist€émica (Bettiol; Morandi, 2009;
Medeiros et al., 2018).

Apesar do potencial de controle, a disponibilidade de produtos biologicos eficientes
ainda ¢ limitada. Apenas alguns produtos a base de Bacillus ou Trichoderma sio registrados
para o controle de Colletotrichum spp. e B. cinerea (AGROFIT, 2024) e sua eficacia no controle

ainda carece de estudos cientificos. Assim, ha necessidade de desenvolvimento de novos
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produtos bioldgicos, que se inicia pela prospec¢ao de microrganismos antagonistas € o
entendimento de seus modos de agdo. A busca por esses microrganismos deve focar em locais
onde a doenga ndo ocorre, como hospedeiros sadios ou cultivares resistentes (Baker; Cook,
1974). Neste contexto, a prospeccdo de endofiticos em V. labrusca, que apresenta maior
resisténcia a podridoes de cacho comparada a V. vinifera, pode ser uma estratégia promissora.

Diante disso, o primeiro capitulo deste estudo teve como objetivos prospectar
microrganismos endofiticos presentes em bagas de uva da cultivar ‘Bordd’ (V. labrusca),
avaliando seu potencial antagonico contra Colletotrichum spp. e B. cinerea, além de realizar a
identificacao molecular desses microrganismos. O segundo capitulo se concentra em validar o
efeito dos endofiticos pré-selecionados e de produtos bioldgicos comerciais sobre as estruturas
infectivas de isolados de C. nymphaeae, C. siamense e C. viniferum, bem como avaliar o

impacto desses agentes de controle biologico na podriddo da uva madura.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A CULTURA DA VIDEIRA

2.1.1 Origem e classificagdo botanica

A videira ¢ uma planta perene, lenhosa, caducifélia, sarmentosa, com presenga de
gavinhas, de habito trepador, pertencente a familia das vitaceas. O género de maior importancia
¢ o Vitis, que possui mais de sessenta espécies. As espécies cultivadas sdo a V. labrusca,
conhecida como ‘uva americana’ e V. vinifera, conhecida como ‘uva europeia’, devido ao
centro de origem dessas espécies (Galet, 1988). Os frutos das uvas europeias sao de excelente
qualidade, porém, possuem menor resisténcia a pragas e doengas em comparacao as videiras
americanas, que possuem caracteristicas variaveis em relagdo aos frutos (Keller, 2010).

Originalmente, as videiras sdo bem adaptadas as regides de clima temperado, podendo
ser cultivadas com sucesso em regides subtropicais e tropicais. No Brasil, tradicionalmente, a
cultura foi implantada na regido sul, devido as caracteristicas climaticas da regido. Porém, com
o desenvolvimento de novas tecnologias como a irrigacdo da cultura aliada a quebra de
dorméncia através de fitormonios, houve a possibilidade de implantacao da cultura na regiao
do semidrido brasileiro, que se caracteriza pela escassez de chuvas e ambiente quente,
impossibilitando o somatério de horas de frio necessario para a quebra de dorméncia das uvas

naturalmente (Camargo, 2002).
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2.1.2 Aspectos socioecondmicos da cultura

A uva representa uma das frutas mais consumidas no mundo (FAO, 2024). A érea
mundial destinada ao cultivo de videiras ¢ de cerca de 7,3 milhdes de hectares (ha), resultando
em producao de aproximadamente 75 milhdes de toneladas divididas igualmente entre o
consumo in natura € a produgdo de vinhos ou sucos (OIV, 2024). No Brasil, aproximadamente
1,7 milhdes de toneladas de uva sdo produzidas (IBGE, 2024). A regido sul ¢ a maior produtora,
representando um total de aproximadamente um milhao de toneladas, das quais, o estado com
maior producdo ¢ o Rio Grande do Sul, com média de 905 mil toneladas. Cerca de 90% da
producdo de uvas da regido sul ¢ destinada a industria de sucos e vinhos. Na sequéncia o estado
do Pernambuco, Sao Paulo, Bahia e Parand ocupam o ranking de maiores produtores. O Parana
produziu cerca de 60 mil toneladas na Safra 2023/2024, ocupando o 5° lugar em produgdo no
pais (IBGE, 2024).

A vitivinicultura brasileira é bastante diversificada, com diferentes finalidades de
cultivo, climas, sistemas de condu¢@o e manejo. O cultivo da videira representa uma atividade
de muita importancia para a agricultura familiar. Além disso, promove a economia local de
algumas regides devido aos investimentos realizados por empresas que geram empregos e renda
(Mello et al., 2019). Outro ponto, ¢ a promog¢ao do turismo rural, principalmente nas regides
tradicionalmente conhecidas como vitivinicultoras, a exemplo da Serra Gaticha, conhecida pela
producao de vinhos coloniais (Duarte ef al., 2011; Mello et al., 2016).

Devido a importancia socioeconomica dos vinhedos, nota-se a busca pela aplicagdo de
procedimentos técnicos que respeitem o ambiente, a legislagdo trabalhista e a satde do
consumidor. Por exemplo, no final da década de 90, a regido do Vale de Sao Francisco comegou
a implantar o Sistema de Producdo Integrada que abrange normativas e procedimentos que
asseguram a qualidade da fruta, (Oliveira et al., 2011), fato que facilitou a exportagao de uvas
de mesa, devido ao apelo mundial crescente por alimentos com menor quantidade de residuos
quimicos (Camargo et al., 2002).

O Nordeste brasileiro possui a taxa de desemprego mais elevada do pais (IBGE, 2024).
Com a expansdo da viticultura no Vale do Sdo Francisco, houve a geracdo de milhares de
empregos, aumentando a renda da populagdo desta regido, estima-se que cada hectare plantado
de uva, gere, pelo menos, dois empregos diretos no campo e quatro indiretos decorrentes dos

processos produtivos da atividade (Silva; Coelho, 2010).
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2.1.3 Aspectos nutracéuticos relacionados a videira

Os carboidratos sdo o principal componente das uvas e estdo presentes em grande
quantidade na forma de agucares naturais, como a glicose e a frutose. Cultivares de V. vinifera
contém cerca de 29,2% de carboidratos em sua composi¢do total. Estes estudos mostram
também que a uva ¢ composta por, aproximadamente, 8,2% de lipideos e 8,5% de proteinas
(Sousa et al., 2014).

Além disso, as uvas também fibras alimentares (cerca de 46%) que sdo importantes
para a manutencao da satde do trato gastrointestinal e para a preven¢ao de doencas como a
constipagdo e o cancer de colon (Stampanoni, 1998). E importante ressaltar que os valores de
composi¢dao nutricional podem se alterar de acordo com diversos fatores como a cultivar, o
local de produgdo e o manejo das plantas (Kalili ez al., 2023).

As uvas também sdo ricas em polifendis, um dos mais importantes € o resveratrol, um
composto ndo-flavonoide. As atividades mais conhecidas atribuidas a esse composto sdo os
efeitos antioxidantes, anti-inflamatorios, antiproliferativos e quimiopreventivos (Barbalho et
al., 2020). A e-viniferina ¢ um dimero do resveratrol que previne o desenvolvimento de algumas
comorbidades da obesidade, como diabetes tipo 2, dislipidemias, hipertensdo e esteatose

hepatica (Goémez-Zorita et al., 2023).

2.1.4 Doengas fungicas da videira

Como ocorre com a maioria das espécies cultivadas no mundo, fatores abioticos e
bidticos podem restringir o potencial produtivo das videiras (Bernardo et al., 2018). Entre os
fatores bioticos, as doengas fungicas sdao um dos principais obstaculos a produtividade e a
qualidade das uvas (Tessmann et al., 2019). Existem diversas doencas causadas por fungos ou
oomicetos citadas na literatura prejudicando os processos fisiologicos das videiras (FIGURA
1).

As principais doencgas fungicas que causam danos no sistema vascular da uva sdo a
fusariose — Fusarium oxysporum Schl. f. sp. herbemontis Tocchetto, o declinio — Eutypa lata
(Pers.: Fr.) C. Tul., pé-preto — (Campylocarpon sp., Cylindrocarpon sp., Cylindrocladiella sp.
e Ilyonectria sp., doenga de Petri — Phaeomoniella chlamydospora e Phaeoacremonium spp.,
podridao ou morte descendente - Botryosphaeria spp. que reduzem principalmente o vigor da
planta, devido ao impedimento de translocacdo de seiva (Sonego et al., 1999; Garrido et al.,

2004).
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Ha também doencas foliares que afetam a fotossintese como a antracnose — Elsinoe
ampelina (de Bary) Shear, o mildio — Plasmopora viticola (Berk.; Curlis) Berl; de Toni, o oidio
— Erysiphe necator (Schw.) Burril, a mancha das folhas da videira — Pseudocercospora vitis
(Lév.) Speg, a ferrugem da videira — Phakopsora euvitis € a escoriose — Phomopsis viticola
(Amorim; Kuniyuki, 2005; Almanga et al., 2015). Alguns exemplos de doengas fungicas que
afetam Orgdos de armazenamento na videira sdo: a antracnose — Elsinoe ampelina (de Bary)
Shear, a podridao amarga — Greeneria uvicola (Berk.; Curtis) Punithalingam, a podridao da uva
madura — Colletotrichum spp. (Penz.) Penz.; Saac. e o mofo cinzento — Botrytis cinerea Pers.:
Fr. (Amorim; Kuniyuki, 2005).

As podriddes de cacho de uva sdo indesejaveis, tanto para o consumo in natura, por
afetarem a estética dos frutos (Nogueira ef al., 2017), quanto para os produtos processados, a
exemplo da presenca de B. cinerea ou Colletotrichum spp., que afetam negativamente a
qualidade do vinho e suco (Sonego; Garrido, 2005; Meneguzzo et al. 2006; Rizzon;
Meneguzzo, 2007), com excecao da podriddo-nobre (B. cinerea) que se manifesta em periodos
de sobrematuragao, em condi¢des climaticas e que € procurada para a elaboracdo de vinhos
licorosos, tipo Sauternes (Reynier, 1986). As principais doengas em cachos causadas por fungos
em videira sdo a podriddo da uva madura e o mofo cinzento (Nogueira ef al., 2017), que serdao

discutidas em seguida.

FIGURA 1 -DOENCAS IMPORTANTES CAUSADAS POR FUNGOS OU OOMICETOS NA CULTURA
(Vitis vinifera e Vitis labrusca)

R

e
L & L

Fonte: A autora (2023). A) Mancha das folhas da videira (Pseitdocefco&pora vitis); B) Mildio (Plasmopara

viticola); C) Antracnose (Elsione ampelina); D) Mofo cinzento (Botrytis cinerea); E e F) Podridao da uva
madura (Colletotrichum spp.), sintomas iniciais e avancados.
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2.2 PODRIDAO DA UVA MADURA

2.2.1 Distribuigao

O primeiro relato da podridao da uva madura foi em 1891, na regido sul dos Estados
Unidos (Southworth, 1891). Colletotrichum spp. também foram relatadas como causa da
doenca em outros paises, a exemplo de China (Yokosawa et al., 2020), Taiwan (Duan; Chen,
2022), india (Chowdappa et al. 2009), Japdo (Yamamoto et al. 1999), Australia (Greer ef al.,
2013), e Brasil (Amorim; Kuniyuki, 2005; Echeverrigaray et al., 2020). A podridao da uva
madura, causada por espécies de Colletotrichum sp., possui crescente importancia no Brasil,
devido a demanda por frutos com maior indice de °Brix, que permanecem maior tempo no

campo (Garrido; S6nego, 2008).

2.2.2 Etiologia

O género Colletotrichum causa doenga em ampla gama de hospedeiros, principalmente
na pos-colheita de frutas e vegetais (Bailey; Jeger, 1992).

Um aspecto interessante sobre Colletotrichum ¢ que, embora seja conhecido como
causador de antracnose em diversas culturas (Adaskaveg; Hartin, 1997; Weir; Johnston, 2010),
na videira, o patégeno responsavel por essa doenga ¢ o Elsinoe ampelina (Wilcox et al., 2015).
Portanto, Colletotrichum spp. esta associado a podridao da uva madura.

A variabilidade genética de Colletotrichum spp., investigada por meio de analises
filogenéticas, resultou em um sistema de classificacio do género baseado em diferentes
complexos de espécies (Weir et al., 2012). Para a identificacdo e delimitacdo das espécies de
Colletotrichum, ¢ recomendada a utilizagdo de anélises multigénicas, as quais tém permitido a
descri¢dao de mais de 200 espécies, agrupadas em diversos complexos (Marin-Felix et al., 2017).

No Brasil, os complexos C. acutatum, C. gloesporioides e C. boninense foram
associados a videira (Echeverrigaray et al., 2020; Steiner et al., 2024), dos quais fazem parte as
espécies: C. nymphaeae, C. melonis, C. siamense, C. chrysophilum, C. fructicola, C. viniferum,
C. theobromicola, C. hibeiense, C. jiangxiense, C. gloesporioides, C. karstii e C. boninense.
Dentre estas, as espécies com maior ocorréncia no Brasil causando a podridao da uva madura

sdo: C. nymphaeae, C. siamense e C. viniferum (Steiner et al., 2024).
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2.2.3 Sintomatologia

A evolucido dos sintomas de Colletotrichum spp. em bagas de uva pode ser observada
na Figura 2. Os sintomas iniciais da doeng¢a sao manchas pardo-avermelhadas que se estendem
por todo o fruto. Posteriormente, pontuagdes escuras formadas pelos acérvulos do fungo
aparecem nas bagas. Com alta umidade, os conidios sdo expostos numa massa mucilaginosa de
coloracdo résea. Os cachos ficam enrugados e caem (Amorim; Kuniuki, 2005).

As diferentes espécies do género Colletotrichum podem causar diferentes graus de
incidéncia e severidade da doenga como mostram estudos de Greer (2011), em que espécies de

C. acutatum tiveram uma taxa de infeccdo mais rapida do que C. gloeosporioides.

FIGURA 2 - EVOLUCAO DOS SINTOMAS DE PODRIDAO DA UVA MADURA, CAUSADA
POR Colletotrichum spp. EM UVA DA CULTIVAR ‘THOMPSON’.

FONTE: A autora (2022).

2.2.4 Ciclo biolégico e epidemiologia da doenca

Os patdégenos que causam a podridio da uva madura sobrevivem em frutos
mumificados no pomar, além das gemas e gavinhas infectadas (Batista; Barbosa, 2022). A
liberagdo de ascosporos provenientes dos cachos mumificados ocorre no inicio da primavera e
durante a maturagdo dos frutos (Garrido; Sonego, 2004). A infec¢ao pode ocorrer durante a
florada até a colheita da uva (Steel et al., 2012). Quando a infec¢do ocorre nos estagios iniciais
de desenvolvimento do fruto, o patdogeno pode permanecer latente até o inicio da maturagao,
quando comecam a aparecer os primeiros sintomas (Hamada et al. 2011).

V. vinifera possui suscetibilidade ontogénica a Colletotrichum spp., isto ¢, certas fases
do desenvolvimento da cultura podem ser mais sensiveis a infec¢do e ocorréncia da doenga. Os

cachos de uvas mostram-se mais suscetiveis a podriddo da uva madura quando expostos ao
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in6culo e as condi¢des ambientais no final da safra. Cachos protegidos ou expostos apenas no
inicio da safra nao desenvolvem podridao da uva madura severa, destacando o risco aumentado
de infec¢do a medida que as uvas amadurecem (Cosseboom, Hu; 2022).

Os frutos sintomaticos produzem conidios, que servem de fonte de indculo para novas
infec¢des no campo e na pos-colheita. Precipitagdes maiores que 9 mm e temperaturas entre 16
e 26,5 °C, além de um periodo de molhamento em torno de 24 horas, sdo condi¢des favoraveis
para o desenvolvimento do patdégeno (Schenato et al., 2008; Pradella, 2013). Contudo, estudos
de Cosseboom e Hu (2023) que avaliaram a espécie C. fioriniae, indicaram que a faixa de
temperatura ideal para a maior incidéncia de podridio madura foi entre 27 a 32 °C.
Especificamente, a temperatura de 27 °C combinada com a duragdo de molhamento foliar de
24 horas resultou em uma incidéncia de 100% de podriddo madura.

A disseminag¢@o da doenca pode ocorrer de duas maneiras principais: agua e vento. A
dgua ¢ importante para a diluicdo da substancia mucilaginosa que envolve os conidios,
produzidos durante o ciclo secundario, facilitando a germinagdo. Apods a formagdo do tubo

germinativo, forma-se o apressorio possibilitando a infec¢ao (Guerreiro, 2006).

2.3 PODRIDAO CINZENTA OU MOFO CINZENTO DA UVA

2.3.1 Distribuicao e Etiologia

B. cinerea ¢ um fitopatogeno que causa doengas em mais de 200 hospedeiros em todo
o mundo, principalmente em frutas e hortaligas (Williamson ef al., 2007; Amiri et al., 2014).
Embora, no Brasil, a espécie relatada na cultura da uva seja B. cinerea, outras espécies foram
relatadas em diferentes paises causando podriddo cinzenta, a exemplo de B. euroamericana,
nos Estados Unidos e Europa (Garfinkel et al. 2017), B. californica, também nos EUA (Saito
et al. 2016), B. sinoviticola, na China (Zhou et al. 2014), e B. medusae, na Australia (Harper et
al. 2019).

2.3.2 Sintomatologia

O sintoma tipico da doenga ¢ a podridao do cacho, com producao de massa de esporos
cinza-esverdeados, que confere o aspecto tipico da podridao cinzenta (Amorim; Kuniuki, 2005)
(FIGURA 3). Em alguns paises, a podriddo cinzenta ¢ considerada a principal doenca de cachos

em uva (Molitor et al., 2012). Além de afetar as uvas para consumo in natura, um dos sérios



23

problemas correlacionados a ocorréncia de B. cinerea em uva ¢ a qualidade do vinho, onde o
patogeno prejudica a cor, o aroma ¢ o sabor devido a oxidacdo de compostos fenolicos por

enzimas produzidas por este fungo (Sénego et al., 2005; Meneguzzo et al. 2006).

FIGURA 3 — EVOLUCAO DOS SINTOMAS DE PODRIDAO CINZENTA DA UVA, CAUSADA POR
Botrytis cinerea EM UVA DA CULTIVAR ‘THOMPSON’.

0000

FONTE: A autora (2022).

2.3.3 Ciclo biolégico e epidemiologia da doenca

O fungo sobrevive em forma de esclerodios no ramo ou em restos culturais de uva,
como as gavinhas, raquis e bagas mumificadas, ramos e pedinculos presentes no solo ou presos
a planta. Os cachos mumificados sdo considerados o indculo inicial com maior importancia
(Jaspers et al., 2013, 2016). Os conidios sao liberados na primavera, infectando folhas e ramos
novos antes da floragao (Keller ez al., 2003). Quando infecta as flores, permanece latente devido
ao baixo contetido de acgucares e alto conteido de acido no tecido. Quando as bagas sdo
formadas e o nivel de a¢licar comecga a aumentar, os primeiros sintomas podem ocorrer. Os
ciclos secundarios ocorrem a partir dos frutos sintomaticos durante a maturagdo. A dispersao
ocorre através do vento e da 4gua (Garrido; Sonego, 2005).

Temperaturas amenas, entre 15 a 25°C (Gindro; Pezet, 2001) e altas umidades sdo
favoraveis para o desenvolvimento desse patogeno (Edder; Ortelli, 2005; Evans, 2017). Estes

fatores ambientais sao frequentes na regido Sul do Brasil, especialmente nas datas de colheita.

2.4 ASPECTOS DO MANEJO DAS PODRIDOES DE CACHO DE UVA, CAUSADAS
POR Colletotrichum spp. E B. cinerea

O manejo integrado de doengas ¢ cada vez mais utilizado em vinhedos, onde, apds o
devido monitoramento de condi¢des climaticas favoraveis ao desenvolvimento da doenga e da
presenga de indculo no pomar, algumas medidas sdo empregadas para a redugdo dos impactos

causados.
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Garrido e Sonego (2004) citam que o controle da podridao da uva madura deve ser
realizado primordialmente com a retirada de frutos mumificados do pomar. Outros métodos a
serem considerados s3o a adogdo de espagamentos que proporcionem boa aeragdo e insolagao,
a realizagdo da poda verde, aumentando a aeracgdo, reduzindo a duragdo do molhamento do
cacho e facilitando a aplicagdo do fungicida e deve-se também, evitar o excesso de adubos
nitrogenados.

Para controle da podriddo cinzenta, algumas medidas recomendadas sdo a desfolha
manual e desbrote (Valdés-Goméz et al., 2008; Wurz et al, 2017). Utilizar variedades com
cachos com menor compactacgao, visto que cachos compactos sao mais suscetiveis ao ataque de
B. cinerea (Hed et al. 2015). Outra medida ¢ a vaporizagdao de 4acido acético no pomar, que
reduz a podridao cinzenta, cujos testes in vitro demonstraram o retardo de crescimento micelial
e total inibi¢do de germinagdo (Camili et al., 2010).

Porém, em condi¢des climaticas muito favoraveis ao desenvolvimento das podriddes,
o uso das medidas culturais deve ser complementado com a aplicagdo de fungicidas em diversos
estadios de desenvolvimento da planta, da florada até a maturacao (Almanga et al., 2015). Por
exemplo, a aplicagao de produtos durante a floragao pode ser importante para o complexo C.
nymphaeae, que infecta as flores da videira (Steel et al., 2012).

No Parana, os fungicidas registrados para a podridao da uva madura: Clorotalonil,
Tiofanato-metilico, Oxicloreto de Cobre, Mancozebe e Tebuconazol e para a podriddo cinzenta:
Clorotalonil, Tiofanato-metilico, Oxicloreto de cobre, Mancozebe, Iprodiona, Pirimetanil,
Piraclostrobina, Fluxapiroxade, Captana, Procimidona, Oleo de casca de laranja, Fludioxonil,
Ciprodinil, Extrato de Melaleuca alternifolia e Laminarina (ADAPAR, 2024).

Conforme mencionado, os cachos de uva tornam-se mais suscetiveis as podriddes a
partir do inicio da maturagdo (Cosseboom; Hu, 2022). Nesse estagio, as opcoes de fungicidas
sdao limitadas devido ao periodo de caréncia dos produtos registrados para o controle das
podridoes. Além disso, o controle quimico enfrenta outros desafios como a selecdo de
populagdes de patogenos resistentes e os impactos adversos ao meio ambiente e a satde do
consumidor (Sharma et al., 2009; Hamann, 2011).

Steiner et al. (2024) estudaram populacdes de Colletotrichum spp. nas principais
regides produtoras de uva do Brasil, investigando a resisténcia aos fungicidas tiofanato-metilico
e azoxistrobina. O estudo identificou isolados resistentes a ambos os fungicidas. Diante disso,
a inclusdo de agentes de controle biolégico no manejo integrado € essencial para o sucesso no

combate as podridoes.
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2.4.1 Controle biologico

Cook e Barker (1983) definem controle bioldgico como “a redugdo de indculo ou das
atividades determinantes da doenga provocadas por um patdgeno, realizada por ou através de
um ou mais organismos que nao o homem”. Os agentes bioldgicos tém a caracteristica de
apresentar menores impactos ambientais, comparados aos quimicos convencionais (Bettiol;
Morandi, 2009). A ocorréncia de biodiversidade e manutencdo dos processos ecossistémicos,
dependem de interagdes entre microrganismos e destes com as plantas. A presenca de
antagonistas ¢ um processo natural importante para o equilibrio de organismos patogénicos.
Nos sistemas agricolas, 0 manejo das espécies antagonistas € realizado para o controle biologico
de fitopatogenos (Mathre ef al., 1999).

No mercado, sdo poucos os produtos biologicos registrados para o controle bioldgico
de doencas causadas por Colletotrichum spp. € B. cinerea em compara¢dao aos fungicidas
sintéticos. As opgoes sao limitadas a espécies de Bacillus sp., como: B. amyloliquefaciens, B.
pumillus, Bacillus subtilis e B. velezensis. Contudo, na literatura, muitas relagdes antagonicas
sao relatadas, sendo elas: antibiose, competi¢do, parasitismo, predacao, hipoviruléncia e defesa
do hospedeiro (Bettiol, 1991).

Os microrganismos podem atuar de diferentes formas ao mesmo tempo. Por exemplo,
na Eslovénia, as espécies Aureobasidium pullulans, Metschnikowia pulcherrima e Pichia
guilliermondii, leveduras isoladas de vinho, foram capazes de reduzir o crescimento in vitro de
B. cinerea, através da antibiose e competicao (Raspor et al., 2010). Outra interagao interessante
ocorre quando os microrganismos sdo capazes de ativar a defesa natural da planta (Medeiros et
al., 2018).

Diferentes microrganismos podem atuar no biocontrole de podriddes em uva.
Geralmente, fungos e bactérias sdo relatados como antagonistas. Quanto as bactérias, o
principal género estudado ¢ o Bacillus. Diferentes cepas de Bacillus epifiticas isoladas de
videira em diferentes pomares na India foram capazes de reduzir o crescimento de
Colletotrichum do complexo gloesporioides (Sawant et al., 2016). Em outro estudo conduzido,
B. subtilis, isolado de casca de uva foi capaz de inibir a podriddo da uva madura e também a
podridao cinzenta (Furuya et al., 2010).

Espécies do género Trichoderma sao habitantes de solo, podendo colonizar as raizes
das plantas (Hermosa et al., 2012). Esse fungo ¢ relatado como antagonista de diversos
fitopatogenos (Ferreira; Musumeci, 2021). Inclusive, em uva, Hamann (2011), em seus estudos,

obteve isolados desse microrganismo no filoplano e no solo de vinhedos e, apos testes in vitro,
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percebeu reducdo de crescimento micelial e também da esporulagao de B. cinerea, superiores a
50%. De maneira geral, a microbiota do solo e sua relacdo com as raizes das plantas ¢ mais
conhecida do que as relacdes da microbiota presente no filoplano ou no interior da planta
(Bruisson et al., 2019).

Os microrganismos endofiticos sdo aqueles que vivem no interior de espécies vegetais
sem causar danos (Azevedo, 1998). As bactérias endofiticas ocupam um espago que,
normalmente, pode ser colonizado por patdgenos, portanto, possuem grande potencial para o
controle biologico (Hallmann et al., 1997). Fungos endofiticos presentes em eucalipto sdo
capazes de reduzir a incidéncia de B. cinerea, tornando-se interessantes para a manuten¢ao da
sanidade na producao de mudas dessa espécie vegetal (Sbravatti Junior ef al., 2013). Isolado
endofitico de B. velezensis foi capaz de inibir o crescimento micelial de diferentes patdgenos
fungicos da videira, incluindo agentes causais de podriddoes em cacho (Hamaoka et al., 2021).

Um ponto interessante do controle bioloégico é a necessidade de posicionar as
aplicagdes no momento adequado, considerando as condigdes climaticas, as formulacdes dos
biocontroladores e também os estagios fenoldgicos da cultura. 7. atroviride, A. pullulans e B.
subtilis, microrganismos com diferentes modos de ac¢do, sdo eficazes para controle de mofo
cinzento na videira, tanto a aplicacdo combinada destes microrganismos, como o uso de apenas
um deles, trouxe boas respostas. Aplicagdes ocorreram em momentos especificos do ciclo da
videira que favoreceram a coloniza¢do dos microrganismos benéficos (Perlot et al., 2017).

O controle biolégico ¢ importante ndo s6 por reduzir a dependéncia de produtos
quimicos, mas também por preservar a eficacia dos produtos disponiveis, prolongando a

durabilidade dos tratamentos convencionais (Wang et al., 2024).
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CAPITULO I - PROSPECCAO DE MICRORGANISMOS ENDOFITICOS DE
BAGAS DE V. labrusca PARA CONTROLE DE PODRIDOES DE CACHO DE UVA

Camila lavorski Zela, Camilla Castellar, Débora de Oliveira Franco, Renata Faier Calegario,

Louise Larissa May De Mio

RESUMO

As podriddes de cacho de uva sdo um problema crescente no Brasil. Os principais agentes
causais de podriddes sao Colletotrichum spp. (podriddo da uva madura) e Botrytis cinerea
(podridao cinzenta). Embora o controle quimico seja o principal método utilizado para o manejo
dessas doengas, ele apresenta limitagdes como a selecdo de patdgenos resistentes e impactos
ambientais. Desta forma, o controle bioldgico desponta como uma alternativa de manejo, no
entanto, produtos biologicos ainda sdo limitados na viticultura. A prospec¢do de
microrganismos endofiticos, especialmente de Vitis labrusca, considerada mais resistente a
esses patdogenos, pode ser uma abordagem interessante para o desenvolvimento de novos
produtos bioldgicos. Neste estudo, isolados endofiticos foram obtidos de bagas de uva da
cultivar 'Bordd', colhidas em um pomar comercial em Campo Largo, PR. Frutos de ramos com
diferentes numeros de aplica¢des de fungicidas (0, 2 e 5) foram coletados e processados para
isolamento dos microrganismos endofiticos usando diferentes meios de cultura (NA, LB e
BDA), e as colonias obtidas foram armazenadas para posterior analise. Os isolados de
Colletotrichum nymphaeae (VICnPR20-A1R2) e de Botrytis cinerea (VvBcSP21-B1) foram
obtidos pela metodologia "overnight freezing”, identificados molecularmente e confirmados
como patogénicos em V. labrusca e V. vinifera. Uma triagem foi realizada para verificar o
potencial antagdnico dos isolados endofiticos contra esses patdégenos. A metodologia de
pareamento de coldnias foi usada para testar a inibigao do crescimento micelial dos patdégenos
em placas de Petri. Os endofiticos que reduziram significativamente o crescimento dos
patogenos foram selecionados para identificagdo molecular. Assim, procedeu-se a extracao de
DNA dos isolados utilizando kit comercial, seguida de amplificagao por PCR da regido ITS do
rDNA para leveduras e 16S-rDNA para bactéria. Os amplicons foram sequenciados e as
sequéncias geradas comparadas com sequéncias disponiveis no GenBank e LPSN para
elaboragdo de arvores filogenéticas. Como resultado da prospeccao foram obtidos 88 isolados
endofiticos de bagas de V. labrusca, dos quais 52 sobreviveram ao armazenamento. Os isolados
foram obtidos de parcelas com diferengas na frequéncia de uso de fungicidas: sem fungicida
(18 isolados), com duas aplicagdes (12) e com cinco aplica¢des de fungicidas em campo (22).
A prospeccao mostrou que, independentemente do manejo com fungicidas, a maioria dos
isolados inibiu o crescimento de Colletotrichum nymphaeae e Botrytis cinerea, com redugdes
de até 57,3% e 67,6%, respectivamente. Quatro isolados (PAIN, isolado de baga com nenhuma
aplicacdo de fungicida e VA4L, VB5B e VC2N, isolados de bagas com cinco aplicacdes de
fungicidas) mostraram-se consistentemente desfavoraveis ao crescimento de ambos os
patdgenos em todos os experimentos e foram selecionados para identificacdo. VA4L foi
identificado como Clavispora, VB5B como Zygoascus e PAIN como Tatumella. VC2N nao foi
identificado. Esses resultados destacam a importancia de explorar a diversidade microbiana
associada as plantas menos suscetiveis a doengas na busca por solugdes alternativas. As bagas
de uva da cv. 'Bordd' revelaram uma microbiota potencialmente antagénica aos principais
agentes causais de podriddes de cacho de uvas e os isolados identificados sdo promissores para
futuros testes para identificar mecanismos de agdo e potencial para controle de doencas em
frutos de cultivares suscetiveis as podriddes.

Palavras-chave: Vitis spp., agentes de controle biologico, agricultura sustentavel
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CHAPTER I - SCREENING OF ENDOPHYTIC MICROORGANISMS FROM Vitis
labrusca BERRIES FOR THE CONTROL OF GRAPE BUNCH ROT

Camila lavorski Zela, Camilla Castellar, Débora de Oliveira Franco, Renata Faier Calegario,

Louise Larissa May De Mio

ABSTRACT

Grapevine bunch rots are a growing problem in Brazil. The main causal agents of rot are
Colletotrichum spp. (grape ripe rot) and Botrytis cinerea (gray mould). Although chemical
control is the main method used to manage these diseases, it has limitations such as the selection
of resistant pathogens and environmental impacts. Biological control is therefore emerging as
a management alternative, but biological products are still limited in viticulture. The
prospecting of endophytic microorganisms, especially from Vitis labrusca, which is considered
to be more resistant to these pathogens, could be an interesting approach for the development
of new biological products. In this study, endophytic isolates were obtained from grape berries
of the 'Bordd' cultivar, harvested from a commercial orchard in Campo Largo, PR. Fruits from
branches with different numbers of fungicide applications (0, 2 and 5) were collected and
processed for isolation of endophytic microorganisms using different culture media (NA, LB
and BDA), and the colonies obtained were stored for later analysis. Isolates of Colletotrichum
nymphaeae (VICnPR20-A1R2) and Botrytis cinerea (VvBcSP21-B1) were obtained using the
overnight freezing methodology, identified molecularly and confirmed as pathogenic on V.
labrusca and V. vinifera. Screening was carried out to verify the antagonistic potential of the
endophytic isolates against these pathogens. The colony pairing methodology was used to test
the inhibition of the pathogens' mycelial growth in Petri dishes. The endophytes that
significantly reduced the growth of the pathogens were selected for molecular identification.
DNA was extracted from the isolates using a commercial kit, followed by PCR amplification
of the ITS region of the rDNA for yeasts and 16S-rDNA for bacteria. The amplicons were
sequenced and the sequences generated were compared with sequences available on GenBank
and LPSN to create phylogenetic trees. As a result of the prospecting, 88 endophytic isolates
were obtained from V. labrusca berries, 52 of which survived storage. The isolates were
obtained from plots with different frequency of fungicide use: without fungicide (18 isolates),
with two applications (12) and with five fungicide applications in the field (22). Prospecting
showed that, regardless of fungicide management, most of the isolates inhibited the growth of
Colletotrichum nymphaeae and Botrytis cinerea, with reductions of up to 57.3% and 67.6%,
respectively. Four isolates (PAIN, isolated from berries with no fungicide application and
VA4L, VB5B and VC2N, isolated from berries with five fungicide applications) were
consistently unfavorable to the growth of both pathogens in all experiments and were selected
for identification. VA4L was identified as Clavispora asparagi, VB5B as Zygoascus meyerae
and PAIN as Tatumella morbirosei. VC2N was not identified. These results highlight the
importance of exploring the microbial diversity associated with plants that are less susceptible
to disease in the search for alternative solutions. 'Bordd' grape berries revealed a microbiota
potentially antagonistic to the main causal agents of grapevine bunch rots and the isolates
identified are promising for future tests to identify mechanisms of action and potential for
disease control in fruit from cultivars susceptible to rots.

Keywords: Vitis spp., biological control agents, sustainable agriculture
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1 INTRODUCAO

Podriddes de cacho de uva sdo limitantes para o sucesso do cultivo, pois afetam a
estética e as caracteristicas organolépticas dos frutos e seus produtos, como o suco € o vinho
(Sonego; Garrido, 2005; Meneguzzo et al. 2006; Rizzon; Meneguzzo, 2007). No Brasil, dentre
0s patdgenos que causam as podridoes, dois sdo considerados os mais relevantes: Botrytis
cinerea e Colletotrichum spp., que causam a podriddo cinzenta e a podriddo da uva madura,
respectivamente (Nogueira et al., 2017). As podriddes ocorrem em ampla faixa de temperatura
e sdo favorecidas por safras chuvosas proxima a colheita dos frutos, caracteristica comum no
sul do Brasil, em anos sob influéncia do fendmeno E/ Ni7io ou marcado pela neutralidade no
clima (Sonego; Garrido, 2005).

O controle quimico ¢ o principal método de controle utilizado para o controle das
podriddes de cacho, envolvendo pulverizagdes com fungicidas no inverno e durante o ciclo de
cultivo. Contudo, esse método possui limitagdes como o periodo de caréncia do produto, a
sele¢ao de populacdes de patogenos resistentes, além dos impactos causados ao meio ambiente
e a saude do consumidor (Sharma et al., 2009; Burandt et al., 2024). Como alternativa, o
controle biolégico pode ser uma opgdo (Bettiol; Morandi, 2009; Medeiros ef al., 2018), mas a
disponibilidade de produtos bioldgicos para a viticultura ¢ limitada, apenas espécies do género
Bacillus e Trichoderma sdo registradas para uso na cultura (AGROFIT, 2024).

Nesse contexto, a prospec¢do de microrganismos antagonistas aos patégenos com
maior especificidade para a cultura da videira ¢ promissora para o desenvolvimento de novos
produtos bioldgicos. O isolamento de microrganismos presentes em hospedeiro sadio, de
cultivares resistentes ou de locais sem ocorréncia da doenca consiste em uma boa estratégia
como base de um controle biologico (Baker; Cook, 1974). Tradicionalmente, microrganismos
com potencial antagonico tém sido isolados em diversos ambientes como o solo, a rizosfera e
o filoplano (Keiichiro, 2021) mas poucos estudos direcionam para hospedeiros mais resistentes
na cultura de interesse.

Outro aspecto interessante para prospeccao de bioldgicos ¢ explorar o interior dos
tecidos vegetais das videiras para encontrar antagonistas com potencial para evitar podridoes
de cacho, as quais podem vir de infecgdes em flores ou de formas latentes em frutos em
desenvolvimento (Steel et al., 2012; Hamada et al, 2011). Os microrganismos que vivem
dentro das plantas sem causar danos sdo conhecidos como endofiticos, (De Bary, 1866). Eles
promovem o crescimento vegetal e podem atuar na protegdo contra patdgenos ao competir por

recursos, produzir substancias antimicrobianas ou induzir a resisténcia sistémica da planta
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(Rabbee et al., 2024). Esses organismos, ao estabelecerem relagdes simbidticas com as plantas,
tornam-se aliados importantes na bioprotecao, ajudando a reduzir a dependéncia de pesticidas
quimicos e promovendo praticas agricolas mais sustentaveis e ecologicamente corretas (Alabid
etal.,2019). Em videira, a diversidade microbiana endofitica ¢ menor em comparagao a epifita,
contudo, as bactérias endofiticas apresentam maior capacidade de inibir o crescimento micelial
de Phytophthora infestans e B. cinerea em comparagao com os presentes no filoplano (Bruisson
et al., 2019). Bacillus velezensis foi isolado do xilema de brotos de videira e teve eficacia no
controle de Colletotrichum (Hamaoka et al., 2021).

No caso da videira em relagdo a podriddes de cachos, a prospec¢ao de microrganismos
endofiticos de V. labrusca, mais resistente a Colletotrichum spp. € B. cinerea em comparagao
a V. vinifera (Keller, 2010), pode ser promissora para encontrar potenciais antagonistas aos
patdgenos. Assim, o objetivo deste estudo foi prospectar microrganismos endofiticos de bagas
de uva da cultivar ‘Bordd’ isolados em campo de cultivo com e sem aplicagdo de fungicidas,
com potencial efeito antagonista aos patdgenos Colletotrichum e Botrytis, agentes causais das
podriddes. Os isolados endofiticos, resistentes ao processo de armazenamento, € com efeito
sobre ambos patdgenos, foram selecionados e identificados molecularmente para serem
recomendados em testes subsequentes para controle de podriddo da uva madura e podridao

cinzenta.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 OBTENCAO DOS ISOLADOS ENDOFITICOS DE BAGAS DE V. labrusca E DOS
PATOGENOS

2.1.1 Obtengao dos isolados endofiticos de bagas de V. labrusca

Os isolados endofiticos foram obtidos de bagas de uva da cultivar ‘Bordd’ colhidas em
pomar comercial localizado no municipio de Campo Largo, Parana, Brasil, durante a Safra
2019/20. No ponto de colheita (°Brix >14°), 16 ramos oriundos de poda longa, direcionados
para a entrelinha, com 0 aplica¢des de fungicidas, 16 ramos com 2 aplicagdes e 16 ramos com
5 aplicagdes de fungicidas foram selecionados para a coleta de frutos. O primeiro cacho de
cada ramo foi colhido e transportado ao laboratorio de epidemiologia molecular (LEMID), da

Universidade Federal do Parana (UFPR).
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Na sequéncia, oito bagas de cada cacho foram desinfestadas superficialmente durante
um minuto em alcool 70%, um minuto em hipoclorito de sédio (0,5%), seguido de trés lavagens
sucessivas em agua destilada esterilizada (ADE). Um corte foi realizado nas bagas, com auxilio
de um estilete, para extracdo de 50 puL de suco de uva/cacho, os quais foram depositados em
placas de Petri contendo meio de cultura.

Trés meios de cultura foram utilizados, sendo eles: Batata Dextrose Agar (BDA) (39
g.L") contendo fungicida difenoconazol (12 mL.L™"), o Nutrient Agar (NA) (Nutrient Broth 12
g.L!, 4gar 20 g.L ") e o Luria Bertani Modificado (LB) (Peptona 10 g.L!, extrato de levedura
5 g.L'!, cloreto de sédio 1 g.L!, agar 20 g.L'!). As aliquotas foram espalhadas com base no
método de estrias, com auxilio de uma alca de Drigalski. As 144 placas (16 cachos x 3 numeros
de aplicacdo de fungicidas x 3 meios de cultura) foram mantidas em camara de incubagdo com
temperatura de 28°C + 1°C e fotoperiodo de 12 horas.

Ap6s 48 horas de incubagdo do plaqueamento, uma unidade formadora de colonia com
aproximadamente 2 mm de diametro foi selecionada por placa e transferida para microtubos
contendo solucdo salina composta por agua destilada e cloreto de so6dio 0,85%. Inicialmente,
os isolados foram armazenados pelo Método de Castellani (1939). Apds condugado dos ensaios
de caracterizagdo dos isolados, estes foram armazenados em glicerol 25% a temperatura de -

20°C.

2.1.2 Obtengao dos isolados de Colletotrichum sp. e de Botrytis sp.

Os isolados fungicos foram obtidos pela técnica de overnight freezing (ONFIT),
adaptado de Luo e Michailides (2001). Primeiramente, foi realizada a desinfestacdo da
superficie das bagas, conforme descrito no item 2.1.1. Posteriormente, as bagas foram
submetidas a temperatura de -20°C no escuro por um periodo de 15 horas. Apos esse periodo,
as bagas foram transferidas para recipientes Gerbox® com uma grade suspensa com 20 mL de
agua destilada esterilizada e incubadas em um ambiente com temperatura de 23,5 + 2,5 °C.

O isolado de Colletotrichum sp. (VICnPR20-A1R2) foi obtido de frutos de uva da
cultivar ‘Bordo’ (V. labrusca) colhidas em pomar localizado no municipio de Campo Largo,
Parana, Brasil, durante a Safra 2019/20 (25°24°10,5”’S; 49°29°46,770). O isolado de Botrytis
sp. (VvBcSP21-B1) foi obtido em Sao Roque, Sao Paulo, Brasil, em pomar de V. vinifera,
durante a safra 2020/21 (23°35°37,5”’S; 47°9°40”0). Apods o isolamento inicial, uma colénia
monosporica foi obtida de cada um dos fitopatogenos e a patogenicidade de cada isolado

confirmada apos inoculagdo em bagas de V. labrusca e V. vinifera.
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Os isolados obtidos foram armazenados na colegao fitopatologica do Laboratério de
Epidemiologia para Manejo Integrado de Doencas de Plantas (LEMID), na Universidade
Federal do Parand, Departamento de Fitotecnia e Fitossanidade, com o codigo de referéncia
para a cultura da uva (V. labrusca - LEMIDVI ou V. vinifera - LEMIDVV). A preserva¢ao dos
isolados foi realizada pelo método de papel filtro, com silica gel, armazenados em temperatura

de -20°C (Sinclair; Dhingra, 1995).

2.2 PROSPECCAO DOS ISOLADOS ENDOFITICOS ANTAGONISTAS

Uma triagem dos microrganismos endofiticos obtidos das bagas de V. labrusca foi
realizada para verificar seu potencial antagdnico aos patogenos C. nymphaeae e B. cinerea,
agentes causais das podriddes de cacho de uva, utilizando a metodologia de pareamento de
coldnias descrita por Dennis ¢ Webster (1971), com algumas modificagdes.

Colonias de C. nymphaeae (VICnPR20-A1R2) e de B. cinerea (VvBcSP21-B1) foram
crescidas durante 7 dias em meio de cultura BDA a 24 + 2 °C, sob fotoperiodo de 12 horas.

Os 52 isolados endofiticos obtidos foram multiplicados durante 3 dias a 28 + 2 °C em
placas de Petri contendo os meios de cultura BDA, LB ou NA, conforme o meio utilizado no
isolamento inicial do microrganismo (TABELA 3). Apds esse periodo, foram adicionados 1000
pL de solugdo salina (ADE e cloreto de sddio a 0,85%) as placas, seguidos pela raspagem das
células dos microrganismos endofiticos com o auxilio de uma alg¢a de Drigalski. Em seguida,
100 pL dessa suspensao, contendo os endofiticos, foram transferidos para novas placas de Petri,
onde permaneceram a 28 + 2 °C por mais 24 horas.

Ap0s esse periodo, discos de micélio de 8 mm de didmetro de cada patdégeno foram
centralizados em placas de meio BDA. Em seguida, 5 pL dos isolados endofiticos foram
depositados a 15 mm de distancia do patdogeno, em quatro pontos equidistantes nas bordas da
placa. As placas foram incubadas a 24 + 2 °C, com fotoperiodo de 12 horas. Placas contendo
apenas o patogeno foram utilizadas como controle.

Cada isolado endofitico de bagas de V. labrusca foi testado em trés repeticdes para
cada patdgeno. O diametro das colonias de C. nymphaeae e de B. cinerea foi medido ap6s 7 e
4 dias apds o pareamento, respectivamente. Porcentagens de crescimento micelial dos
patogenos de cada tratamento com relagao a testemunha foram obtidas. O experimento foi
realizado em duplicata.

As colonias de C. nymphaeae e de B. cinerea que apresentaram crescimento micelial

maior que o da testemunha, foram classificadas como isolados endofiticos favoraveis ao
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crescimento do patdégeno. Ao contrario, aquelas que apresentaram crescimento micelial menor
que o da testemunha, forma classificadas como isolados endofiticos desfavoraveis ao
crescimento do patdégeno, enquanto que as colonias que ndo apresentaram diferengas
significativas em relagdo a testemunha, foram -classificadas como isolados endofiticos
indiferentes ao crescimento do patogeno.

Os isolados endofiticos de V. labrusca que apresentaram redugdo de crescimento
micelial dos dois patdogenos nas duas repeticdes experimentais foram considerados com
potencial antagonico e foram selecionados para a identificagdo molecular.

Para a andlise dos dados, as homogeneidades das variancias foram verificadas pelo
teste de Bartlett e a normalidade dos residuos verificada pelo teste de Shapiro-Wilk. Quando
necessario, foram realizadas transformagdes logaritmicas nos dados para atender esses
pressupostos. Depois, foi realizada andlise de variancia (ANOVA), verificando-se o efeito de
tratamentos pelo teste F, seguida do teste de Dunnet, a 5% de significancia, para comparagao

multipla de médias. Os resultados do teste sao intervalos de confianga.

2.3 IDENTIFICACAO MOLECULAR DOS ISOLADOS ENDOFITICOS E PATOGENICOS

2.3.1 Isolamento de DNA

Para os isolados endofiticos de bagas de V. labrusca (VA4L, VB5B e PAI1N), que
foram selecionados apos os ensaios descritos no item 2.2., aproximadamente 150 mg de massa
celular de levedura ou bacteriana foram utilizadas para extragdo de DNA com o kit Wizard
Magnetic DNA Purification System (Promega), conforme recomendacdes do fabricante.

O DNA do isolado de Colletotrichum sp. (VICnPR20-A1R2) e Botrytis sp.
(VvBcSP21-Bl1) foi extraido utilizando a metodologia CTAB, com alguns ajustes (Doyle;
Doyle, 1987; Pereira et al., 2019). Um segmento de micélio obtido das culturas fingicas com
sete dias de crescimento foi adicionado em microtubos contendo 800 pL de tampao CTAB (2%
CTAB; 100 mM Tris-HCI, pH 8.0; 20 mM EDTA; 1.4 M NaCl, 1% PVP, 2% B-
mercaptoethanol). Os tubos foram incubados em banho-maria com temperatura de 65°C por 30
minutos, com agitacao intermitente a cada 15 minutos. Em seguida, foram centrifugados a 3000
rpm por 5 minutos e 400 puL do sobrenadante resultante de cada amostra transferidos para novos
microtubos contendo 400 pL de alcool isoamilico/cloroformio (24/1). Os tubos foram

novamente centrifugados a 13500 rpm por seis minutos e, apds centrifugacao, o sobrenadante
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foi coletado, transferido para microtubos contendo 120 uL de isopropanol, e incubados a -20°C
por 30 minutos. Posteriormente, os tubos foram centrifugados a 13500 rpm por 22 minutos, o
sobrenadante descartado e o pellet resultante lavado em 1000 puL. de 70% de etanol. Em seguida,
os microtubos foram centrifugados a 13500 rpm por 12 minutos, o sobrenadante descartado, o
pellet seco em temperatura ambiente e, apos secagem, ressuspendido em 30 pL de agua
ultrapura e armazenado a -20°C.

O DNA dos isolados endofiticos e patogénicos foi analisado quanto a concentragdo e

a pureza em nanodrop (Nanodrop One Thermo scientific).

2.3.2 Amplificac¢ao por PCR

Para a identificacdo molecular dos isolados utilizados neste estudo, as reagdes em
cadeia da polimerase (PCR) foram realizadas em termociclador Thermo Scientific Arktik
Thermal Cycler (Thermo Fischer Scientific Inc.). O volume total de cada reacao foi de 12,5 puL,
compreendendo 1,5 uL de DNA (10 ng. puL™), 6,25 uL de Master Mix GoTaq® G2 Colorless
(Promega®) e 0,5 pL de cada primer (10 uM), completando o volume com agua estéril (DNA
nuclease free). As regides génicas amplificadas para cada isolado e seus respectivos primers e
referéncias estdo dispostas na Tabela 1.

Para os isolados endofiticos VA4L e VB5B, o programa de amplificagdo utilizado foi
desnaturagdo inicial a 96 °C por 4 min, seguido de 32 ciclos de desnaturagao (96 °C por 30 s),
anelamento (58 °C por 45 s) e extensao (72 °C por 45 s) e uma etapa de extensao final a 72° C
por 5 min. Quanto ao isolado PA1N, o programa de amplifica¢do foi composto de uma etapa
de desnaturacao inicial a 96 °C por 4 min, seguido de 35 ciclos de desnaturagdo (96 °C por 30
s), anelamento (60 °C por 45 s) e extensao (72 °C por 90 s) e extensao final a 72° C por 5 min.

Para a identificacdo do isolado VICnPR20-A1R2 de Colletotrichum sp., utilizou-se
inicialmente primers-especificos (TABELA 1) para separagdo dos complexos. Dois isolados
previamente identificados foram usados como controles na rea¢do sendo um de C. acutatum,
controle positivo, e outro de C. gloeosporioides, controle negativo. A amplificagdo seguiu o
protocolo de Freeman et al. (2000) para Calnt2/ITS4. Para identificagdo a nivel de espécie foi
amplificada a regidao do ITS-rDNA, e os genes parciais GAPDH, e TUB2. As condigdes das
PCRs foram elaboradas de acordo com os trabalhos de Weir et al. (2012) e Damm et al. (2012).

Quanto a identificacdo do isolado VvBcSP21-B1, de Botrytis sp., o gene parcial
G3PDH foi amplificado em reagdo multiplex descrita por Li et al. (2012).
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Apos a amplificacdo, os produtos de PCR foram visualizados por eletroforese em gel

de agarose 1% em tampao TBE 0,5x (44,5 mM Tris-borato, | mM EDTA, pH 8,0), corado com

GelRed (Invitrogen®).

Os amplicons dos isolados endofiticos foram enviados para sequenciamento na

empresa GoGenetic®.

Ja, fragmentos amplificados para Colletotrichum spp. foram

armazenados a -20°C e, entdo, enviados para sequenciamento na empresa bioldgica BioSeq®.

TABELA 1 - PRIMERS UTILIZADOS PARA AMPLIFICACAO DE MATERIAL GENOMICO
PROVENIENTE DE ENDOFITICOS DE Vitis labrusca E DE ISOLADOS PATOGENICOS.

Isolado Gene! Primer Referéncia
ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCG G-3' -
VAAL TS ( ) White et al.
. ITS4 (5-TCCTCCGCTTATT GATATGC-3") (1990)
2 ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCG G-3") White ef al
£ VB5B ITS :
3 ITS4 (5-TCCTCCGCTTATT GATATGC-3) (1990)
=
= 27F (5>-AGTTTGATCCTGGCTCAG-3") Lane (1991)
PAIN 168 1492R (5-GGTTACCTTGTTACGACTT-3") Stackebrandt;
Liesack (1993)
Sreenivasaprasad
] _ _ ) *
Calni Calnt2 (5' - GGGGAAGCCTCTCGCGG - 3') vt al (1996)
ITS4 (5°-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3°) Wl(‘itgeg‘i)t)“"
ITS-1F (5’-CTT GGT CAT TTA GAG GAA GTA A-3") Gar?f;;gg’)mns
ITS White et al
ITS4 (5>-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3") (i 9960)“ :
GDF1 (5°-GCC GTC AAC GAC CCC TTC ATT GA-3") Templeton e al.
VICnPR20- (1992)
g AlR2 GAPDH Templeton et al
o GDRI1 (5’-GGG TGG AGT CGT ACT TGA GCA TGT-3") 100y
\o T 3
g T1 (5-AAC ATG CGT GAG ATT GTA AGT-3") _O'Donnell;
TUR? Cigelnik (1997)
Bi2b (5-ACC CTC AGT GTA GTG ACC CTT GGC-3") Glass;(ng‘;rsla)‘ldS"“
G3PDH-F1 (5-GGACCCGAGCTAATTTATGTCACGT-3')*
VVBESIPM' G3PDH __G3PDH-F2 (5-GGGTGTCAACAACGAGACCTACACT-3)* [ eral (2012)
G3PD-R (5-ACCGGTGCTCGATGGGATGAT-3")

'ITS = Internal transcribed spacer; GAPDH = Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase; TUB2 = B-tubulin 2;
G3PDH = Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase; /6S = DNA ribossdmico. Sequéncias marcadas com *

representam primer-especifico.

2.3.3 Analise filogenética

As sequéncias foward e reverse produzidas foram submetidas a analise e corre¢ao

manual com base nos eletroferogramas correspondentes, utilizando o programa de software

SeqAssem (Hepperle, 2004). Em seguida, as sequéncias consensus de cada isolado foram
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obtidas e comparadas com sequéncias disponiveis no GenBank (NCBI), através da ferramenta
BLASTn (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

As arvores filogenéticas foram elaboradas por alinhamento multiplo de sequéncias
consensus dos isolados com as sequéncias de espécies-tipo de cada género (TABELA 2 —
isolados endofiticos e ANEXO I — Colletotrichum spp.) acessiveis no LPSN (Lista de nomes
procaridticos com nomenclatura permanente) (https://www.bacterio.net/), para bactéria ¢ no
Mycobank (https://www.mycobank.org/), para fungos e leveduras, empregando o programa
MAFFT v.7 online (Katoh; Standley, 2019) e ajustadas manualmente no MEGA 7 (Kumar et
al. 2016).

As andlises filogenéticas de inferéncia bayesiana (BI) e maxima verossimilhanga (ML)
foram realizadas utilizando o software PhyloSuite (Zhang et al. 2020), incorporando o plugin
ModelFinder (Kalyaanamoorthy ef al. 2017) para determinar o modelo evolutivo ideal. A
determinagdo dos valores do modelo e da pontuagio foi baseada no Critério de Informagao de
Akaike corrigido (AICc).

A reconstrucao filogenética baseada em BI foi executada empregando o algoritmo
Markov Chain Monte Carlo (MCMC), com probabilidade posteriori bayesiana (BPP), com a
utilizagdo do plugin MrBayes (Ronquist et al., 2012). Isso envolveu a selecao de “modelos de
particao”, com 10.000.000 de iteragdes para geracao de arvores, amostrando as arvores a cada
1.000 geragdes, resultando em 10.000 arvores. Uma taxa de descarte de 25% das arvores iniciais
(25% de queima) foi implementada para mitigar o impacto inicial do processo interativo, e os
valores de BPP foram derivados da arvore de consensus utilizando as 7.500 arvores restantes.
As andlises foram encerradas quando o desvio padrdo médio das frequéncias divididas caiu
abaixo de 0,01.

Em relacao a arvore filogenética ML, foi empregado o plugin IQ-TREE versao 1.6.8
(Ronquist ef al., 2012), optando pelo bootstrap ultrarrapido com 5000 réplicas, 1000 iteragdes
e um valor minimo de coeficiente de correlacdo de 0,99.

Os resultados das arvores filogenéticas foram visualizados utilizando o software
FigTree v.1.4.4 (Rambaut, 2018) e exportados para posterior edicdo em um software grafico

Inkscape (www.inkscape.org/).



TABELA 2 — ISOLADOS UTILIZADOS PARA ANALISE FILOGENETICA DOS MICRORGANISMOS
ENDOFITICOS DE BAGAS DE V. labrusca COM POTENCIAL ANTAGONISTA.

Espécie Cédigo Fonte Local ITS*
Candida citri CBS 118587 Limao podre Brunei KY102033
Clavispora asparagi NRRL Y-48714T= CBS 97707 T mtag;ﬁfﬁmg‘“ China NR_155004
Clavispora carvajalis NRRL Y-48694T=CBS 113617 Madeira podre Equador KY102022
Clavispora fructus NRRL Y-17072T = CBS 63807 Desconhecido Japdo KY102093
Clavispora lusitaniae CBS 69367 Esséncia de Citrus Israel KY102562
Clavispora opuntiae NRRL Y-11820"T = CBS 7068 Cactus Australia KY102568
Clavispora paralusitaniae NYNU161120T Madeira podre China MF136066
Folha de V. . . Nao
. . T A
Clavispora phyllophila CBS 12671 vinifera Tailandia encontrado
Clavispora reshetovae CBS 115567 Solo de pastagem Alemanha  NR 137723
Clavispora santaluciae A1.5T=A 1.18T=CBS 164657  Uva V. labrusca Portugal MN967319
Clavispora vitiphila CBS 126727 Folha de 7. Tailandia ~ AB736148
vinifera
Clavispora xylosa NYNU 1741737 Madeira podre China MG255724
Debaryomyces hansenii CBS 767" = JCM 1990 Caranguejo Brasil NR 120016
brasileiro
Sungouiella berkhoutiae CBS 117227 Excrementos de Tailandia KY101957
inseto de bambu
. NRRL Y-27698T = ATCC
Sungouiella blattae MY A-4360T Barata Panama NR 111407
. . NRRL Y-27950T = ATCC Corydalus Estados
Sungouiella dosseyi MYA-4359T cornutus (fémea) Unidos NR_I11406
Sungouiella ecuadorensis CBS 126537 Madeira podre Equador KY102066
Sungouiella ezoensis CBS 117537 Solo Japao KY102082
Sungouiella flosculorum NRRL Y 482587 Bricteas florais de Brasil NR_137682
Heliconia
Sungouiella intermedia CBS 5727 Fezes humanas Suécia MW284506
Sungouiella inulinophila CBS 117257 Cogumelo nao Tailandia ~ KY102162
identificado
Sungouiella middelhoveniana CBS 123067 Rizosfera da cana- Brasil KY102213
de-agtcar
1 T Guiana
Sungouiella pseudoflosculorum CBS 8584 Planta KY102341
Francesa
Sungouiella pseudointermedia ~ NRRL Y-10939T = CBS 69187 Comida Japdo KY102344
Sungouiella sharkensis NRRL Y-48380T = CBS 113687 Desconhecido IEJS:;‘S(‘)’: MK 503789
Sungouiella suratensis CBS 109287 Planta Tailandia KY102422
Sungouiella thailandica CBS 106107 Inseto Tailandia NR 159560
Sungouiella tsuchiyae NRRL Y-17840T = CBS 71957 Planta Japdo NR_155010
Wickerhamiella vanderwaltii CBS 5524™* Desconhecido  Desconhecido NR_ 164372
Zygoascus biomembranicola K612082117 Tumulo de Kitora Japdo LC060997
Zygoascus bituminiphilus CBS 88137 Alcatrao Canada NR 137545
Zygoascus detingensis NYNU201087T Madeira podre China MW374088
Zygoascus flipseniorum CBS 148767 Solo Holanda MF695077
Zygoascus hellenicus CBS 58397 Mastl}ltgetr):vma Alemanha 111258
Zygoascus meyerae CBS 4099" Mosto de uvaem Grécia AY447022
fermentagdo
Nao
) : T ~
Zygoascus ofunaensis NRRL Y-10998 Solo Japao encontrado
Emulsao de 6leo )
Zygoascus polysorbophilus NRRL Y 271617 branco e Africa do Sul 160311
polissorbato
Zygoascus tannicola CBS 60657 Fluido de Espanha KY106018

bronzeamento



Espécie Codigo Fonte Local 168*
Citrobacter braakii CDC 80587 Cobra Franca AF025368
Citrobacter freundii DSM 300397 Agua de um canal Desconhecido ~ AJ233408

Citrobacter murliniae ATCC 511187 Desconhecida %iﬁ?gg: AF025369
Citrobacter werkmanii CDC 087658T Humano Bélgica AF025373
Erwinia amylovora DSM 30165™ Péra Reino Unido  AJ233410
Pantoea agglomerans NCTC93817T Humano Zimbabwe AJ251466
Pantoea anthophila LMG 25587 Impatzgns India EF688010
balsamina
Pantoea brenneri LMG 53437 Humano Estados EU216735
Unidos
Pantoea conspicua LMG 245347 Humano Franca EU216737
Pantoea deleyi LMG 242007 Eucalipto Uganda EF688011
Pantoea eucalypti LMG 241977 Eucalipto Uruguai EF688009
Pantoea septica LMG 53457 Humano Este}dos EU216734
Unidos
Pantoeg stewartii subsp. LMG 26327 Milho-raposa Estgdos Y13251
idolegenes Unidos
Pantoea stewar't‘zl subsp. LMG 27157 Milho Estgdos 796080
stewartii Unidos
Pantoea vagans LMG 241997 Eucalipto Uganda EF688012
Tatumella citrea JCM 8882T Tangerina Japdo AB907782
Tatumella citrea LMG 220497 Tangerina Japao NR 116111
Tatumella morbirosei LMG 233607 Abacaxi Filipinas EU344769
Tatumella morbirosei LMG 23359 Abacaxi Filipinas FJ617235
Tatumella morbirosei S1438 Jatrofa China JQ660050
Tatumella ptyseos LMG 7888T Humano Esta}dos EU344770
Unidos
Tatumella ptyseos ATCC 333017 Humano ESt?dOS NR_025342
Unidos
Tatumella punctata CIP 1055987 Tangerina Japdo IN175342
Tatumella punctata LMG 220507 Tangerina Japdo NR_11610
Tatumella saanichensis NML 06-3099T Humano Canada EU215774
Tatumella terrea DSM 137017 Solo Japdo FJ756353
Tatumella terrea LMG 220517 Solo Japao NR 116110
Tatumella terrea JCM 88877 Solo Japdo NR_115932

46

*Numero de acesso no GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). **Isolado utilizado como outgroup.

3 RESULTADOS

3.1 OBTENCAO DOS ISOLADOS ENDOFITICOS DE BAGAS DE V. labrusca

Um total de 88 isolados foram obtidos (TABELA 3). Destes, 52 sobreviveram ao
armazenamento de 425 dias até a conducdo dos ensaios de antagonismo. Assim, para a
caracterizagdo das interagdes entre os isolados endofiticos e os fitopatdogenos, 18 isolados
provenientes de bagas com nenhuma aplicacao de fungicida, 12 de bagas com duas aplicagdes
e 22 isolados provenientes de bagas com cinco aplicacdes foram testados quanto ao efeito

antagonico.
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TABELA 3 — ISOLADOS ENDOFITICOS DE BAGAS DE V. labrusca PROVENIENTES DE AREAS COM
DIFERENTES MANEJOS DE FUNGICIDAS E EM DIFERENTES MEIOS DE CULTURA DURANTE A

SAFRA 2019/2020.
0 aplicagdes de fungicidas 2 aplicacdes de fungicidas 5 aplicagdes de fungicidas
BDA LB NA BDA LB NA BDA LB NA

Codigos dos isolados

PA1B* PAIL* PAIN* AA4B AAIL AAIN VAIB VAIL* VAIN
PA2B* PA2L PA2N* AB2B AA3L* AA3N VA2B* VA2L* VA2N
PB2B PA3L* PA4N ACIB AA4L* AA4N* AB1B VA3L* VA3N*
PB4B PA4L* PB2N* AC2B AB2L* ABIN VB3B* VA4L* VA4N*
PC2B  PB2L PB3N* AC3B* ACIL AB2N* VB5B* VB2L* VBIN*
PC3B PB3L* PC2N* AC4B* AC2L* AB3N VCIB VB3L VB2N*
PC4B* PB4L* PC3N* ADIB AC3L ACIN VC2B VB4L VB3N*
- PC2L* PCAN* AD3B ACA4AL* AC2N* VC3B VCIL* VB4N*

- PD4L* PDIN - AD3L* AC3N* VD3B VC2L* VCIN*

- - PD3N* - - AC4N VD4B VC4L VC2N*

- - - - - - - VDIL* VC4N*

- - - - - - - VD3L* VDIN

- - - - - - - - VD3N*
N° de isolados sobreviventes em Castellani/Meios de cultivo
3 7 8 2 6 4 3 9 10
N° de isolados sobreviventes em Castellani /Manejo com fungicida
18 12 22

Fonte: A autora (2021). Isolados marcados com * sobreviveram no armazenamento em Método de Castellani e
foram utilizados nos ensaios para caracterizagdo. BDA — Batata dextrose agar; LB — Liiria Bertani modificado;
NA — Nutrient Agar. Em vermelho esto os isolados selecionados com potencial antagonico para Colletotrichum
e Botrytis nos dois ensaios.

3.2 PROSPECCAO DOS ISOLADOS ENDOFITICOS ANTAGONISTAS

Os endofiticos tiveram respostas variadas para ambos os patogenos testados (C.
nymphaeae ¢ B.cinerea) e ndo foi observado maior ou menor efeito em relagdo ao tipo de
parcela em relagdo aos manejos com fungicidas. Dentre os endofiticos obtidos, houve maior
numero de isolados que desfavoreceram o crescimento micelial dos patégenos do que aqueles
que favoreceram, inclusive as médias de crescimento micelial tenderam a ser menores do que
a média de crescimento da testemunha (FIGURAS 2 e 3). A Figura 1 ilustra um isolado
desfavoravel e outro favoravel ao crescimento micelial de Colletotrichum.

Em relagdo as interacdes de C. nymphaeae com os isolados endofiticos, no primeiro
experimento, 10 isolados foram significativamente (a=5%) desfavoraveis ao crescimento do
patdgeno, a redugao observada foi de 14,9 a 38,5%. No segundo experimento, 13 isolados foram
significativamente desfavoraveis ao crescimento micelial do patdégeno in vitro, com reducgao de
25,7 a 57,3% (FIGURA 2). No primeiro experimento, os isolados que foram favoraveis ao
crescimento micelial do patégeno foram PD4L, VA2B e VB2L. No segundo experimento, 0s

isolados que foram favoraveis foram PD4L, VA2B, PB4L e PD3N.
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Nas duas repeticoes do experimento que confrontou os isolados endofiticos com B.
cinerea, o isolado VA2B nao foi testado, pois ndo sobreviveu ao armazenamento. Dos 51
isolados endofiticos testados, 28 reduziram significativamente o crescimento micelial de B.
cinerea, aredugdo de crescimento observada variou de 16,1% a 67,6%. Neste estudo, nao foram
constatados isolados endofiticos favoraveis ao crescimento do patégeno (FIGURA 3).

Quatro isolados endofiticos foram desfavoraveis ao crescimento dos patdgenos nas
duas repeti¢oes de cada experimento: PAIN (isolado de baga com nenhuma aplicacdo de
fungicida), VA4L, VB5B e VC2N (isolados de bagas com cinco aplicagdes de fungicidas).
Destes, os trés primeiros foram utilizados para a analise filogenética, o critério utilizado para a
escolha foi o meio de cultura utilizado, PAIN e VC2N foram isolados em NA, enquanto os

demais em LB e BDA.

FIGURA 1 - ASPECTOS MORFOLOGICOS DA COLONIA DO ISOLADO VICnPR20-A1R2
Colletotrichum nymphaeae) APOS PAREAMENTO COM ENDOFITICOS DE BAGAS DE Vitis labrusca.

Fonte: A autora (2022). A) Testemunha; B) Interagdo com isolados endofiticos de bagas de uva desfavoraveis ao
crescimento micelial de C. nymphaeae; C) Interagao com isolados endofiticos de bagas de uva favoraveis ao
crescimento micelial de C. nymphaeae.



FIGURA 2 — CRESCIMENTO MICELIAL (%) DE Colletotrichum nymphaeae EM RELACAO A

Diferenga do diametro micelial

Diferenca do didmetro micelial

com relacdo a testemunha (%)

com relagdo a testemunha (%)

TESTEMUNHA PARA ISOLADOS ENDOFITICOS DE BAGAS DE Vitis labrusca

100

'100 rrrrrrrrrrrrrrrrrrr T T T rT T T T rT T rrT T T T T T T T T T T T T T T T T T T oTTT
Hzmzddzazdldzzozzdddzdzdrmzndddoddzdzzdzazzodzdzz A0z
SS2d22HE 'ECS:3333232%&4885&3:5&2222258&’7—;&359:333@85
A e - T o o o o e - o=

100

*
* *
50 *
*
* %
* * x * &

504 F . * *

]
*

'l()o rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrT T rrTTrT T r T T r T TrTrr T T i T riT T T T T T I I TTa
S e G G R LB E P YA Lo
gL <L RUOUUUORgg B Ut adta<amP an
AP Al P el -¥]- S F- e <§ < e e e e e e

Isolados obtidos de bagas
com 5 aplicagoes de fungicidas

Isolados obtidos de bagas
com 0 aplicagdes de fungicidas

Isolados obtidos de bagas
com 2 aplicagdes de fungicidas

Fonte: A autora (2022) Grafico a) 1°Experimento; b) 2° Experimento. Isolados marcados com * foram
significativamente diferentes da testemunha (Teste de Dunnet, a=5%). As setas em vermelho indicam os
isolados selecionados com potencial antagonico para Colletotrichum e Botrytis nos dois ensaios.
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FIGURA 3 — CRESCIMENTO MICELIAL (%) DE Botrytis cinerea EM RELACAO A TESTEMUNHA PARA
ISOLADOS ENDOFITICOS DE BAGAS DE Vitis labrusca
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Fonte: A autora (2022) Grafico a) 1°Experimento; b) 2° Experimento. Isolados marcados com * foram
significativamente diferentes da testemunha (Teste de Dunnet, a=5%). As setas em vermelho indicam os
isolados selecionados com potencial antagonico para Colletotrichum e Botrytis nos dois ensaios.
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3.3 IDENTIFICACAO MOLECULAR DOS ISOLADOS ENDOFITICOS E
PATOGENICOS

3.3.1 Isolados com potencial antagonico endofiticos de bagas de V. labrusca

A amplificacio da regido ITS-rDNA por PCR dos isolados VA4L e VBS5B,
provenientes de bagas com cinco aplicagdes de fungicidas, resultou em amplicons com
aproximadamente 560 pb, indicando que os isolados sdo fungos. Para o isolado PAIN,
proveniente de bagas que nao receberam aplicagdo de fungicidas, a amplificacdo do gene 16S-
rDNA por PCR resultou em amplicons de aproximadamente 1500 pb, indicando que o isolado
¢ bactéria.

Quando as sequéncias dos isolados endofiticos obtidas foram comparadas com as que
estdo disponiveis no GenBank, os isolados VA4L, VB5B e PA1N apresentaram identidade com
os géneros Clavispora, Zygoascus e Tatumella, respectivamente. Considerando a regido ITS-
rDNA, o isolado VA4L apresentou 99,5% de identidade com a espécie-tipo C. asparagi CBS
9770 (GenBank: NR 155004). O isolado VB5B apresentou 100,0 % de identidade com as
espécies Z. meyerae CBS 4075 (GenBank: KY106012) e Z. hellenicus CBS 8647 (GenBank:
KY106010). Em relacdo ao gene 16S-rDNA, o isolado PA1N apresentou 99,0% de identidade
com a espécie-tipo 7. morbirosei LMG 23360 (GenBank: EU344769).

A arvore filogenética da regido ITS de leveduras do género Clavispora (FIGURA 4),
incluindo a sequéncias do isolado VA4L, das espécies-tipo aceitas no género e de espécies
préximas, além do outgroup Debaryomyces hansenii CBS 767 (GenBank: NR _120016) (Liu et
al., 2024), apresentou agrupamento de VA4L com a espécie C. asparagi pelos dois métodos
testados de ML e BI, formando um grupo monofilético com suporte de 96% de bootstrap

ultrarrapido e 0,96 de probabilidade posteriori, respectivamente.
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FIGURA 4 - ARVORE FILOGENETICA POR INFERENCIA BAYESIANA (BI) DA RAEGIAO ITS-rDNA DO
ISOLADO VA4L (EM NEGRITO), COM TODAS AS ESPECIES ACEITAS DO GENERO Clavispora,
INCLUINDO O OUTGROUP.

9670.96] Isolado VA4L
02 98/1[ L Clavispora asparagi CBS9770" (NR_155004)
' . Chavispora fructus CBS6380T (KY102003)
10071 Clavi vitiphila CBS126727 (AB736148)

9741 Clavispora santaluciae CBS16465T (MNS67319)
75093 100 ¢ 1[ Clavispora lusitanize CBSB936" (KY102562)
Clavispora paratusitaniae NYNU 1611207 (MF136066)
Clavisp puntiae CBS7088T (KY102568)
Clavispora reshetovae CBS11556" (NR_137723)
Clavispora xylosa NYNU 1741737 (MG255724)

5 i S i iae CBS11722" (KY101957)
ﬂ Sungouiella is CBS11753" (KY102082)
76/0.95 4219082 Sungouiella middelhoveniana CBS123067 (KY102213)
Sungouiella inufinophita CBS11725 {(KY102162)
Sungouiela thailandica CBS108107 (NR_159560)
93/ 0,99 Sungouislla biattae ATCG MYA 43607 (NR_111407)
92 1 1 Sungouielta dosseyi ATCC MYA 43597 (NR_111406)
10071 Sungouiella ecuadorensis CB$12653T (KY102068)
Sungouiefia suratensis CBS108287 (KY102422)

7M|j Sungouiella floscuforum NRRL Y 482587 (NR_137682)
461056 Sungouiella pseudoflosculorum CBS85847 (KY102341)

86100 Sungouiela intermedia CBSE72T (MW284506)
88/0.97 F Sungouielia pseudointermedia CBS6218T (KY102344)
Sungouiella tsuchiyae CBS 71957 (NR_155010)

Sungouielta sharkensis CBS 113687 (MK503788)
Candida citri CBS11858" (KY102033)

67 /0.67

93 /0,91

Clavispora jalis CBS113617 (KY102022)

Debar h i JCM 1990 (NR_120016)

Fonte: A autora (2024). A espécie Debaryomyces hansenii foi utilizada como outgroup. As estirpes marcadas
com "T" indicam espécies-tipo. A barra de escala representa o nimero de substitui¢cdes nucleotidicas por sitio.
Os valores de suporte para bootstrap ultrarrapido (Maxima verossimilhanga) e probabilidade a posteriori
(Inferéncia Bayesiana) estdo indicados a esquerda dos nos, nessa sequéncia.

Quanto a arvore filogenética da regido ITS de leveduras do género Zygoascus
(FIGURA 5), na qual foi incluida a sequéncia do isolado VB5B, com as espécies-tipo aceitas
no género e o outgroup Wickerhamiella vanderwaltii CBS 5524 (GenBank: NR 164372) (Chai
et al., 2022; Groenewald et al., 2018), o isolado VB5B apresentou agrupamento monofilético
com Z. meyerae pelos dois métodos testados, com suporte de 86% de bootstrap ultrarrapido e
0,95 de probabilidade posteriori.

Finalmente, a arvore filogenética da regido 16S de bactérias do género Tatumella
(FIGURA 6), na qual foi incluida a sequéncia do isolado PA1N, com as espécies-tipo aceitas
no género e sequéncias de outros géneros proximos € o outgroup Erwinia amylovora DSM
30165 (GenBank: AJ233410) (Brady et al., 2010), apresentou agrupamento monofilético de
PAIN com T. morbirosei pelos dois métodos testados, com suporte de 100% de bootstrap

ultrarrapido e 1 de probabilidade posteriori.
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FIGURA 5 - ARVORE FILOGENETICA POR INFERENCIA BAYESIANA (BI) DA RJEGIAO ITS-rDNA DO
ISOLADO VB5B (EM NEGRITO), COM TODAS AS ESPECIES ACEITAS DO GENERO Zygoascus,
INCLUINDO O OUTGROUP.

= Isolado VB5B
0.07 86/0.95

100/ 1|' Zygoascus meyerae CBS 40997 (AY447022)

Zygoascus hellenicus CBS 5839" (111258)

75/0.99 | Zygoascus biomembranicola K61208211" (LC0680897)

40/0.784__|
36/0.78 Zygoascus flipseniorum CBS 14876" (MF695077)
57/051] Zygoascus polysorbophilus NRRL Y 271617 (160311)

Zygoascus bituminiphilus CBS 88137 (NR_137545)

Zygoascus tannicola CBS 6065 (KY106018)

Zygoascus detingensis NYNU201087" (MW374088)

Wickerhamiella vanderwaltii CBS 55247 (NR_164372)

Fonte: A autora (2024). A espécie Wickerhamiella vanderwaltii foi utilizada como outgroup. As estirpes
marcadas com "T" indicam espécies-tipo. A barra de escala representa o nimero de substituigdes nucleotidicas
por sitio. Os valores de suporte para bootstrap ultrarrapido (Méxima verossimilhanga) e probabilidade a
posteriori (Inferéncia Bayesiana) estdo indicados a esquerda dos nos, nessa sequéncia.

FIGURA 6 - ARVORE FILOGENETICA POR INFERENCIA BAYESIANA (BI) DO GENE 16S-rDNA DO
ISOLADO PAIN (EM NEGRITO), COM TODAS AS ESPECIES ACEITAS DO GENERO Tatumella,
INCLUINDO O OUTGROUP.
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Fonte: A autora (2024). A espécie Erwinia amylovora foi utilizada como outgroup. As estirpes marcadas com "T"
indicam espécies-tipo. A barra de escala representa o nimero de substitui¢des nucleotidicas por sitio. Os valores
de suporte para bootstrap ultrarrapido (Maxima verossimilhanga) e probabilidade a posteriori (Inferéncia
Bayesiana) estao indicados a esquerda dos nds, nessa sequéncia.
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3.3.2 Identificacao dos isolados patogénicos

Na caracterizagdo molecular do isolado VICnPR20-A1R2 por PCR, utilizando os
primers Caint2 e ITS4 para identificagdo do complexo C. acutatum, foi possivel amplificar um
fragmento de aproximadamente 490 pb, indicando, portanto, que o isolado pertence a esse
complexo (FIGURA 7).

A amplificagdo da regido do ITS-rDNA e dos genes parciais GAPDH, TUB2 do isolado
VICnPR20-A1R2 resultou em amplicons com aproximadamente 615 pb, 308 pb e 716 pb,
respectivamente. A andlise das sequéncias de todas as regides amplificadas apresentou
identidade acima de 99% somente com espécies do complexo C. acutatum.

Na andlise filogenética, foram selecionadas 41 espécies aceitas do complexo C.
acutatum para construcao do alinhamento multigénico com o ITS, TUB2 e GAPDH, além do
isolado VICnPR20-A1R2 e do outgroup C. pseudoacutatum CBS 43677 (GenBank:
NR 111756, JQ950131 e JQ948811). A arvore filogenética (FIGURA 8) apresentou
agrupamento de VICnPR20-A1R2 somente com a espécie C. nymphaeae formando um grupo
monofilético pelos dois métodos testados, com suporte de 100% de bootstrap ultrarrapido e 1
de probabilidade posteriori.

Para o isolado VvBcSP21-B1 houve amplificagdo de um fragmento com 238 pb,
correspondente a Botrytis cinerea (FIGURA 7).

FIGURA 7 - GEL DE AGAROSE 1% DOS FRAGMENTOS AMPLIFICADOS POR PCR UTILIZANDO OS
OLIGONUCLEOTIDEOS Calnt2 E ITS4 (A); MULTIPLEX DE G3PDH-F1 E G3PDH-F2 EM CONJUNTO
COM O G3PD-R (B), OBSERVADOS EM GEL DE AGAROSE 1,0%.

L3
*

L
.

P

500 pb S

300 pb

Fonte: A autora (2022). Amostras 1, controle positivo (C. acutatum) e 2 controle negativo (C. gloesporioides),
A1R2 - isolado VICnPR20-A1R2, B1 - isolado (VvBcSP21-B1), amostra 3 — branco; M - marcador molecular
100 pb (Sinapse).
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FIGURA 8 - ARVORE FILOGENETICA POR INFERENCIA BAYESIANA (BI) DA REGIAO ITS-rDNA E
DOS GENES PARCIAIS GAPDH E TUB2 (615 pb, 308 pb e 716 pb, RESPECTIVAMENTE), DO ISOLADO
VICnPR20-A1R2 (EM NEGRITO), COM ESPECIES ACEITAS DO COMPLEXO Colletotrichum acutatum,

INCLUINDO O OUTGROUP.
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Colletotrichum salicis CBS 60794
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Colletotrichum %odsﬁae CBS 133447

Colletotrichum johnstonii CBS 1285327
Colletotrichum pyricola CBS 1285317

Colletotrichum orchidophilum CBS 632807

Collefotrichum pseudoacutatum CBS 43677"

Fonte: A autora (2024). A espécie Colletotrichum pseudoacutatum foi utilizada como outgroup. As estirpes

marcadas com "T" indicam espécies-tipo. A barra de escala representa o nimero de substituigoes nucleotidicas

por sitio. Os valores de suporte para bootstrap ultrarrapido (Méxima verossimilhanga) e probabilidade a
posteriori (Inferéncia Bayesiana) estdo indicados a esquerda dos nds, nessa sequéncia.

4 DISCUSSAO

Os isolados endofiticos obtidos de bagas de uva de V. labrusca, independentemente da

aplicacdo de fungicidas nas parcelas de origem, demonstraram, em sua maioria, a¢ao inibitoria

sobre o crescimento micelial de C. nymphaeae e B. cinerea. Dentre os isolados que exibiram

efeito inibitorio consistente nas duas repeticdes experimentais, sobre ambos 0s patdogenos,

foram identificadas as espécies Clavispora asparagi (VA4L), Zygoascus meyerae (VB5B) e

Tatumella morbirosei (PA1N). Nenhuma dessas trés espécies possui produtos registrados para

controle de doencas de plantas, o que evidencia seu potencial inexplorado. O efeito inibitério
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sobre os géneros Colletotrichum e Botrytis, reconhecidos como patdogenos importantes para
diversas culturas agricolas (Dean et al., 2012), refor¢a a relevancia desses microrganismos
endofiticos no desenvolvimento de novas estratégias de biocontrole, com aplicabilidade
potencial além das doengas da cultura da videira.

Além do local de obtencdo ¢ condi¢des climaticas da safra, a acdo inibitoria dos
i1solados endofiticos no crescimento dos patdgenos pode estar relacionada com a cv. ‘Bordo’
(V. labrusca), selecionada para obtengdo dos mesmos. Esta cultivar ¢ considerada mais
resistente as podriddes de cacho em comparagdo a outras cultivares de V. labrusca e V. vinifera
(Nachtigal; Schneider, 2007). Utilizar esses endofiticos com potencial de redugdo do
crescimento dos patdgenos, obtidos de V. labrusca, para colonizar os tecidos de cultivares de
uva suscetiveis a podriddes de cacho, desde a floracdo, momento em que ocorrem as infecgdes
primarias (Steel ef al., 2012; Keller et al., 2003), desponta como uma estratégia promissora no
manejo dessas doengas.

Um nimero maior de isolados endofiticos teve potencial antagdnico a B. cinerea em
comparagao a C. nymphaeae. Fato interessante ¢ que no pomar em que os isolados endofiticos
foram coletados, a presen¢a de podriddo cinzenta nao foi observada, enquanto que, embora
raros, foram constatados sintomas de podridao da uva madura. Isso sugere que os endofiticos
podem ter um papel ativo na supressdo de B. cinerea in situ, reforcando a relevancia de se
estudar suas interagcdes no ecossistema da videira e suas possiveis aplicagdes nos sistemas de
cultivo.

Os endofiticos obtidos apresentaram alta variabilidade de cores, texturas, bordas e
odores. Estas diferencas podem estar relacionadas com uma alta diversidade de microrganismos
nas bagas, a qual deve ser confirmada pela identificacdo de géneros/espécies. A andlise
metagendmica do interior das bagas, que permite estudar o ecossistema microbiano numa
mesma amostra simultaneamente, incluindo bactérias, virus e fungos, sem a necessidade de
cultivo ¢ importante para verificar as interagdes presentes na agricultura (John et al., 2024) e
recomendada para essa identificagdo. Além das bagas de uva, alguns estudos ja relataram
diversidade de microrganismos endofiticos na rizosfera e tronco da videira (Brum, 2006; Giron
etal.,2011; Comachio et al., 2017).

No pareamento dos endofiticos com C. nymphaeae, houve variagcao nos resultados
entre as duas repeti¢des experimentais. Apesar da padronizacao das condicoes de cultivo, o
intervalo de tempo entre os ensaios pode ter interferido no potencial antagdnico dos endofiticos

de bagas de uva. Idealmente, o microrganismo selecionado para controle bioldgico deve manter
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sua eficiéncia em diferentes condi¢gdes edafoclimaticas. Afinal, falta de eficacia e o desempenho
inconsistente de produtos bioldgicos em campo té€m sido relatados (Bonaterra et al., 2022).

Alguns endofiticos favoreceram o crescimento de C. nymphaeae indicando que a
presenca desses isolados pode eventualmente estimular o patdégeno. O isolado PD4L favoreceu
o crescimento micelial de C. nymphaeae, mas teve efeito inibitério no crescimento de B.
cinerea. Uma hipdtese € que os compostos toxicos produzidos por esse isolado, na concentracao
em que C. nymphaeae foi exposto, possa ter causado o efeito conhecido como hormese, que ¢
uma supercompensac¢do, em decorréncia a uma situacao de estresse, e leva a curvas de resposta
bifésicas, caracterizadas por estimulacao de baixa dose e inibigdo de alta dose (Stebbing, 1982).
Entretando, para confirmar essa hipotese, diferentes concentracdes do isolado devem ser
testadas em pareamento com Colletotrichum.

Quanto a identificacdo dos trés isolados selecionados no presente estudo sabe-se que
a identidade de bases na regido ITS-rDNA deve ser igual ou superior a 99% (Inderbitzin et al.,
2020), critério atendido neste estudo tanto para o isolado VA4L quanto para o VB5B. Além
disso, os autores sugerem que analises filogenéticas apresentem valores de bootstrap iguais ou
superiores a 70% e probabilidade a posteriori de, no minimo, 0,95. Os resultados deste estudo
seguiram esses parametros, indicando que VAA4L pertence a espécie C. asparagi e VB5B a Z.
meyerae. Além da regido ITS-rDNA, recomenda-se a incorpora¢do do dominio D1/D2 do DNA
ribossdmico da subunidade maior (LSU), que ¢ amplamente utilizado na identificacdo de
leveduras (Limtong et al., 2007; Ahmed et al., 2019).

A arvore filogenética gerada para VA4L apresentou semelhanca com a de Liu ef al.
(2024). Embora seja ideal incluir todas as espécies aceitas no género, a sequéncia da regiao
ITS-rDNA de C. phyllophila ndo foi encontrada. Contudo, na arvore de referéncia, essa espécie
estava mais distante de C. asparagi em comparagcdo com as demais analisadas, reforcando a
confiabilidade do resultado obtido, mesmo sem sua inclusdao. Quanto a analise filogenética de
VBS5B, houve semelhanga a relatada por Groenewald et al. (2018). A sequéncia ITS-rDNA da
espécie aceita no género Z. ofunaensis nao foi encontrada nos bancos de dados pesquisados.
Essa espécie também nao foi inclusa nos estudos de Groenewald ef al. (2018).

Para a delimitagdo de espécies de bactérias, a identidade de 16S-rDNA deve ser maior
ou igual a 98,7%. Além disso, apds a andlise filogenética, os valores de suporte dos ramos
devem ser os mesmos recomendados para identificagdo de fungos (bootstrap > 70% e
probabilidade a posteriori > 0,95) (Inderbitzin et al., 2020). O isolado PAIN apresentou
identidade acima do limite estabelecido com a espécie 7. morbirosei (99,0%). O género

Tatumella possui seis espécies aceitas (LPSN, 2024). A arvore gerada neste trabalho, da regiao
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16S-rDNA discriminou a espécie 7. morbirosei mesmo apos a inclusao de sequéncias de outros
isolados da mesma espécie, adotando conformagao semelhante a arvore obtida por Brady et al.
(2010), além de apresentar altos suportes (100% e 1). O estudo de Brady et al. (2010) transferiu
algumas espécies do género Pantoea para o género Tatumella e reclassificou cepas da espécie
Pantoea citrea para T. morbirosei, baseado na analise filogenética multigénica incluindo 16S
rRNA, atpD (subunidade  da ATP sintase), GyrB (DNA girasse), rpoB (subunidade 3 da RNA
polimerase) e infB (fator de traduc¢do de iniciagdo 2). Por isso, espécies do género Pantoea
foram adicionados na analise filogenética do presente trabalho.

O género Clavispora, ao qual o isolado VA4L foi classificado, j& foi associado a
diferentes plantas. Por exemplo, C. lusitaniae apresentou potencial de biocontrole contra
Penicillium digitatum na pos-colheita de limdo, mesmo sob condi¢des de estresse (Pereyra et
al., 2020). C. phyllophila e C. vitiphila foram obtidas no filoplano de videira na Tailandia
(Limtong; Kaewwichian, 2013). A levedura C. santaluciae, encontrada em videiras nos Agores,
Portugal, apresentou caracteristicas promissoras, como a incapacidade de crescer a
temperaturas superiores a 35°C e a capacidade de converter amido em aglcares fermentaveis.
Este isolado também pode evitar a producdo indesejavel de acido acético, contribuindo para a
obtencao de vinhos de qualidade superior (Drumonde-Neves et al., 2020).

O isolados VBS5B foi classificado como Z. meyerae. Esta espécie ¢ associada a uvas
em diversos estudos. Na China, uma diversidade de leveduras foi encontrada em V. dabvidii
Foex, incluindo Z. meyerae (Wang et al., 2019). No Parand, Z. meyerae associada a V. labrusca
produziu a enzima B-glicosidase, que pode ser precursora do resveratrol (Gaensly ef al., 2015).
O resveratrol ¢ uma fitoalexina presente em V. labrusca e V. vinifera e hibridos, exibindo
propriedades antioxidantes e potenciais beneficios medicinais (Guder et al., 2014). Além desse
beneficio, Z. meyerae foi relatada recentemente com potencial de biocontrole de B. cinerea em
videira (Esteves et al., 2023).

Os géneros de levedura encontrados no presente estudo foram citados como potenciais
auxiliadores nos processos fermentativos necessarios para vinificagdo (Drumonde-Neves et al.,
2020; Gaensly et al., 2015). A microbiota local associada a outros fatores, como o clima, solo
e 0 manejo, influencia na identidade do vinho produzido em uma regido (Franco et al. 2024).
Estudos futuros podem avaliar como as leveduras C. asparagi (VA4L) e Z. meyeraee (VB5B)
aplicadas com determinada frequéncia nas videiras ao longo do ciclo de cultivo podem afetar a
qualidade do vinho ap6s o processamento. Assim, além do potencial biocontrole das podriddes
de cacho de uva, pode ser que essas leveduras realcem qualidades interessantes nos produtos,

como o vinho e o suco.
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O isolado PA 1IN foi classificado como bactéria pertencente a espécie 7. morbirosei.
Estudo conduzido para avaliar a microbiota de uvas sadias e doentes com presenga de B.
cinerea, mostrou que Tatumella foi um dos géneros presentes em frutos sem sintomas
aparentes, mas com a presenga de B. cinerea. O estudo relatou ainda que, a maior parte da
microbiota identificada estava associada a microrganismos da familia Enterobacteriaceae, a
qual pertence o género (Nisiotou et al., 2011). O género Tatumella ja foi relatado como o mais
expressivo apds analise da microbiota bacteriana de vinhos tintos e brancos, o que sugere uma
possivel associacdo com a presenga dessas bactérias nos vinhedos (Bubeck et al., 2020). A
espécie T. morbirosei foi relatada como um dos agentes causais da doenga rosa em abacaxi, que
afeta a qualidade dos produtos apds o processamento, embora nao apresente sintomas visiveis
no campo (Marin-Cevada et al., 2010). Impactos negativos desta bactéria para a cultura da
videira ndo foram encontrados.

Em manejo convencional, a aplicacao de bactérias antagonistas na parte aérea ¢ mais
interessante do que a aplicagdo de fungos devido a possibilidade do uso conjunto com a maioria
dos fungicidas (Schroth ez al., 1991). Entao, verificar se fungicidas podem afetar o crescimento
das leveduras encontradas neste trabalho ¢ importante. Aplicar as leveduras na florada para que
permanecam nos frutos como endofiticas, visto que foram isoladas de bagas que receberam
cinco aplicagdes de fungicidas, e mesmo assim sobreviveram, pode ser uma boa estratégia para
integrar nos métodos de controle.

Os microrganismos antagonistas podem atuar de diferentes maneiras como antibiose,
competi¢do e parasitismo, além da inducdo da resisténcia sistémica na planta (Medeiros et al.,
2018). Esses diferentes mecanismos podem atuar em sinergia durante a interagdo antagdnica
(Punja; Utkhede, 2003). O conhecimento da natureza de cada mecanismo ¢ determinante para
auxiliar o controle biolégico de doengas (Blakeman; Fokkema, 1982). Entdo, sao recomendados
estudos com os isolados VA4L, VB5B e PAIN para verificar sua influéncia sobre as estruturas
infectivas dos patogenos e também sobre o controle das podriddes em bagas de uva.

Este estudo demonstrou o potencial da microbiota presente nas bagas de uva da cv.
‘Bordd’ para o controle de C. nymphaeae € B. cinerea, reforgando a necessidade do estudo da
biodiversidade nos mais diversos nichos ecologicos o que pode garantir maior sustentabilidade

da agricultura ao longo do tempo.
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CAPITULO II - MICRORGANISMOS ENDOFITICOS DE BAGA E PRODUTOS
COMERCIAIS AFETAM ESTRUTURAS INFECTIVAS DE TRES ESPECIES DE
Colletotrichum sp. E CONTROLAM A PODRIDAO DA UVA MADURA

Camila Iavorski Zela, Débora de Oliveira Franco, Louise Larissa May De Mio

RESUMO

A podridao da uva madura, causada por Colletotrichum spp., ¢ mundialmente importante. Em
condig¢des favoraveis, a doenga pode causar perdas significativas na producao. Colletotrichum
¢ um género polifago e possui alta diversidade de espécies patogénicas. No Brasil, C.
nymphaeae, C. siamense e C. viniferum sao as principais espécies associadas a videira. A
resisténcia destes patdgenos a fungicidas tem dificultado o controle da doenca. O controle
biologico ¢ uma abordagem promissora, mas pouco se sabe da eficacia de produtos comerciais.
Além disso, nesta area, microrganismos endofiticos de cultivares resistentes poderiam ser uma
opg¢ao para manejo da doenca. O objetivo deste estudo foi avaliar trés isolados endofiticos de
bagas de Vitis labrusca e produtos comerciais a base de Bacillus spp., no controle das estruturas
infectivas de isolados das espécies de Colletotrichum spp. predominantes no pais que causam
a podriddao da uva madura. Além disso, estudar o efeito desses agentes de controle biologico
(ABCs) sobre a doenga. Para isso, foram realizados testes in vitro e ex vivo. Os tratamentos
avaliados foram: endofiticos de bagas de uva - VA4L (Clavispora asparagi), VB5B (Zygoascus
meyerae), PAIN (Tatumella morbirosei) e um mix destes trés, epifito do filoplano de macieira
- CI12 (Bacillus alcalophilus), produtos comerciais - Duravel® e Zigurat® (B.
amyloliquefaciens), Serenade® (B. subtilis) e o fungicida Prevenil® (clorotalonil). In vitro, o
crescimento micelial de Colletotrichum spp. foi avaliado apos testes de pareamento de colonias,
de acdo de metabolitos termoestaveis e de compostos volateis antifingicos. Foi avaliada
também a germinagdo de conidios e sua capacidade em formar col6nia apds contato com os
antagonistas. Ex vivo, bagas de uva 'Thompson' foram tratadas com os ABCs e depois
inoculadas com isolados de Colletotrichum spp. A incidéncia da doenga foi quantificada ao
longo de 12 dias. Os tratamentos tiveram resultados varidveis de acordo com a espécie de
Colletotrichum avaliada. Dentre os produtos comerciais, Serenade® e Duravel® foram os mais
eficazes na reducgdo de crescimento micelial em cultivo pareado e na redugdo da AACPiy. (drea
abaixo da curva do progresso da incidéncia) de podridio da uva madura causada por C.
nymphaeae e C. viniferum. Duravel® teve efeito na viabilidade dos conidios de todas as
espécies patogénicas testadas, evidenciado pela inibi¢ao da formagao de colonias. Serenade®
produziu compostos termoestaveis capazes de inibir o crescimento micelial dos patdgenos.
Dentre os isolados antagdnicos, os endofiticos de bagas de uva (VA4L, VB5B e PAIN)
reduziram o crescimento micelial dos patogenos. O efeito principal destes isolados foi
observado na redu¢cdo da AACPinc da podridao da uva madura, causada pelas espécies de
Colletotrichum avaliadas (C. nymphaeae e C. viniferum). O mix destes isolados teve resultados
comparaveis aos do fungicida clorotalonil, sendo uma excelente op¢ao a ser incluida no manejo
da podridao da uva madura.

Palavras-chaves: Biocontrole; Sustentabilidade, Antagonismo.
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CHAPTER II - ENDOPHYTIC BERRY MICROORGANISMS AND COMMERCIAL
PRODUCTS AFFECT INFECTIVES STRUCTURES OF THREE SPECIES OF
Colletotrichum sp. AND CONTROL OF GRAPE RIPE ROT

Camila Iavorski Zela, Débora de Oliveira Franco, Louise Larissa May De Mio

ABSTRACT

Grape ripe rot, caused by Colletotrichum spp., is important worldwide. Under favorable
conditions, the disease can cause significant losses in production. Colletotrichum is a
polyphagous genus with a high diversity of pathogenic species. In Brazil, C. nymphaeae, C.
siamense and C. viniferum are the main species associated with grapevines. The resistance of
these pathogens to fungicides has made it difficult to control the disease. Biological control is
a promising approach, but little is known about the efficacy of commercial products.
Furthermore, in this area, endophytic microorganisms from resistant cultivars could be an
option for managing the disease. The aim of this study was to evaluate three endophytic isolates
from Vitis labrusca berries and commercial products based on Bacillus spp. in controlling the
infective structures of isolates of the Colletotrichum spp. species prevalent in the country that
cause grape ripe rot. In addition, to study the effect of these biological control agents (ABCs)
on the disease. To this end, in vitro and ex vivo tests were carried out. The treatments evaluated
were: grape berry endophytes - VA4L (Clavispora asparagi), VB5B (Zygoascus meyerae),
PAIN (Tatumella morbirosei) and a mix of these three, apple phylloplane epiphyte - C12
(Bacillus alcalophilus); commercial products - Duravel® and Zigurat® (B. amyloliquefaciens),
Serenade® (B. subtilis) and the fungicide Prevenil® (chlorothalonil). In vitro, the mycelial
growth of Colletotrichum spp. was evaluated after colony pairing tests, the action of
thermostable metabolites and antifungal volatile compounds. The germination of conidia and
their ability to form colonies after contact with the antagonists was also evaluated. Ex vivo,
'"Thompson' grape berries were treated with the ABCs and then inoculated with isolates of
Colletotrichum spp. The incidence of the disease was quantified over 12 days. The treatments
had variable results according to the species of Colletotrichum evaluated. Among the
commercial products, Serenade® and Duravel® were the most effective in reducing mycelial
growth in paired culture and in reducing the AACPinc (area under the incidence progress curve)
of Grape ripe rot caused by C. nymphaeae and C. viniferum. Duravel® had an effect on the
viability of the conidia of all the pathogenic species tested, as evidenced by the inhibition of
colony formation. Serenade® produced thermostable compounds capable of inhibiting the
mycelial growth of the pathogens. Among the antagonistic isolates, the endophytes from grape
berries (VA4L, VB5B and PAIN) reduced the mycelial growth of the pathogens. The main
effect of these isolates was observed in reducing the AACPinc of Grape ripe rot caused by the
Colletotrichum species evaluated (C. nymphaeae and C. viniferum). The mix of these isolates
had results comparable to those of the fungicide chlorothalonil, making it an excellent option
to be included in the management of grape ripe rot.

Keywords: Biocontrol; Sustainability, Antagonism.
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1 INTRODUCAO

A podriddo da uva madura, causada por Colletotrichum spp., ¢ uma doenca
mundialmente importante, relatada em varios paises (Southworth, 1891; Yokosawa et al., 2020;
Duan; Chen, 2022; Chowdappa et al. 2009, Yamamoto et al. 1999, Greer et al., 2013). A doenca
¢ um problema crescente no Brasil desde a década de 1990. A demanda do mercado consumidor
por uvas com maior teor de aglicar resultou em tempo de permanéncia mais longo das frutas no
campo, o que aumentou a incidéncia dessa doenca (Garrido; Sonego, 2008). Em condigdes
climaticas favoraveis ao desenvolvimento da podriddo da uva madura, produtores relatam
perdas superiores a 90% na produgado (Batista et al., 2023).

Colletotrichum spp. ¢ um dos principais géneros fitopatogénicos devido ao grande
numero de hospedeiros e a diversidade de espécies encontradas no género (Dean et al., 2012).
No Brasil, alta diversidade genética tem sido relatada para o género Colletotrichum associado
as videiras. Na regido da Serra Gaucha, os complexos C. acutatum, C. gloeosporioides ¢ C.
boninense foram relatados causando podridao da uva madura (Echeverrigaray et al., 2020).
Considerando todas as regides produtivas do pais, treze espécies de Colletotrichum spp. foram
identificadas, distribuidas nestes complexos, com predominio das espécies C. nymphaeae, C.
siamense ¢ C. viniferum (Steiner et al., 2024).

Fungicidas s3o frequentemente aplicados na videira para o controle de doengas. A
crescente dificuldade de manejo da podridao da uva madura (Garrido; Sonego, 2008, Batista et
al., 2023), agravada pela resisténcia a fungicidas (Steiner et al., 2024), coloca os produtores em
um cendrio desafiador. O uso continuo dos fungicidas ndo apenas aumenta os custos de
producdo, mas também leva a sele¢do de isolados resistentes, reduzindo a eficacia do controle
quimico (Ceresini et al., 2024). Diante desse panorama, o controle biolégico surge como uma
alternativa para enfrentar essas dificuldades de manejo. O uso de agentes de controle bioldgico
(ABCs), oferece uma abordagem sustentavel e eficaz, ndo apenas devido a sua capacidade de
inibir diretamente Colletotrichum spp. através da producdo de compostos antimicrobianos
(Arroyave-Toro et al., 2017), mas também pela possibilidade de reduzir a dependéncia de
produtos quimicos, preservando sua eficacia e prolongando a durabilidade dos tratamentos
convencionais (Wang et al., 2024).

A influéncia de ABCs em isolados resistentes ou menos sensiveis a fungicidas poderia
fornecer uma vantagem na estratégia de manejo incluindo bioldgicos em alternancia com
fungicidas para controle de podridao da uva madura ou mesmo para serem recomendados em

periodos de colheita. O uso de Bacillus spp. tem se mostrado uma ferramenta promissora no
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controle bioldgico de doengas em frutiferas (Furuya et al., 2010; Moreira et al., 2014; Haron et
al., 2023). No Brasil, apenas B. velezensis teve eficacia comprovada no controle de podridao
da uva madura (Russi et al., 2024). Produtos comerciais a base de B. amyloliquefaciens ¢ B.
subtilis t€m registro para a videira no Brasil (AGROFIT, 2024), contudo, no melhor do nosso
conhecimento ndo existem estudos cientificos que relacionam a eficicia desses produtos no
controle da podridao da uva madura. Testar outros microrganismos, além dos ja registrados
pode ser interessante para aumentar as opgdes disponiveis para o manejo da doenga.

No estudo de controle bioldgico, além da eficicia no controle da doenga ¢ fundamental
entender os mecanismos de acdo envolvidos para melhor posicionar o uso dos ativos em etapas
de comercializagdo (Bonaterra et al., 2022). O entendimento da producdo de compostos
inibidores a Colletotrichum spp. produzidos por ABCs, ¢ importante para a compreensao do
mecanismo de acdo de tal antagonismo. Assim, o controle da doenga pelo uso das substancias
produzidas torna-se uma possibilidade, e, ndo apenas pela introdugdo massal desses agentes
(Kupper et al., 2003). Além disso, o estudo do potencial antagonico in vitro pode direcionar o
posicionamento dos produtos em futuros ensaios de campo.

Isolados endofiticos de bagas de Vitis labrusca com potencial antagdnico contra
Botrytis cinerea e C. nymphaeae indicaram trés espécies potencias para controle destes
patogenos, que sdo: Clavispora asparagi, Zygoascus meyerae e Tatumella morbirosei (Capitulo
1). Esses microrganismos pré-selecionados sdo potenciais para serem estudados no controle das
espécies relevantes de Colletotrichum spp. associadas a videira, recentemente relatadas no
Brasil (Steiner et al., 2024). Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar os isolados endofiticos
VAA4L (C. asparagi), VB5B (Z. meyerae) e PAIN (T. morbirosei), e produtos comerciais a base
de Bacillus spp. na redugdo de estruturas infectivas de trés espécies de Colletotrichum spp.: C.

nymphaeae, C. siamense ¢ C. viniferum, € no controle da podridao da uva madura.

2 MATERIAL E METODOS

Os estudos deste capitulo foram conduzidos no Laboratério de Epidemiologia para
Manejo Integrado de Doengas (LEMID), localizado no Setor de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal do Parana. As colegdes de isolados utilizados estdo armazenadas neste

laboratorio.
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2.1 PROCEDENCIA DOS ISOLADOS DE Colletotrichum spp.

Os isolados de C. nymphaeae, C. siamense ¢ C. viniferum utilizados neste trabalho
foram obtidos de bagas de uva por Steiner et al. (2024). Os isolados foram confirmados como

patogénicos em bagas de V. labrusca e V. vinifera (Tabela 1).

TABELA 1 - DESCRICAO DOS ISOLADOS DE Colletotrichum spp. DE BAGAS DE VIDEIRA
UTILIZADOS NOS EXPERIMENTOS in vitro E ex vivo.

Isolado Complexo Espécie Cidade Estado
VICnPR22-230 C. acutatum C. nymphaeae Vera Cruz do Oeste Parana
VICnPR22-155 C. acutatum C. nymphaeae Lapa Parana
VICsPR22-196  C. gloeosporioides  C. siamense Rosario do Ivai Parana
VICsPR22-198  C. gloeosporioides ~ C. siamense Rosario do Ivai Parana
VICvPR22-106  C. gloeosporioides  C. viniferum Francisco Beltrdo Parana

VICvPR22-81  C. gloeosporioides  C. viniferum  Coronel Domingos Soares Parana
Fonte: A autora (2024).

2.2 AGENTES DE CONTROLE BIOLOGICO UTILIZADOS NOS TESTES in vitro E NO
CONTROLE DE PODRIDAO DA UVA MADURA

Os tratamentos utilizados nos experimentos, descritos na Tabela 2, incluiram os
produtos comerciais Duravel® (1 g.L7'), Zigurat® (3 mL.L™") (ambos contendo B.
amyloliquefaciens) e Serenade® (3 mL.L™) (B. subtilis). O fungicida Previnil® (clorotalonil)
foi utilizado como comparativo nos testes de crescimento micelial em cultivo pareado,
germinagao de conidios e formagao de coldnias (50 uL.L™"), bem como no controle da podridao
da uva madura (2 mL.L™"). Os isolados endofiticos de bagas de uva pré-selecionados por seu
potencial antagdnico (Capitulo 1): VA4L (Clavispora asparagi), VB5B (Zygoascus meyerae)
e PAIN (Tatumella morbirosei). Além disso, foi utilizado um isolado proveniente do filoplano
de macieira (Rollemberg et al., 2008): C12 (Bacillus alcalophilus). As concentracdes dos
agentes biologicos prospectados serdo detalhadas em cada secdo especifica. A testemunha

consistiu em agua destilada esterilizada.
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TABELA 2 - TRATAMENTOS UTILIZADOS NOS TESTES in vitro E NO CONTROLE DE PODRIDAO

DA UVA MADURA
Tratamento  Espécie/género/i.a. Origem Estado Ano t/f:;lt?lf:
Testemunha Agua - - - -
Previnil®* Clorotalonil Comercial - - -
Cl12 B. alcalophillus Epifito de filoplano de macieira Parana 2008 NA
VA4L Clavispora asparagi Endofitico de bagas de uva Parana 2020 LB
VB5B Zygoascus meyerae Endofitico de bagas de uva Parana 2020 BDA
PAIN Tatumella morbirosei Endofitico de bagas de uva Parana 2020 NA
Duravel® B. amyloliquefaciens Comercial - - BDA
Zigurat® B. amyloliquefaciens Comercial - - BDA
Serenade® B. subtilis Comercial - - BDA

Mix** VA4L, VB5B e PAIN  Endofitico de bagas de uva Parana 2020 LB+BDA+NA

*Nao utilizado nos testes para verificar a presenca de compostos volateis e termoestaveis. **Nao utilizado nos
testes in vitro, testado apenas para o controle da podridao da uva madura. - Sem informagdes.

2.2.1 Cultivo dos agentes de controle biologico (C12, VA4L, VB5B e PAIN)

Os isolados C12, VA4L, VB5B e PAIN foram cultivados conforme metodologia
proposta por Romeiro (2001), com algumas modificagdes. Trés meios de cultivo foram
utilizados, conforme o isolado: Batata Dextrose agar (BDA) (39 g.L"), Nutrient Agar (NA)
(Nutrient Broth 12 g.L"!, 4gar 20 g.L") e Luria Bertani Modificado (LB) (Peptona 10 g.L,
extrato de levedura 5 g.L!, cloreto de s6dio 1 g.L"!, 4gar 20 g.L"") (TABELA 2).

Inicialmente, os isolados foram recuperados de armazenamento em glicerol a 25%
(v/v) a -20°C. Para isso, 100 pL de cada isolado foram inoculados em meio de cultura sélido,
utilizando a técnica de estria com auxilio de uma al¢a de Drigalski esterilizada. As placas foram
incubadas a 28°C por 72 horas. Apos o periodo de incubagdo, 1 mL de solugao salina estéril a
0,85% (p/v) foi adicionado as placas de cultura, e as colonias foram cuidadosamente raspadas
da superficie do meio de cultura s6lido para a solugao salina, formando uma suspensao.

Dessa suspensdo, 100 pL foram transferidos para 50 mL de meio de cultura liquido
correspondente (sem adicdo de agar), e as culturas liquidas foram incubadas a 28°C por 48
horas em agitador a 120 rpm. Apds a incubacao, as culturas foram centrifugadas a 5000 rpm
por 5 minutos a 5°C, o sobrenadante foi descartado, e a biomassa resultante foi ressuspendida
em 50 mL de soluc¢do salina estéril a 0,85%.

A concentragdo da suspensao foi ajustada medindo-se a densidade optica (DO) a 540
nm em espectrofotometro, diluindo conforme necessario para obter a DO desejada. O Mix foi

preparado utilizando 1/3 de cada isolado endofitico de bagas de uva.
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2.3 TESTES in vitro PARA VERIFICAR O EFEITO DE AGENTES DE CONTROLE
BIOLOGICO (ABCS) NAS ESTRUTURAS INFECTIVAS Colletotrichum spp.

2.3.1 Efeito dos ABCs sobre o crescimento micelial de Colletotrichum spp. em cultivo

pareado de coldnias

Seguindo metodologia proposta por Dennis e Webster (1971), com adaptagdes de
Petermann et al. (2022), para estudar o efeito antagonico dos ABCs no crescimento micelial de
isolados de Colletotrichum spp. (TABELA 1), discos de 5 mm de diametro obtidos da borda
das coldnias crescidas por cinco dias de cada isolado patogénico, foram repicadas para o centro
de placas de Petri contendo meio BDA.

Depois, quatro discos de papel filtro esterilizados, com 8 mm de diametro, foram
depositados em pontos equidistantes nas extremidades da placa. Cada disco de papel recebeu 5
uL de cada tratamento (descritos no item 2.2). A suspensdo contendo os ABCs prospectados
foi padronizada em 2,5x10> UFC.mL™". O fungicida foi incorporado ao BDA fundente, a 50 °C.

As placas foram incubadas a 25 + 2 °C, sob fotoperiodo de 12 horas. Utilizou-se
delineamento inteiramente ao acaso, com quatro repeticdes, cada placa de Petri constituiu-se
em uma unidade experimental. Na avaliagdo do crescimento micelial, fez-se a medicao de dois

diametros perpendiculares e opostos das colonias aos quatro dias. O experimento foi repetido.

2.3.2 Efeito de metabdlitos termoestaveis produzidos por ABCs sobre o crescimento micelial

de Colletotrichum spp.

Para investigar a influéncia dos metabolitos termoestaveis, foi empregada metodologia
estabelecida por Moreira ef al. (2014), com algumas modificagdes. Inicialmente, 40uL de cada
tratamento foram transferidos para Erlenmeyers contendo 100 mL de cada meio de cultura,
conforme Tabela 2. Apos a incubagdo, a 28°C durante 24 horas e sob agitacao de 120 rpm,
aliquotas de 10 mL de cada caldo foram transferidas para novos frascos contendo 90 mL de
meio BDA. As formulagdes comerciais foram introduzidas em 100 mL de BDA nas dosagens
especificadas na Tabela 2.

Os Erlenmeyers contendo os ABCs e o meio de cultura BDA foram posteriormente
esterilizados em autoclave durante 20 min, a 121 °C. Apds a autoclavagem, depositou-se 15

mL de cada meio por placa de Petri. Apos a solidificacdo, transferiu-se para o centro de cada
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placa um disco de 5 mm de didmetro, obtido da borda de coldnias crescidas por cinco dias de
cada isolado de C. nymphaeae, C. siamense e C. viniferum (TABELA 1).

Os tratamentos utilizados estdo descritos no item 2.2. As placas foram incubadas a 25
+ 2 °C, sob fotoperiodo de 12 horas.

Utilizou-se delineamento inteiramente ao acaso, com trés repeticdes, em que cada
placa de Petri foi considerada uma unidade experimental. Foram medidos dois diametros

perpendiculares e opostos por colonia apos sete dias. O experimento foi repetido.

2.3.3 Efeito de compostos volateis produzidos por ABCs sobre o crescimento micelial de

Colletotrichum spp.

Para estudar o efeito de compostos antifingicos volateis foi utilizada metodologia
adaptada por Moreira et al. (2014) de Dennis e Webster (1971). Para um dos lados de placas de
Petri bipartidas foram repicados os ABCs, utilizando os meios de cultivo conforme descrito na
Tabela 2. Apds 24 horas, transferiu-se para o outro compartimento da placa de Petri contendo
BDA, um disco de micélio de 5 mm de diametro, obtido da borda de colonias crescidas por
cinco dias de isolados de C. mymphaeae, C. siamense e C. viniferum (TABELA 1). Os
tratamentos estdo descritos no item 2.2. As placas foram incubadas a 25 + 2 °C, sob fotoperiodo
de 12 horas.

Utilizou-se delineamento inteiramente ao acaso, com trés repeticoes. Na avaliacao do
crescimento micelial, fez-se a medi¢do de dois diametros perpendiculares e opostos das
colonias trés dias, a partir do momento em que foi colocado o disco de micélio com os isolados

no meio de cultura. O experimento foi repetido.

2.3.4 Germinagao de conidios de Colletotrichum spp. apds contato com ABCs

Para avaliar o efeito dos ABCs sobre a germinacdo de conidios de C. nymphaeae, C.
siamense ¢ C. viniferum (TABELA 1), inicialmente foram obtidos conidios dos isolados
patogénicos a partir de colonias crescidas por quatorze dias. Entdo, uma suspensao de conidios
foi preparada.

Em seguida, conforme metodologia proposta por Petermann et al. (2022), uma gota de
50 pL da suspensdo ajustada em 1x10° conidios.mL™! foi depositada em microtubo de 1,5 mL.
Depois, foi depositada uma gota de 50 pL contendo o tratamento (TABELA 2), preparados

conforme item 2.2.1 e os tubos foram agitados. Para os isolados antagdnicos, as maximas
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concentragdes obtidas em 48 horas foram utilizadas. VA4L (Clavispora asparagi) foi testado
na concentra¢io minima de 8,3x10'"! UFC.mL"!, VB5B (Zygoascus meyerae) na concentragio
minima de 6,4x10'° UFC.mL"', PAIN na concentra¢do minima de de 7,4x10° UFC. mL"' e C12
(B. alcalophilus) na concentragio minima de 4,5x10° UFC.mL"!. As doses das formulacdes
comerciais estdo descritas no item 2.2. Os microtubos foram incubados a 25 + 2 °C, no escuro.

O delineamento foi inteiramente ao acaso, com trés repeticdes, em que cada microtubo
constituiu-se em uma unidade experimental. A porcentagem de germinacdo de conidios foi
determinada mediante contagem de 50 conidios do patdogeno em cada repeticao apds 12 horas
de incubagdo, com a interrup¢do da germinacao através da adigdo de 20 pL de lactofenol.
Consideraram-se como germinados os conidios com tubo germinativo maior que o proprio

comprimento. O experimento foi repetido.

2.3.5 Formagao de colonias de Colletotrichum spp. apds contato de conidios com ABCs

A fim de avaliar se os conidios de Colletotrichum spp., que germinaram ap6s 12 horas
em contato com os tratamentos, ainda permaneciam viaveis e formariam coloénia em meio de
cultura, foi realizado o plaqueamento da suspensdo obtida no experimento de germinacao de
conidios, assim como descrito por Petermann et al. (2022),

A metodologia e tratamentos utilizados para a conducao desse experimento foram os
mesmos descritos do item 2.3.4. Porém, antes de realizar a paralisacdo da germinagdao com a
adicao de lactofenol, trés aliquotas de 5 pL. foram retiradas dos tubos e, entdo depositas em
placas de Petri contendo o meio BDA. As placas foram incubadas em BOD, sob temperatura
de 25+2°C, e fotoperiodo de 12 horas.

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado, contendo 3 repeti¢des. A
avaliacdo foi realizada ap6s quatro dias e fez-se a medicao de dois didmetros perpendiculares e

opostos das colonias, com auxilio de paquimetro digital. O experimento foi repetido.

2.4 AGENTES BIOLOGICOS NO CONTROLE PREVENTIVO DE PODRIDAO DA UVA
MADURA

Bagas de uva da cultivar ‘Thompson’, previamente desinfestadas, foram submetidas
aos tratamentos descritos no item 2.2. As bagas foram submersas por 5 segundos em uma
solugdo contendo os tratamentos, nas concentragdes descritas na Tabela 3. Apods a secagem dos

produtos nas bagas, realizou-se a inoculagao com 5 pLL de uma suspensao de Colletotrichum
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spp. ajustada para 1x10° conidios.mL! contendo 10% de suco de uva. Aliquotas de 30 pL desta
suspensao foram depositadas em placas contendo meio AA, permitindo avaliar a capacidade
germinativa dos isolados nas mesmas condi¢des de temperatura de incubacdo das bagas. A
germinacgao foi interrompida 24 horas apds a deposi¢do, com a adi¢do de aproximadamente 50
uL de Lactofenol, resultando em taxa de germinacdo de 100%.

Apos a inoculagdo, as bagas foram mantidas sobre papel filtrado umedecido em caixas
do tipo Gerbox®, condicionadas a 25 °C (= 2 °C) e sob fotoperiodo de 12 horas. Para a andlise
da incidéncia, utilizada para calculo da &rea abaixo da curva do progresso da doenca (AACPD),
o delineamento adotado foi inteiramente casualizado, com trés repeti¢des, onde cada Gerbox®
constituiu uma parcela. Para andlise de sobrevivéncia, foi considerado um delineamento
experimental de blocos ao acaso, onde cada bloco consistiu em uma Gerbox® contendo 8 bagas
de uva, totalizando 32 bagas avaliadas por tratamento para cada isolado. A avaliagdo dos
sintomas foi realizada a cada dois dias ao longo de 12 dias. O periodo de incubagdo foi obtido.

A incidéncia foi determinada ao final do experimento.

TABELA 3 — NOME, INGREDIENTES ATIVOS E DOSES DE APLICACAO DOS TRATAMENTOS
TESTADOS PARA O CONTROLE DA PODRIDAO DA UVA MADURA EM BAGAS.

Produto Composicio Dose  Concentracao
comercial Empresa Ingrediente ativo (UFpC Li) (mL ou na dose
ou nome ) gL (UFC.L'YH
Testemunha - - ADE - -

Cl12 - Bacillus alcalophilus LEMID 3,1x10° 500 1,6x10°
VA4L - Clavispora asparagi VA4L 9,5x10'" 500 4,8x10'"
VB5B - Zygoascus meyerae VB5B 1,9x10'" 500 9,5x10'°
PAIN - Tatumella morbirosei PAIN 7,5x108 500 3,8x108

Clavispora asparagi VA4L 9,5x10'" 150 1,5x108

Mix - Zygoascus meyerae VB5B 1,9x10" 150 2,8x107

Tatumella morbirosei PAIN 7,5x108 150 1,2x10°
Duravel® BASF B. amyloliquefaciens MBI600 6,0x10"? 1 6,0x10°
. . B. amyloliquefaciens CPQBA 040-11DRM 01 9 3
Zigurat® Inquima CPQBA 040-11DRM 04 1,1x10 3 3,3x10
Serenade® Bayer S. A. Bacillus subtilis QST713 1,3x1010 2 2,6x10*
Previnil® Helm Clorotalonil 720 g.L! 2 -

Fonte: A autora (2024). ADE — agua destilada esterilizada.
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2.5 ANALISE DOS DADOS

Nos testes in vitro, a percentagem de inibi¢ao do crescimento micelial e da germinagao
de conidios ocasionada pelos tratamentos em relacdo a testemunha foi calculada. Para isso, foi
utilizada a férmula: Iemige = 100 — (n; * 100) /uT, onde: Icm/ge = Inibicdo do crescimento
micelial ou da germinagao de conidios; n; = crescimento micelial ou percentagem de conidios
germinados da repeticdo experimental; e T = média da testemunha.

Para analisar os efeitos dos ABCs no controle preventivo da podriddo da uva madura,
foi calculada a 4rea abaixo da curva do progresso da incidéncia (AACPin¢), somando-se as areas
trapezoidais (Campbell; Madden, 1990), conforme a formula: AACPin. = Z(yi + (yitl))/2 *
((ti+1) — ti), onde AACPiyc € a area abaixo da curva de progresso da doenga, representando o
acumulo de incidéncia ao longo do tempo; yi ¢ o valor da incidéncia da doenga no tempo t;;
(yit1) € o valor da severidade no tempo subsequente (ti+1); (yi + (yi+1))/2 calcula a média da
severidade entre os tempos t; e ti+1; e ((ti+1) —ti) € o intervalo de tempo entre as duas medigoes.
Nesta analise, foi considerada a média de incidéncia dos dois experimentos. Considerou-se
como periodo de incubacao (PI) o tempo entre a inoculagao e o aparecimento dos sintomas em
50% das bagas de cada tratamento.

Para avaliagdo de todos os ensaios in vitro (item 2.3) e para analise da AACPixc (item
2.4), as homogeneidades das variancias foram verificadas pelo teste de Bartlett e a normalidade
dos residuos foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk. Quando necessario, foram realizadas
transformagdes exponenciais nos dados para atender a esses pressupostos.

Para verificar diferencas na inibi¢do do crescimento micelial em cultivo pareado e na
inibi¢do da germinagdo, foi realizada andlise de variancia (ANOVA), verificando-se o efeito de
tratamentos pelo teste F, seguida do teste de Tukey, a 5% de significdncia para comparacao de
médias, com arranjo fatorial 9 x 3 (nove tratamentos x trés espécies de Colletotrichum). O
arranjo fatorial 8 x 3 (oito tratamentos x trés espécies de Colletotrichum) foi utilizado para
verificar diferencas na inibicdo do crescimento micelial apds contato com metabolitos
termoestaveis e compostos volateis. Quanto a AACPin, foi aplicado o teste de Scott Knott, a
5% de significancia para comparagdo de médias e foi adotado o arranjo fatorial 10 x 3 (dez
tratamentos x trés espécies de Colletotrichum).

Mesmo apo6s transformacgoes, os dados pertencentes ao teste de formagao de colonias
apods o contato dos conidios de Colletotrichum spp. com os ABCs, ndao atenderam aos
pressupostos da ANOVA. Entdo, propds-se o modelo linear generalizado (GLM) com arranjo

fatorial 8 x 3 (oito tratamentos X trés espécies de Colletotrichum). O modelo de Poisson foi
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escolhido para modelar a resposta variavel. As médias foram comparadas pelo teste Tukey,
aplicado ao nivel de 5% de significancia.

Foi realizada uma andlise de agrupamento hierarquico, usando a distancia euclidiana
e o método aglomerativo de Ward, para agrupar os ABCs com base nas semelhancgas do efeito
inibitoério sobre cada uma das espécies dos patdogenos (C. nymphaeae, C. siamense, C.
viniferum). Além disso, foi usada uma andlise de componentes principais (ACP) para
simplificar a interpretacdo das interrelagdes entre os ABCs e o efeito inibitoério combinado sobre
as espécies dos patdgenos (Jolliffe 2002). O numero de componentes principais foi definido
com base na variancia acumulada (> 70%) e nos valores proprios (> 1,0) (Naseri; Sabeti 2021).

Para estimar as fung¢des de sobrevivéncia, foi empregado o modelo de Kaplan-Meier.
A comparagao das curvas de sobrevivéncia entre os tratamentos foi realizada com o teste de
log-rank. Resultados significativos (p < 0,05) indicam diferengas nas probabilidades de
sobrevivéncia. Os graficos de Kaplan-Meier foram gerados para visualiza¢do (em anexo) e
realizou-se ajuste a0 modelo semi-paramétrico de Cox para comparar os tratamentos. Os
parametros do modelo incluiram: tratamento e bloco, gerando uma melhor concordancia para
o modelo.

Todas as andlises estatisticas foram realizadas utilizando o ambiente de programacgao
estatistica RStudio® (R CORE TEAM, 2024). O pacote “survival” (Therneau, 2012) do R® foi
utilizado para andlise de sobrevivéncia. Para a ACP e andlise de agrupamento foram executados
com os pacotes agricolae (de Mendiburu 2023), FactoMineR (L& et al. 2008) e factorextra
(Kassambara; Mundt ,2017).

3 RESULTADOS

3.1 TESTES in vitro PARA VERIFICAR O EFEITO DE AGENTES DE CONTROLE
BIOLOGICO (ABCS) NAS ESTRUTURAS INFECTIVAS DE Colletotrichum spp.

3.1.1 Efeito dos ABCs sobre o crescimento micelial de Colletotrichum spp. apos cultivo

pareado de colonias

Os resultados referentes ao estudo do crescimento micelial de Colletotrichum spp. apds
cultivo pareado de coldnias estdo relacionados na Tabela 4 e os aspectos morfoldgicos da

colonia sdo mostrados na Figura 1.
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Todos os ABCs, exceto a bactéria C12 (B. alcalophilus) e a levedura VA4L (C.

aspargi) tiveram efeito inibitério sobre o crescimento micelial de todas as espécies de

Colletotrichum spp.

Percentagens de inibi¢ao superiores a 50% foram observadas apos os pareamentos com

Duravel® (B. amyloliquefaciens) e com Serenade® (B. subtilis), de forma consistente em

ambos os experimentos e para todas as espécies patogénicas.

Considerando todos as espécies patogénicas, o tratamento com o produto Zigurat® (5.

amyloliquefaciens) resultou em maior inibi¢ao do crescimento micelial do patégeno na segunda

repeticao de experimento (38,4 a 41,9%), em comparagdo a primeira repeticao, cuja inibigao

variou de 2.5 a 29,1%.

Neste ensaio, dentre os isolados endofiticos de bagas de uva, o melhor isolado foi a

bactéria 7. morbirosei (PAIN). A inibi¢do do crescimento micelial do patdgeno apos

pareamento com a bactéria variou de 45,6 a 50,9% para a espécie C. nymphaeae, 30,9 a 38,6%

para a espécie C. siamense e de 25,7 a 58,9% para a espécie C. viniferum.

Em geral, os ABCs apresentaram percentagens de inibi¢ao semelhantes ou até

superiores as encontradas para clorotalonil.

TABELA 4 — INIBICAO (%) DO CRESCIMENTO MICELIAL DE Colletotrichum spp. APOS CULTIVO
PAREADO COM AGENTES DE CONTROLE BIOLOGICO

Experimento 1

C. nymphaeae

C. siamense

C. viniferum

Cl12 10,6 dB 13,1 cAB 20,7 bcA
VA4L 7.4 dA 6,6 cA 11,40 cA
VBS5B 22,5 cA 27,7 bA 28,4 bA
PAIN 50,9 bA 38,6 bB 58,9 aA
Duravel® 66,3 aA 56,0 aB 60,8 aAB
Zigurat® 16,0 cdB 2,5¢cC 29,1 bA
Serenade® 55,0 abA 54,7 aA 62,9 aA
Previnil® 22,3 cB 36,2 bA 26,9 bB
Experimento 2 C. nymphaeae C. siamense C. viniferum

Cl12 0,0 dA 2,1 dA -18,8 B
VA4L 17,0 cB 11,6 cdB 60,3 aA
VBS5B 17,0 cA 16,3 cA 1,8 eB

PAIN 45,6 abA 30,9 bA 25,7 dB
Duravel® 52,6 aA 56,0 aA 56,6 aA
Zigurat® 38,4 bA 35,1 bA 41,9 bcA
Serenade® 57,4 aA 52,8 aA 53,7 abA
Previnil® 16,5 cB 15,3 cB 38,7 cA

Fonte: A autora (2024). Médias seguidas da mesma letra mintscula nos tratamentos ¢ maiuscula quanto a
espécie, ndo diferem significativamente entre si pelo teste Tukey, ao nivel de 5% de significancia. O crescimento
maximo médio da colonia da testemunha de C. nymphaeae foi de 3,5 cm, de C. siamense foi de 4,3 cm, e de C.
viniferum foi de 3,4 cm.
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FIGURA 1 — ASPECTOS MORFOLOGICOS DA COLONIA DE ISOLADOS DE Colletotrichum spp. APOS
CULTIVO PAREADO COM AGENTES DE CONTROLE BIOLOGICO

Controle Clorotalonil CI12 VB5B PAIN Duravel Zigurat Serenade

Fonte: A autora (2024).

3.1.2 Efeito de metabolitos termoestaveis produzidos por ABCs sobre o crescimento micelial

de Colletotrichum spp.

Considerando todas as espécies de Colletotrichum spp. avaliadas neste estudo quanto
a inibicao de crescimento micelial pelo contato com metabolitos termoestaveis antifingicos, o
produto Serenade® (B. subtilis) resultou na maior inibi¢ao dentre os tratamentos, que variou de
39,8 a 78,1%, dentre as espécies patogénicas avaliadas (TABELA 5).

Metabolitos termoestaveis produzidos por Duravel® (B. amyloliquefaciens) também
reduziram o crescimento micelial de Colletotrichum spp., com inibi¢ao de 7,2 a 30,7%.

Os isolados endofiticos de bagas de uva ndo produziram compostos termoestaveis

capazes de inibir o crescimento de Colletotrichum spp.
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TABELA 5 — INIBICAO (%) DO CRESCIMENTO MICELIAL DE Colletotrichum spp. APOS CULTIVO EM
MEIO DE CULTURA CONTENDO METABOLITOS TERMOESTAVEIS DE AGENTES DE CONTROLE

BIOLOGICO

Experimento 1 C. nymphaeae C. siamense C. viniferum
Cl12 3,2 bcA -3,4bA 4,8 bcA
VA4L -1,3¢cB 2,8 bAB 21 bA
VB5B 3,0 bcA -8,9 bA 2,8 bcA
PAIN -0,3 cA 8,8 bA 7,2 bcA
Duravel® 28,1 bA 10,7 bA 7,2 bcA
Zigurat® -1,9 cAB 13,5 bA -17,1 ¢cB
Serenade® 64,2 aA 73,4 aA 78,1 aA

Experimento 2 C. nymphaeae C. siamense C. viniferum
Cl12 -4,1 bA -3,8 cA -89 cA
VA4L -1,1 bA -1,6 cA 5,0 bA
VB5B 1,6 bA -3,4 cAB -8,6 cB
PAIN -0,4 bAB -6 cB 3,8 bA
Duravel® 30,7 aA 9,6 bB 8,6 bB
Zigurat® 2,7 bA 0,7 bcA 0,3 bcA
Serenade® 39,8 aB 43,7 aB 68,9 aA

Fonte: A autora (2024). Médias seguidas da mesma letra mintscula nos tratamentos e maiuscula quanto a
espécie, nao diferem significativamente entre si pelo teste Tukey, ao nivel de 5% de significancia. O crescimento
maximo médio da coldnia da testemunha de C. nymphaeae foi de 5,0 cm, de C. siamense foi de 6,4 cm, e de C.
viniferum foi de 5,1 cm.

3.1.3 Efeito de compostos volateis produzidos por ABCs sobre o crescimento micelial de

Colletotrichum spp.

Os dados referentes ao teste de produg¢ao de compostos volateis antifiungicos sobre o
crescimento micelial de Colletotrichum spp. estdo apresentados na Tabela 6 e as caracteristicas
morfoldgicas da coldnia estdo representadas pela Figura 2.

Apenas o isolado PAIN (7. morbirosei) foi capaz de produzir compostos volateis que
inibiram o crescimento do isolado de C. nymphaeae. A inibi¢do foi de 19,1% no primeiro
experimento e de 32,5% no segundo. Nenhum dos demais tratamentos produziu compostos

volateis com efeito inibitorio.
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TABELA 6 — INIBICAO (%) DO CRESCIMENTO MICELIAL DE Colletotrichum spp. SOB A ACAO DE

COMPOSTOS VOLATEIS PRODUZIDOS POR AGENTES DE CONTROLE BIOLOGICO

Experimento 1

C. nymphaeae

C. siamense C. viniferum

Cl12 48b -2,8 ns -6,7 ns
VA4L 29D 2,6 -7,2
VB5B 15,0 ab -0,4 -5,8
PAIN 23,7 a -1,25 1,2
Duravel® 30b 3,6 -0,3
Zigurat® 1,3b -1 -3,6
Serenade® 5,6b -1,6 2,7
Experimento 2 C. nymphaeae C. siamense C. viniferum

C12 7,0 be 6,3 ns 4,6 ns
VA4L -1,3¢ -1,8 2,2
VBS5B 18,3b 3,7 5,6
PAIN 329a -1,1 11,5
Duravel® 6,4 bc -0,9 5
Zigurat® 4,7 be -1,9 7,6
Serenade® 8,3 be -2 -0,5

Fonte: A autora (2024). Médias seguidas da mesma letra mintscula nos tratamentos e maiuscula quanto a
espécie, ndo diferem significativamente entre si pelo teste Tukey, ao nivel de 5% de significancia. ns — ndo
significativo de acordo com o teste F. O crescimento maximo médio da coldnia da testemunha de C. nymphaeae
foi de 2,5 cm, de C. siamense foi de 3,1 cm, e de C. viniferum foi de 2,6 cm.

FIGURA 2 —~ ASPECTOS MORFOLOGICOS DA COLONIA DE ISOLADOS DE Colletotrichum spp. APOS
CULTIVO PAREADO COM AGENTES DE CONTROLE BIOLOGICO

Controle Cl2 VA4L VB3B  PAIN Duravel Zigurat Serenade

C. nymphaeae Q i

C. siamense

C. viniferum

Fonte: A autora (2024).

3.1.4 Germinacao de conidios de Colletotrichum spp. apds contato com ABCs

Os agentes de controle biologico (ABCs) nao foram eficazes na inibicdo da
germinagdo de conidios de todas as trés espécies de Colletotrichum avaliadas (TABELA 7).
Somente os tratamentos com Serenade® e clorotalonil apresentaram efeito sobre C. nymphaeae

e C. siamense, respectivamente.
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No caso de C. siamense, a inibicdo da germinagdo pelo fungicida variou de 21,9 a
41,5%. Enquanto, Serenade® (B. subtilis) reduziu de 21,1 a 34,2% da germinagdo de conidios
de C. nymphaeae.

Efeitos consistentes dos ABCs sobre a germinacdo de C. viniferum nao foram

detectados entre as repetigdes experimentais.

TABELA 7 — INIBICAO (%) DA GERMINACAO DE CONIDIOS DE Colletotrichum spp. APOS 12 HORAS
EM CONTATO COM AGENTES DE CONTROLE BIOLOGICO

Experimento 1  Concentrac¢io C. nymphaeae C. siamense C. viniferum
C12 7,5x103 4,7 cdA 6,9 cA 1,4 bA
VA4L 8,3x10'"! 2,7 cdA 0,8 cdA 2,0 abA
VB5B 7,5x101° 0,8 dB -6,1 deB 11,1 aA
PAIN 8,5x10° 14,8 bA 5,4 cB 6,2 abB
Duravel® 1gL! 10,7 bcA 17,7 bA -1,4bB
Zigurat® 3mL.L"! 5,4 cdA 8,5 cA 6,2 abA
Serenade® 2mL.L"! 34,2 aA -9,9¢eC 3,5abB
Previnil® 50 pL.L! 1,3dB 41,5 aA 1,4B

Experimento 2  Concentracio C. nymphaeae C. siamense C. viniferum
C12 4,5x10° 4,1 beC 11,0 bB 28,8 aA
VA4L 9x10"! 2,7 beB 5,0 beB 28,1 aA
VB5B 6,4x10'° 4,1 beB -3,0 cC 11,6 bA
PAIN 7,4x10° 10,2 bA 5,8 bA 7,5 bcA
Duravel® 1gL! 2 bcB 13,1 bA -0,7 cB
Zigurat® 3mL.L"! 6,1 bcAB 12,4 bA 3,4 beB
Serenade® 2 mL.L"! 21,1 aA -3,0cB 0,0 cB
Previnil® 50 pL.L! -1,3¢cB 21,9 aA 3.4 bcB

Fonte: A autora (2024). Médias seguidas da mesma letra mindiscula nos tratamentos e maitscula quanto a
espécie, ndo diferem significativamente entre si pelo teste Tukey, ao nivel de 5% de significancia. A germinacédo
média da testemunha de C. nymphaeae foi de 98,7%, de C. siamense foi de 89,0%, e de C. viniferum foi de
97,0%.

3.1.5 Formagao de colonias de Colletotrichum spp. apos contato de conidios com ABCs

A viabilidade dos conidios ap6s o teste de germinagdo foi avaliada por meio da
capacidade desses conidios em formar colonias. As inibi¢cdes de 100% descritas na Tabela 8
indicam a incapacidade dos conidios em formar colOnias apds o contato com ABCs.

Todos os tratamentos influenciaram a formacgao de colonias em pelo menos um dos
experimentos para pelo menos uma das espécies de Colletotrichum spp., exceto o fungicida
clorotalonil que ndo inibiu completamente a formagao de colonias do patdgeno.

Duravel® (B. amyloliquefaciens) teve efeito notavel em todas as trés espécies de

Colletotrichum spp., inibindo completamente a formagdo de colonias fungicas. Além de
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Duravel®, os tratamentos C12 (B. alcalophilus), VB5B (Zygoascus meyerae), Zigurat® (B.
amyloliquefaciens) e Serenade® (B. subtilis) tiveram efeito inibitorio em C. siamense.
Serenade® também inibiu a formacao de colonias de C. nymphaeae.

Na segunda repeti¢do experimental, apos o tratamento com a bactéria C12, a inibi¢ao

da formagao de coldnias de todos os isolados de Colletotrichum spp. avaliados foi observada.

TABELA 8 — INIBICAO (%) DA FORMACAO DE COLONIAS DE Colletotrichum spp. APOS 12 HORAS
DE CONTATO DOS CONIDIOS COM AGENTES DE CONTROLE BIOLOGICO

Experimento 1 Concentracio C. nymphaeae C. siamense C. viniferum
Cl12 7,5x103 0,0 dC 100,0 aA 50,7 cB
VA4L 8,3x10"! 4,2 cdC 10,9 cB 100,0 aA
VBS5B 7,5x101° 5,8 cdB 100,0 aA 4,1 dB
PAIN 8,5x10° 50,0 bB 58,3 bB 68,7 bA
Duravel® 1gL! 100,0 aA 100,0 aA 100,0 aA
Zigurat® 3mL.L"! 11,9 cB 100,0 aA 10,1 dB
Serenade® 2mL.L! 100,0 aA 100,0 aA 9,2 dB
Previnil® 50 pL.L! 6,9 cdA 3,7dA 4,1 dA

Experimento 2 Concentracio C. nymphaeae C. siamense C. viniferum
Cl12 4,5x10° 100,0 aA 100,0 aA 100,0 aA
VA4L 9x10"! 7,3 dA 26,8 bA 14,0 cdA
VB5B 6,4x10'° 56,8 bB 100,0 aA 10,7 cdC
PAIN 7,4x10° 53,3bB 100,0 aA 53,3bB
Duravel® 1gL?! 100,0 aA 100,0 aA 100,0 aA
Zigurat® 3mL.L"! 35,2¢B 100,0 aA 23,4 cB
Serenade® 2mL.L"! 100,0 aA 100,0 aA 2,8dB
Previnil® 50 uL.L! 25,1 cdA 30,9 bA 18,2 cdA

Fonte: A autora (2024). Médias seguidas da mesma letra mintiscula nos tratamentos e maitscula quanto a
espécie, nao diferem significativamente entre si pelo teste Tukey, ao nivel de 5% de significancia. O crescimento
maximo médio da coldnia da testemunha de C. nymphaeae foi de 2,9 cm, de C. siamense foi de 3,8 cm e de C.
viniferum foi de 2,2 cm.

3.2 AGENTES BIOLOGICOS NO CONTROLE PREVENTIVO DE PODRIDAO DA UVA
MADURA

A 4rea abaixo da curva do progresso da incidéncia (AACPinc) de podriddo da uva
madura na cultivar ‘Thompson’ variou de acordo com a espécie de Colletotrichum inoculada
em ambos os experimentos (TABELA 9, FIGURA 3). A analise de sobrevivéncia que considera
o risco relativo para aparecimento de sintomas, apos tratamento preventivo e inoculagao dos

patdgenos, em relacdo a testemunha estd na Tabela 11.
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A menor AACPin. foi observada apos a inoculacao de C. siamense. Aos 12 dias, a
incidéncia média final na testemunha foi de 85% para C. nymphaeae, 37% para C. siamense, €
95% para C. viniferum. Todos os tratamentos testados reduziram a AACP i,c de podriddo da uva
madura, causada por C. nymphaeae e C. viniferum.

Analisando a doenca causada por C. nymphaeae, a AACP i da testemunha foi de
424,0, destacando-se os tratamentos VB5B (Zygoascus meyerae), PAIN (T. morbirosei), Mix
(composto pelos 3 endofiticos de bagas de uva), Serenade® (B. subtilis) e clorotalonil, que ndo
diferiram significativamente entre si, com AACPj,. variando de 150,0 a 244,8. Na analise de
sobrevivéncia, considerando o risco relativo para aparecimento de sintomas, além destes
tratamentos, Duravel® (B. amyloliquefaciens) também atrasou o aparecimento de sintomas
apos a inoculagdo de C. nymphaeae.

Considerando a espécie C. siamense, nas duas repeticdes experimentais, a testemunha
ndo apresentou PI dentro do periodo avaliado, pois a incidéncia foi inferior a 50%. Quanto a
AACPin,, VAAL (Clavispora asparagi), VB5B, Mix e clorotalonil apresentaram a menor
AACPin absoluta com variagao de 35,4 a 97,9, enquanto a AACPi,c da testemunha foi de 177,1,
contudo nao houve diferenca estatistica entre os tratamentos. Em relacao ao risco relativo para
aparecimento de sintomas, considerando as duas repeticdes experimentais, o atraso no
aparecimento de sintomas foi detectado apenas ap6s o tratamento com o isolado VB5B.

Ap6s a inoculagdo de C. viniferum, a maior AACPi,c foi encontrada na testemunha,
com 463,6. Para esta espécie, os tratamentos preventivos com PA1N, Mix e o clorotalonil foram
os mais eficazes na redu¢ao da doenca, nao diferindo entre si, com 96,9 a 194,8 de AACPinc.
Quanto a andlise de sobrevivéncia, além destes tratamentos, VB5B e Zigurat® (B.

amyloliquefaciens), também reduziram risco para o aparecimento dos sintomas da doenga.
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TABELA 9 — AREA ABAIXO DA CURVA DO PROGRESSO DA INCIDENCIA (AAPD;,.) DE PODRIDAO
DA UVA MADURA, CAUSADA POR Colletotrichum spp. APOS TRATAMENTO PREVENTIVO COM
AGENTES DE CONTROLE BIOLOGICO

Tratamento C. nymphaeae C. siamense C. viniferum
Testemunha 424,0 aA 120,8 nsB 463,6 aA
C12 353,1 bA 114,6 B 277,1 bA
VA4L 338,5 bA 78,1 B 349,0 bA
VB5B 212,5cB 51,0C 316,7 bA
PAIN 204,2 cA 111,5A 194,8 cA
Mix 164,6 cA 62,5 A 129,2 cA
Duravel® 280,2 bA 119.8B 306,3 bA
Zigurat® 335,4 bA 156,3 B 321,9 bA
Serenade® 2448 cB 84,4 C 334,4 bA
Previnil® 150,0 cA 62,5 A 96,9 cA

Fonte: A autora (2024). Médias seguidas da mesma letra mintscula nos tratamentos e maiuscula quanto a
espécie, ndo diferem significativamente entre si pelo teste Scott Knott, ao nivel de 5% de significancia. ns — ndo
significativo de acordo com o teste F.
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FIGURA 3 —-CURVA DO PROGRESSO DE INCIDENCIA DE PODRIDAO DA UVA MADURA, CAUSADA
POR TRES ESPECIES DE Colletotrichum APOS TRATAMENTO PREVENTIVO COM AGENTES DE

CONTROLE BIOLOGICO
Testemunha Duravel — Mix — Serenade —— VBSB ——
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Fonte: A autora (2024). Os graficos incluem as duas repeti¢cdes experimentais de cada espécie. A) C. nymphaeae;
B) C. siamense; C) C. viniferum.
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O periodo de incubagdo, quando 50% das bagas apresentaram sintomas da doenca apos

a inoculacao do patdgeno, estd disponivel na Tabela 10. Esta varidvel ¢ importante para estimar

tempo de prateleira que o fruto fica sem sintoma considerando infe¢cdes em pré ou pds-colheita.

O periodo de incubacdo nao determinado (ND) indica que a doenga ndo atingiu 50% dos frutos
avaliados dentro do periodo de avaliagao.

Para C. nymphaeae e C. viniferum, o periodo de incubacao nos frutos avaliados foi de 8

dias, enquanto alguns isolados endofiticos e também produtos comerciais atrasaram o

aparecimento de sintomas para até 12 dias. Para C. siamense, pouco efeito foi observado devido

a menor ocorréncia de doenga. Nao foi possivel determinar o periodo de incubacdo da doenca

causada por essa espécie.

TABELA 10 — PERIODO DE INCUBACAO (PI) DE PODRIDAO DA UVA MADURA, CAUSADA POR
TRES ESPECIES DE Colletotrichum APOS TRATAMENTO PREVENTIVO COM AGENTES DE

CONTROLE BIOLOGICO
Experimento 1 C. nymphaeae C. siamense C. viniferum
Testemunha 8 ND 8
C12 10 ND 10
VA4L 12 ND 12
VB5B 10 ND 10
PAIN 12 ND 10
Mix ND ND ND
Duravel® 12 12 10
Zigurat® 10 ND 8
Serenade® ND ND 10
Previnil® ND ND ND
Experimento 2 C. nymphaeae C. siamense C. viniferum
Testemunha 8 ND 8
C12 8 ND 8
VAA4L 8 ND 8
VB5B ND ND 12
PAIN ND ND ND
Mix ND ND ND
Duravel® ND ND 12
Zigurat® 10 ND 8
Serenade® 12 ND 8
Previnil® ND ND 12

Fonte: A autora (2024). O PI foi determinado quando 50% das bagas avaliadas apresentaram sintomas da
doenca. ND — ndo determinado até os 12 dias.
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TABELA 11 — ESTIMATIVA DE RISCO RELATIVO PARA A EXPRESSAO DE SINTOMAS DE
PODRIDAO DA UVA MADURA, CAUSADA POR TRES ESPECIES DE Colletotrichum, ESTIMADAS
PELO MODELO SEMI-PARAMETRICO DE COX, SEGUIDAS DOS INTERVALOS DE CONFIANCA DE
95%, APOS TRATAMENTO PREVENTIVO COM AGENTES DE CONTROLE BIOLOGICO.

Experimento 1 Experimento 2
Tratamento Risco IC 95% Risco IC 95%
relativo LI LS relativo LI LS

Testemunha - - - - - -
Prevenil® 0,37* 0,216 0,617 0,19* 0,111 0,326
o Cl12 0,78m 0,498 1,217 0,75 0,486 1,161
§ PAIN 0,41* 0,246 0,682 0,28* 0,168 0,460
= VA4L 0,41* 0,245 0,689 0,68 ™ 0,443 1,055
§ VB5B 0,38* 0,225 0,641 0,29%* 0,173 0,473
S Mix 0,33* 0,189 0,555 0,22* 0,127 0,369
Duravel® 0,58* 0,361 0,931 0,49%* 0,312 0,797
Zigurat® 0,86 0,552 1,343 0,61m™ 0,391 0,959
Serenade® 0,32* 0,184 0,543 0,45* 0,285 0,723

Testemunha - - - - - -
Prevenil® 0,13* 0,043 0,361 0,821 0,350 1,879
Cl12 0,69 0,375 1,273 0,81" 0,351 1,885
§ PAIN 0,79 0,438 1,442 1,09 0,495 2,379
§ VA4L 0,60 0,313 1,146 0,15* 0,033 0,663
'5 VB5B 0,37* 0,182 0,758 0,30%* 0,098 0,943
U Mix 0,37* 0,184 0,771 0,731 0,305 1,719
Duravel® 1,221 0,697 2,125 0,23* 0,064 0,801
Zigurat® 0,821 0,450 1,504 1,55m 0,740 3,247
Serenade® 0,79 0,432 1,445 0,31* 0,099 0,961

Testemunha - - - - - -
Prevenil® 0,04* 0,015 0,093 0,27%* 0,164 0,438
Cl12 0,25%* 0,153 0,405 0,65%* 0,409 0,987
§ PAIN 0,51* 0,332 0,784 0,13%* 0,071 0,238
;§ VA4L 0,41* 0,261 0,634 0,88 0,580 1,334
§ VB5B 0,62* 0,403 0,951 0,33* 0,206 0,541
@) Mix 0,24* 0,146 0,395 0,09%* 0,045 0,178
Duravel® 0,67" 0,440 1,031 0,38%* 0,237 0,598
Zigurat® 0,32* 0,199 0,515 0,62%* 0,399 0,956
Serenade® 0,42* 0,270 0,653 0,77 0,502 1,188

Fonte: A autora (2024). - Nao se aplica. LI e LS correspondem aos limites inferior e superior do intervalo de
confianga para o risco relativo. IC — Intervalo de confianga de 95%. ns — ndo significativo. Risco relativo
marcado com * foi significativo a, pelo menos, 5% de significancia.

No intuito de resumir os resultados encontrados e agrupar os efeitos dos agentes de
controle biologico de acordo com sua eficacia no controle tanto das estruturas infectivas de
cada uma das espécies de Colletotrichum spp. quanto no controle da podridao da uva madura
causada por essas espécies, foi realizada analise de componenetes principais dos resultados,
conforme Figura 4. Nesta andlise, apenas a média das duas repeticdes experimentais dos
isolados sensiveis foi considerada. Para a espécie C. nymphaeae, considerando todos os ensaios

realizados os destaques foram Serenade®, Duravel®, Mix, Previnil®, PAIN e VB5B, que
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formaram um clado. Quanto a C. siamense, Mix, VA4L, VB5B e Serenade® tiveram destaque.

Por fim, C. viniferum foi controlado melhor pelo Mix, Previnil® e PA1N.

FIGURA 4 - MAPA DE CALOR E DENDROGRAMA DE AGRUPAMENTO REPRESENTANDO AS
SEMELHANCAS RELATIVAS ENTRE NOVE TRATAMENTOS COM BASE EM SEIS VARIAVEIS
CONTINUAS EM ESCALA RELACIONADAS A INIBICAO DO PATOGENO.
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Fonte: A autora (2024). A altura representa a distancia euclidiana entre os grupos. O mapa de calor inclui uma
barra de gradiente no canto superior esquerdo, indicando valores variaveis apos a transformacao da pontuagio Z,
variando de cinza escuro (valores mais altos) a branco (valores mais baixos). As variaveis sdo: P — Inibi¢do (%)
do crescimento micelial em cultivo pareado; T — Inibi¢do do crescimento micelial apds contato com metabolitos

termoestaveis; V — Inibigdo do crescimento micelial apds contato com compostos volateis; G — Inibigdo da
germinacdo de conidios apds 12 horas em contato com antagonistas; F — Inibi¢do da formagdo de colonias para
verificar a viabilidade dos conidios ap6s contato com os agentes de controle biologico; e I — Redugdo da
Incidéncia (%), aos 12 dias apos inoculagdo de Colletotrichum spp., de podriddo da uva madura através do
tratamento preventivo de bagas de uva com agentes de controle biologico. O Mix foi testado apenas quanto a
influéncia sobre a doenga. Previnil® ndo foi testado nos testes de produgdo de compostos volateis e
termoestaveis.
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4 DISCUSSAO

Os agentes de controle bioldgico (ABCs) endofiticos de bagas de uva e os produtos
comerciais a base de Bacillus foram promissores no controle das estruturas infectivas de trés
espécies de Colletotrichum e alguns foram eficientes no controle da podridao da uva madura
em experimentos realizados com bagas da cv. ‘Thompson’. Este € o primeiro estudo que relata
a reducdo de podridao da uva madura pelas espécies antagonistas C. asparagi, Z. meyerae € T.
morbirosei. Observou-se variacdo de modos de acdo dos ABCs indicando potencial para uso
combinado dos agentes. O efeito dos ABCs variou entre as espécies de Colletotrichum
estudadas, comprovando a importancia de se conhecer espécies preponderantes numa area para
recomendacao de controle.

Dentre os produtos comerciais, Duravel® e Serenade® foram os tratamentos mais
eficazes na inibicdo do crescimento micelial de Colletotrichum spp. Serenade® produziu
metabolitos termoestaveis capazes de inibir o crescimento dos isolados patogénicos e Duravel®
afetou a viabilidade dos conidios, inibindo a formagdo de colonias dos patogenos. Os isolados
endofiticos de bagas de uva afetaram as estruturas infectivas de Colletotrichum com variagdes
de acordo com a espécie. Todos os tratamentos com ABCs reduziram a AACPi,. de podridao
da uva madura, causada pelas espécies C. nymphaeae e C. viniferum. O Mix de isolados
endofiticos (VA4L, VB5B e PAIN) foi equivalente ao fungicida clorotalonil no controle da
podridao da uva madura, sugerindo um efeito sinérgico entre os microrganismos envolvidos.

Os biologicos formulados tém a fun¢do principal de manter o ingrediente ativo vivo,
facilitando armazenamento, transporte, aplicacdo e prolongando o efeito residual, o que
aumenta a eficdcia do controle, pois além do ativo biologico existem ingredientes inertes
adicionados. Os ingredientes inertes podem aumentar a estabilidade dos agentes biologicos
(Teixido et al., 2022) o que daria uma vantagem na comparagdo entre produtos comerciais €
agentes prospectados. A formulagdo representa a etapa mais cara do processo de produgado,
podendo exceder 50% do custo final e, no geral, sdo segredos industriais, com informacdes
limitadas disponiveis (Monnerat et al., 2018). Por isso, ¢ esperado que produtos comerciais,
como Duravel® e Serenade® apresentem melhor controle em comparacio aos isolados sem
formulacdo. Os comerciais aqui testados sdo a base de Bacillus spp. € esse género ¢ reconhecido
mundialmente devido ao seu potencial de biocontrole. Um exemplo sdo as diferentes cepas de
Bacillus epifiticas isoladas de videira em diferentes pomares na india, que foram capazes de

reduzir o crescimento micelial de C. gloesporioides (Sawant et al., 2016). Outros autores
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mostraram que B. subtilis, isolado de casca de uva foi capaz de inibir a podridao da uva madura
e também a podridao cinzenta (Furuya et al., 2010).

Duravel® e Zigurat® sdo formulados com a mesma espécie — B. amyloliquefaciens,
mas cepas diferentes. Duravel® apresentou a maior inibi¢do quanto a inibi¢do do crescimento
micelial de Colletotrichum spp. De forma semelhante, diferentes cepas de Trichoderma
longibrachiatum tiveram diferentes percentagens de controle micelial para o patdgeno
Ceratocystis (Brito et al., 2020). Outro fato relevante observado foi a diferenga na inibicao do
crescimento micelial pelo Zigurat® entre a primeira e a segunda repeti¢do do experimento.
Uma possivel explicacdo para essa variacdo pode ser o armazenamento do produto em
temperatura ambiente, conforme recomendado pelo fabricante, o que pode ter influenciado sua
eficacia ao longo do tempo. O intervalo de quinze dias entre as repeti¢des experimentais pode
ter sido suficiente para alterar o efeito do produto. Para estudos futuros, recomenda-se realizar
a quantificacdo das unidades formadoras de colonias nos produtos testados, a fim de monitorar
sua viabilidade ao longo do tempo.

No cultivo pareado, os isolados endofiticos de bagas de uva, apesar de diferirem da
testemunha, apresentaram redu¢des menores que 50% no crescimento micelial do patdgeno.
Primeiramente, o método utilizado para avaliar o crescimento micelial ndo permite o contato
imediato entre ABC e patogeno, entdo ensaios considerando a incorporagdo desses
microrganismos biolégicos no meio de cultura podem ser interessantes para avaliar as
percentagens de inibi¢ao. Outro ponto, pode estar relacionado a concentragdo utilizada. Novos
estudos com concentragdes mais elevadas podem ser conduzidos para conferir se o potencial
inibitério serd superior. O estudo de maiores concentragdes para verificar o potencial de
Bacillus spp. sobre o crescimento micelial de C. acutatum foi sugerido em outra pesquisa
(Moreira et al., 2014). Nao foram encontrados estudos comparando antagonicos em varias
concentracgoes para espécies de Colletotrichum.

As interagdes antagonicas podem ocorrer de formas distintas. A antibiose e competi¢ao
sdo os mecanismos mais relatados nas interagdes entre antagonistas e fitopatogenos. Por
exemplo, cepas das leveduras Candida tropicalis YZ1, C. tropicalis YZ27 e Saccharomyces
cerevisiae YZ7 apresentaram alto potencial de inibicdo de C. musae, agente causal da
antracnose em banana, por meio da antibiose ¢ competi¢ao (Zhimo et al., 2017). Bactérias
endofiticas das espécies B. subtilis, B. velezensis, B. licheniformis, B. cereus € B. megaterium,
exibiram atividade antagdnica significativa contra C. gloeosporioides, inibindo o crescimento

micelial em pareamento de colonias produzindo volateis antifingicos (Haron et al., 2023).
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Neste estudo, Serenade® apresentou metabolitos termoestaveis que inibiram em mais
de 50% o crescimento micelial das espécies de Colletotrichum avaliadas. Metabolitos
termoestaveis produzidos por Serenade® ja haviam sido relatados no biocontrole de C.
acutatum da macieira (Moreira et al., 2014). Em contraste, nas condi¢des estudadas, os
endofiticos de bagas de uva ndo produziram metabdlitos termoestaveis e apresentaram
resultados pouco promissores em relagao a produgao de compostos volateis.

Em relacdo aos volateis, o melhor efeito foi com isolado PA1N, mas apenas contra C.
nymphaeae. Da mesma forma, o antagonista Staphylococcus sciuri foi citado produzindo
compostos volateis importantes para o biocontrole de C. nymphaeae, tanto in vitro quanto in
vivo (Alijani et al., 2019). Esses compostos podem induzir resisténcia sistémica a B. cinerea
em diversas espécies de plantas (Ongena et al., 2005; Ongena; Jacques, 2008; Wu et al., 2015)
e desempenham um papel significativo no controle de doencas no solo (Fernando ef al., 2005)
e na pos-colheita de frutos (Alijani et al., 2019). No entanto, devido a sua natureza volatil, o
efeito desses compostos no controle de doengas de parte aérea no campo pode ser limitado.
Portanto, ¢ crucial investigar formulagdes que possam preservar e potencializar a eficacia dos
compostos volateis em condigdes de campo.

A inibicdo da germinacdo de conidios ndo foi o principal mecanismo de agdo dos
biologicos e apenas Serenade® e clorotalonil tiveram efeito nos dois experimentos para C.
nymphaeae e C. siamense, respectivamente. Embora a maioria dos isolados ndo tenha mostrado
efeito na germinagdo de conidios, todos os tratamentos afetaram a viabilidade dos conidios,
inibindo a formagao de coldnias em pelo menos uma das espécies de Colletotrichum avaliadas,
destacando-se Duravel® que inibiu a formacdo de colonias de todos os isolados testados.
Fendmeno semelhante foi observado, onde, mesmo com altas porcentagens de germinacao de
conidios, o produto inibiu a formacao de colonias em 100% dos isolados de Colletotrichum spp.
associados a macieira (Petermann et al., 2022). Isto se deve provavelmente a sensibilidade do
tubo germinativo dos conidios de Collefotrichum aos antagonistas.

Os biologicos demonstraram percentagens de controle semelhantes ao fungicida
clorotalonil. Nas avaliacdes in vitro, utilizou-se a dose padrio de 50 pL.L"!', comumente
aplicada a fungicidas de contato. No entanto, o efeito inibitério sobre o crescimento micelial
foi baixo em todas as espécies analisadas apds o tratamento com clorotalonil. Para estudos
futuros, recomenda-se o uso de fungicidas que atuem diretamente sobre o crescimento micelial,
visando maior eficacia no controle. Em contraste, quanto a redu¢do de podridao da uva madura,

com dose recomendada na bula, o clorotalonil foi o tratamento que apresentou as menores
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AACPixc absolutas apds os ensaios, independentemente da espécie de Colletotrichum inoculada,
comprovando eficiéncia no controle da doenga.

C. siamense foi a espécie menos agressiva na cv. ‘Thompson’ em comparacao a C.
nymphaeae e a C. viniferum. Alguns autores afirmam que espécies do complexo C. acutatum
tém preferéncias pelos frutos, enquanto que as do complexo C. gloesporioides, preferem folhas,
podendo também infectar os frutos (Dowling et al., 2020). Outro ponto ¢ que existem isolados
de C. gloesporioides que preferem temperaturas mais altas, proximas aos 30 °C (Dowling et al.,
2020), enquanto que a temperatura de incubagdo utilizada no presente estudo foi de 25 °C.
Provavelmente, a dificuldade de perceber os efeitos dos ABCs sobre a podridao da uva madura
causada por C. siamense, foi devida a baixa incidéncia da doenga nas bagas.

Redugdes significativas na area abaixo da curva do progresso da doenga, causada por
C. nymphaeae e C. viniferum, foram observadas em todos os tratamentos com bioldgicos em
comparag¢do com a testemunha, indicando potencial para recomendagio, em especial do produto
Serenade® e do mix de antagonistas que ndo diferiram do padrdo com fungicida. O Mix,
composto por VA4L (Clavispora asparagi), VB5SB (Zygoascus meyerae) ¢ PAIN (T.
morbirosei) foi superior ao uso isolado de cada antagonista evidenciando efeito positivo entre
eles. A primeira hip6tese esta relacionada ao fato de que esses microrganismos atuam de formas
diferentes sobre o patogeno, com diferentes compostos antifungicos, resultando na reducdo da
doencga. Outra hipotese ¢ que eles competem entre si por espago, o que pode aumentar a
velocidade de colonizagdo da baga, protegendo-a mais rapidamente contra a infecgdo pelo
patogeno. Estudos microscopicos para compreender como ocorre a colonizagdo sao
interessantes para avaliar essa interagdo. O consorcio de diferentes microrganismos foi
considerado promissor no controle bioldgico de fitopatégenos, sendo capaz de controlar mais
de uma doenca em tomateiro (Minchev et al., 2021).

As diferentes espécies de Colletotrichum spp. podem resultar em variabilidade
significativa em termos de preferéncia por 6rgdos hospedeiros, agressividade, distribuigdo
geografica e sensibilidade a fungicidas (Dowling ef al., 2020). Apds a analise de agrupamento
para entender os efeitos dos agentes de controle biologico (ABCs) sobre todas as variaveis
avaliadas, foi observado que os ABCs mais eficazes para uma determinada espécie ndao foram
necessariamente os mais eficazes para outras. Nesse contexto, torna-se essencial conhecer as
espécies de Colletotrichum spp. predominantes na regido onde se deseja realizar o controle da
doenca. Devido a variabilidade nas respostas as medidas de controle, ¢ fundamental adapta-las
de acordo com as espécies prevalentes na area e com o clima da regido. Além disso, vale

ressaltar que os endofiticos ocupam um nicho ecoldgico Unico caracterizado por relagdes
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mutualisticas com seus hospedeiros. Esse nicho € crucial para a saude das plantas e oferece um
potencial significativo para aplicagdes biotecnologicas (Rabee et al., 2024). Como essas
relacdes sdo especificas, verificar o efeito em diferentes locais onde a uva é produzida ¢
necessario para viabilizar a produg@o de novos produtos.

Com essa pesquisa, foi possivel um maior entendimento das relagdes antagdnicas entre
os agentes de controle biologico e as espécies de Colletotrichum spp. prevalentes associadas a
videira no Brasil. Futuros estudos de formulacdes e concentragdes que assegurem a estabilidade
e a qualidade dos microrganismos endofiticos como controladores bioldgicos sdo
recomendados. O atraso no aparecimento de sintomas da podridao da uva madura, ocasionado
pelos ABCs pode ser importante para que o avango da doenga durante a comercializacao seja
mais lento, reduzindo os prejuizos da doenga. Recomenda-se na sequéncia estudar a viabilidade
do uso dos ABCs no campo em diferentes momentos de aplicagdo. As flores sdo os principais
orgaos que transferem a microbiota para os frutos (Olimi ef al., 2022), entdo, aplicagdo durante
a flora¢ao pode favorecer a colonizacdo dos antagonistas para o ambiente interno do fruto e
potencializar o controle da doenca em frutos durante a pré e pds-colheita, garantindo assim

sucesso desses microrganismos no manejo da podridao da uva madura.
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ANEXOS

I - ISOLADOS UTILIZADOS PARA ANALISE FILOGENETICA DE Colletotrichum acutatum.

Espécie Isolado ITS* TUB2* GAPDH*
Colletotrichum nymphaeae CBS 119294 JQ948205 JQ949856 JQ948535
Colletotrichum nymphaeae CBS 125973 JQ948232 JQ949883 JQ948562
Colletotrichum nymphaeae CBS 115408 JQ948212 JQ949863 JQ948542
Colletotrichum nymphaeae CBS 125961 MHS863842 JQ949900 JQ948579
Colletotrichum nymphaeae CBS 129945 MHS865694 JQ949852 JQ948531
Colletotrichum nymphaeae CBS 515787 NR 111736 JQ949848 JQ948527

Colletotrichum chrysanthemi ~ CBS 126518 MHS864141 JQ949922 JQY48601
Colletotrichum scovillei CBS 1265297  NR 111737 MH618321 JQ948597
Colletotrichum guajavae IMI 3508397 NR 111738 JQ949921 JQ948600

Colletotrichum cosmi CBS 853737 NR 111739 JQ949925 JQ948604
Colletotrichum walleri CBS 1254727 NR 111740 JQ949926 JQ948605
Colletotrichum brisbanense CBS 292677 NR 111746 JQ949942 JQ948621
Colletotrichum sloanei IMI 3642977 NR 111743 JQ949938 JQY948617
Colletotrichum chrysanthemi IMI 364540 JQ948273 JQ949924 JQ948603
Colletotrichum laticiphilum CBS 1129897  NR 111745 JQ949940 JQ948619

Colletotrichum indonesiense ~ CBS 1275517 NR_ 111744 JQ949939 JQ948618

Colletotrichum paxtonii IMI 1657537  NR 111742 JQ949936 JQ948615
Colletotrichum simmondsii CBS 1221227  NR 111741 JQ949927 JQ948606
Colletotrichum cf melonis CBS 134730 KC204997 KC205065 KC205031
Colletotrichum limetticola CBS 11414 NR 111733 JQ949844 JQ948523
Colletotrichum costaricense CBS 33075 NR 111731 JQ949831 JQ948510
Colletotrichum melonis CBS159 84T NR 111734 JQ949845 JQ948524
Colletotrichum melonis COL20 KC204986 KC205054 KC205020
Colletotrichum melonis LEMIDI18 11 MK209080 MK216323 MK216322
Colletotrichum tamarilloi CBS 1298147  NR 111732 JQ949835 JQY948514
Colletotrichum lupini CBS 109225 MHS862821 JQ949806 JQ948485
Colletotrichum cuscutae IMI 304802  NR 111735 JQ949846 JQ948525
Colletotrichum acutatum CBS 1129967  NR 144794 JQ005860 JQ948677
Colletotrichum fioriniae CBS 1285177  NR 111747 JQ949943 JQ948622
Colletotrichum acerbum CBS 1285307 NR 111754 JQ950110 JQ948790
Colletotrichum rhombiforme ~ CBS 1299537 ~ NR 111753 JQ950108 JQ948788
Colletotrichum kinghornii CBS 198357 NR_111751 JQ950105 JQ948785
Colletotrichum phormii CBS 118194T  NR 111750 JQ950097 JQ948777
Colletotrichum australe CBS 116478"  NR 111752 JQ950106 JQ948786
Colletotrichum salicis CBS 60794 JQ948460 JQY50111 JQ948791
Colletotrichum godetiae CBS 125972 JQ948416 JQ950067 JQ948747
Colletotrichum johnstonii CBS 1285327 NG 069988 JQ950095 JQ948775
Colletotrichum godetiae CBS 133447 NR 103691 JQ950053 JQ948733

Colletotrichum orchidophilum  CBS 632807 NR 111729 JQ949802 JQ948481
Colletotrichum pyricola CBS 1285317 NR 111749 JQ950096 JQ948776

C. pseudoacutatum** CBS 43677" NR 111756 JQY950131 JQ948811

*Numero de acesso no GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). **Isolado utilizado como outgroup.
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11 - INIBICAO (%) DO CRESCIMENTO MICELIAL DE Colletotrichum spp. APOS CULTIVO PAREADO
COM AGENTES DE CONTROLE BIOLOGICO
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11 - INIBICAO (%) DO CRESCIMENTO MICELIAL DE Colletotrichum spp. APOS CULTIVO EM MEIO

DE CULTURA CONTENDO METABOLITOS TERMOESTAVEIS DE AGENTES DE CONTROLE
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IV- INIBIGAO (%) DO CRESCIMENTO MICELIAL DE Colletotrichum spp. SOB A ACAO DE
COMPOSTOS VOLATEIS PRODUZIDOS POR AGENTES DE CONTROLE BIOLOGICO
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Fonte: A autora (2024). Médias seguidas da mesma letra mintscula nos tratamentos e maiuscula quanto a
espécie, nao diferem significativamente entre si pelo teste Tukey, ao nivel de 5% de significancia. Tratamentos
s0 diferiram significativamente apds contato com C. nymphaeae, por isso outras espécies ndo sao mostradas.



V — INIBICAO (%) DA GERMINACAO DE CONIDIOS DE Colletotrichum spp. APOS 12 HORAS EM
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VI - INIBICAO (%) DA FORMACAO DE COLONIAS DE Colletotrichum spp. APOS 12 HORAS DE
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VII - MAXIMO CRESCIMENTO DA COLONIA (cm) OU MAXIMA GERMINACAO DE CONIDIOS (%)
DE TRES ESPECIES DE Colletotrichum APOS TESTES in vitro.
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Fonte: A autora (2024). Os graficos representam a média das duas repetigdes experimentais.
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VIII - AREA ABAIXO DA CURVA DO PROGRESSO DE INCIDENCIA DE PODRIDAO DA UVA
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MADURA, CAUSADA POR TRES ESPECIES DE Colletotrichum APOS TRATAMENTO PREVENTIVO

COM AGENTES DE CONTROLE BIOLOGICO
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Fonte: A autora (2024). Os graficos incluem as duas repeti¢cdes experimentais de cada espécie. Médias seguidas
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pelo teste Scott Knott, ao nivel de 5% de significancia.



IX - ESTIMATIVA DAS CURVAS DE KAPLAN-MEIER PELA ANALISE DE SOBREVIVENCIA,
DESCREVENDO A PROBABILIDADE AO LONGO DO TEMPO DA BAGA SE MANTER SEM A

108

OCORRENCIA DOS SINTOMAS DE PODRIDAO DA UVA MADURA APOS INOCULACAO DE (A) E (B)

C. nymphaeae, 1* E 2* REPETICAO EXPERIMENTAL; DE (C) E (D) C. siamense 1* e 2* repeti¢io
experimental; E DE (E) E (F) C. viniferum, 1* E 2* REPETICAO EXPERIMENTAL, NA CULTIVAR

‘“THOMPSON’ APOS DIFERENTES TRATAMENTOS COM AGENTES DE CONTROLE BIOLOGICO.
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Fonte: A autora (2024).




