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RESUMO 

 

A viticultura brasileira vem se expandindo para diferentes regiões e destacando-se no cenário 

econômico nacional. Apesar dos significativos avanços ocorridos nos últimos anos, a cultura 

tem sofrido sérios problemas com a redução da produtividade, declínio e morte precoce de 

videiras. Muitos são os fatores envolvidos no declínio da videira incluindo o manejo do solo e 

da cultura, estresses abióticos, ocorrência de pragas, doenças virais e fúngicas. Nesse contexto, 

os fungos fitopatogênicos são considerados os principais responsáveis pelos danos ocasionados 

à cultura e pela necessidade de reconversão de vinhedos. Sendo assim, torna-se essencial a 

utilização de mudas com qualidade agronômica, fisiológica e fitossanitária. Contudo, mudas 

sadias podem ser reinfectadas quando submetidas a condições ambientais adversas, tais como 

solos contaminados com fitopatógenos. O presente estudo teve como objetivo avaliar o 

potencial de Bacillus sp. linhagem F62 no biocontrole in vitro e in vivo de Fusarium sp. e 

“Cylindrocarpon” sp., visto que ambos são causadores de sérias doenças na videira e têm sido 

objeto de estudos em diferentes regiões vitivinícolas no mundo, com destaque para 

“Cylindrocarpon” sp., causador do pé-preto na videira. Os ensaios in vitro consistiram na 

avaliação do antagonismo por compostos voláteis e compostos difusíveis (cultivo pareado), 

bem como, na avaliação da inibição da germinação de conídios. Os ensaios in vivo foram 

realizados em estacas e em mudas micropropagadas dos porta-enxertos de videira Paulsen 1103 

e SO4, em casa de vegetação. No ensaio de cultivo pareado, a bactéria inibiu o crescimento 

micelial de cinco isolados de “Cylindrocarpon” sp., variando de 61,09% a 69,98% e de quatro 

isolados de Fusarium sp. variando de 35,35% a 63,62%. No ensaio de antagonismo por 

compostos voláteis não houve diferença significativa em relação ao controle para ambos os 

fitopatógenos. Em relação à germinação de conídios, verificou-se que tanto a suspensão 

bacteriana quanto o filtrado da cultura foram eficazes na inibição da germinação de esporos 

fúngicos. No experimento in vivo em estacas de Paulsen 1103, diferentemente das estacas de 

SO4, não foi verificada diferença estatisticamente significativa na promoção do crescimento 

em relação ao controle. No entanto, Bacillus sp. F62 reduziu o percentual de reisolamento de 

“Cylindrocarpon” sp. para 27,9% em SO4 e 10,3% em Paulsen 1103, em relação ao controle. 

O tratamento preventivo com Bacillus sp. F62 reduziu, ainda, o reisolamento de Fusarium sp. 

para 17,6% em SO4. Em mudas micropropagadas de ambos os porta-enxertos tratadas com 

suspensão de Bacillus sp. F62 foi verificado maior vigor e melhor desenvolvimento vegetativo 

em relação ao controle. A rizobactéria reduziu o percentual de reisolamento de Fusarium sp. 

em 52,4% em mudas micropropagadas de SO4. Além disso, Bacillus sp. F62 reduziu o 

percentual de reisolamento de “Cylindrocarpon” sp. em 36,0%, em mudas micropropagadas 

de SO4 e Paulsen 1103. Conclui-se que Bacillus sp. F62 foi eficaz no biocontrole in vitro e in 

vivo de Fusarium sp. e “Cylindrocarpon” sp., além de estimular o crescimento e o 

desenvolvimento de mudas micropropagadas de ambos os porta-enxertos de videira avaliados 

neste estudo. 

 

Palavras-chave: Fusarium sp., Bacillus sp., “Cylindrocarpon” sp., biocontrole, promoção de 

crescimento de plantas 
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ABSTRACT 

 

The Brazilian viticulture has been expanding to different regions and standing out in the 

national economy. Despite significant advances in recent years, the culture has suffered serious 

problems with reduced productivity, decline and young death of vines. Many factors are 

involved in the grapevine decline including soil and crop management, abiotic stresses, pests, 

viral and fungal diseases. In this context, phytopathogenic fungi are considered the main 

responsible for damage to the crop and for the need to replant vineyards. Therefore, the use of 

propagative material with agronomic, physiological and phytosanitary quality is essential. 

However, healthy plant material may be reinfected when subjected to adverse environmental 

conditions, such as soils contaminated with phytopathogens. The present study aimed to 

evaluate the potential of Bacillus sp. strain F62 in the in vitro and in vivo biocontrol of Fusarium 

sp. and “Cylindrocarpon” sp. These phytopathogens cause serious diseases on grapevine and 

have been the subject of studies in many wine regions in the world, especially 

“Cylindrocarpon” sp., which causes black-foot on grapevine. In vitro experiments consisted of 

the evaluation of the antagonism by volatile and diffusible compounds (paired culture), as well 

as, the evaluation of the inhibition of conidial germination. In vivo experiments were performed 

on cuttings and on micropropagated grapevine rootstocks 1103P and SO4, under greenhouse 

conditions. In the paired culture assay, the bacterium inhibited the mycelial growth of five 

isolates of “Cylindrocarpon” sp., ranging from 61.09% a 69.98% and four isolates of Fusarium 

sp., ranging from 35.35% to 63.62%. In antagonism assay by volatile compounds there was no 

significant difference in relation to the control for both phytopathogens. Regarding the 

germination of conidia, it was verified that the bacterial suspension and the filtrate metabolites 

were effective in inhibiting the germination of fungal spores. In the in vivo experiment in 

cuttings of 1103P, unlike the cuttings of SO4, no statistically significant difference in growth 

promotion was verified in relation to the control. However, Bacillus sp. F62 reduced the 

percentage of re-isolation of “Cylindrocarpon” sp. to 27.9% in SO4 and 10.3% in 1103P, in 

relation to the control. Preventive treatment with Bacillus sp. F62 also reduced the percentage 

of re-isolation of Fusarium sp. to 17.6% in SO4. Micropropagated rootstocks treated with 

Bacillus sp. F62 was found to have greater vigor and better vegetative development compared 

to control. The rhizobacteria reduced the incidence of Fusarium sp. in 52.4% in 

micropropagated rootstock SO4. In addition, Bacillus sp. reduced the incidence of 

“Cylindrocarpon” sp. in 36.0% on micropropagated plants of SO4 and Paulsen 1103. In 

summary, Bacillus sp. F62 was effective in the in vitro and in vivo biocontrol of Fusarium sp. 

and “Cylindrocarpon” sp. and also stimulated the growth and development of micropropagated 

plants of both grapevine rootstocks evaluated in this study. 

 

 

Keywords: Fusarium sp., Bacillus sp., “Cylindrocarpon” sp., biocontrol, plant growth 

promotion 
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1.  INTRODUÇÃO 

 

A vitivinicultura brasileira vem crescendo em importância econômica e comercial e 

devido a isso tem se expandindo para diferentes regiões do país. Desde regiões vitivinícolas 

tradicionais como os Estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Paraná, até em regiões de 

clima tropical como Submédio do Vale do Rio São Francisco, Norte do Paraná, Noroeste de 

São Paulo, Norte de Minas Gerais e região Centro Oeste. Além disso, a produção de uvas no 

Brasil vem crescendo devido à diversificação das variedades cultivadas, sendo o Rio Grande 

do Sul principal estado produtor de uvas. 

Nesse cenário, a Serra Gaúcha, localizada no estado do Rio Grande do Sul, é a principal 

região produtora de uvas e vinhos do Brasil. No entanto, o clima dessa região é caracterizado 

pelo alto índice pluviométrico e pela elevada umidade relativa do ar; condições essas, que 

favorecem o desenvolvimento de fitopatógenos. 

As pragas e as doenças constituem os maiores obstáculos à expansão vitícola, afetando 

tanto a quantidade como a qualidade do produto final, sendo consideradas limitantes ao 

desenvolvimento da atividade. Somado a isso, a cultura vem sofrendo com a baixa qualidade 

do material vegetal destinado à implantação de vinhedos. Assim, a produção de mudas de 

qualidade é considerada uma prática estratégica, visto que a implantação de novos vinhedos ou 

a reconversão da matriz produtiva somente é plena são utilizadas mudas agregadas com 

inovações tecnológicas. A obtenção de mudas isentas dos principais fitopatógenos com 

características agronômicas e morfológicas adequadas é condição essencial para a viabilidade 

econômica e para a competitividade frente aos concorrentes externos, garantindo a expansão e 

o fortalecimento da cultura. 

No entanto, o emprego de mudas de qualidade e isentas das principais doenças de 

importância comercial não é suficiente para garantir o estabelecimento de um vinhedo, visto 

que muitas vezes o solo abriga fitopatógenos causadores de doenças de raízes e tronco, sendo 

esses os principais agentes causadores do declínio e da morte precoce de plantas. Devido à 

complexidade desses agroecossistemas, deve-se priorizar o controle integrado de pragas e 

doenças, ou seja, medidas baseadas no uso racional de defensivos químicos entre outras 

estratégias. O manejo integrado de pragas e doenças possibilita a obtenção de produtos seguros, 

com alta qualidade, rastreabilidade e com o menor impacto ambiental possível. 

Além disso, muitas das doenças causadas por fitopatógenos são ocasionadas pela 

redução na biodiversidade de organismos benéficos existentes no ambiente. Isso ocorre devido 

às práticas empregadas na agricultura convencional, como a aplicação inadequada ou uso de 
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defensivos químicos não seletivos. Por outro lado, muitos fungos que afetam as raízes e o tronco 

da videira não possuem controle químico efetivo. Assim, o emprego de mudas sadias associadas 

à inoculação de agentes de controle biológico, de forma preventiva, representa uma alternativa 

de controle de fitopatógenos. O controle biológico é uma importante ferramenta para o manejo 

de doenças fúngicas. Esse tipo de controle pode ser obtido pela manipulação do ambiente, de 

forma a favorecer a população dos micro-organismos benéficos presentes, ou pela introdução 

massal de antagonistas previamente selecionados.  

Considerando o exposto, o presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade 

antifúngica da rizobactéria Bacillus sp. linhagem F62 sobre o crescimento micelial e a 

germinação de conídios fúngicos e no biocontrole e prevenção in vivo de “Cylindrocarpon” sp. 

e Fusarium sp. em porta-enxertos de videira. 

A presente dissertação está subdividida em cinco partes. Inicialmente é apresentada uma 

revisão bibliográfica sobre a videira e seus principais porta-enxertos, um panorama geral sobre 

o declínio de vinhedos, doenças fúngicas envolvidas, bem como estratégias para obtenção de 

material vegetativo sadio e de qualidade. Em seguida, são descritos os objetivos gerais e 

específicos que motivaram o presente estudo. Posteriormente, são apresentados dois capítulos 

que representam dois artigos científicos a serem submetidos à publicação. No Capítulo1, 

intitulado “Biocontrole de “Cylindrocarpon” sp. em porta-enxertos de videira empregando 

Bacillus sp. F62” é abordada a ação bacteriana no biocontrole in vitro e in vivo de 

“Cylindrocarpon” sp., em estacas e mudas micropropagadas de dois porta-enxertos da videira: 

Paulsen 1103 e SO4. No Capítulo 2, intitulado “Bacillus sp. F62 no biocontrole de Fusarium 

sp. e na promoção do crescimento do porta-enxerto de videira SO4” é avaliado o potencial da 

bactéria Bacillus sp. F62 no controle biológico de Fusarium sp. apenas no porta-enxerto de 

videira sensível SO4. Finalmente, é realizada uma discussão geral dos resultados sobre o 

biocontrole da fusariose e do pé-preto e na promoção do crescimento de estacas e mudas 

micropropagadas em dois porta-enxertos da videira que conduziram às conclusões e 

perspectivas futuras referentes ao tema. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 VIDEIRA E PORTA-ENXERTOS 

 

O gênero Vitis é o mais importante da família Vitaceae, sendo constituído por 40 a 60 

espécies na Ásia, aproximadamente 25 espécies na América do Norte (dentre as quais, destaca-

se Vitis labrusca) e uma única espécie na Europa (Vitis vinifera). Essa última é a principal 

espécie de videira cultivada no mundo; enquanto as demais espécies são usadas em cruzamentos 

para obtenção de porta-enxertos e como fonte de resistência. Estima-se a existência de 

aproximadamente 6.000 cultivares de V. vinifera (Alleweldt & Dettweiler, 1994), das quais 

menos de 400 possuem importância comercial (Galet, 2000). 

No Brasil, as videiras americanas foram base para o desenvolvimento da viticultura, 

com destaque para as cultivares Isabel e Bordô destinadas à elaboração de vinhos de mesa e 

Niágara destinada ao consumo in natura. O cultivo de videiras europeias visando à elaboração 

de vinhos finos e espumantes é menos expressivo e baseia-se na utilização de cultivares como 

Chardonnay, Moscato, Merlot, Cabernet Sauvignon e Cabernet Franc (Mello, 2016).  

A vitivinicultura é uma atividade com significativa importância socioeconômica, 

abrangendo regiões de clima temperado e subtropical como Serra Gaúcha e Campanha, no Rio 

Grande do Sul; região do Vale do Rio do Peixe, em Santa Catarina e norte do Paraná. 

Atualmente, a videira encontra-se adaptada às mais diversas condições edafoclimáticas 

existentes no país e, a viticultura tem se expandido para regiões de clima tropical como o 

Sudeste de São Paulo, o Sul de Minas Gerais e o Vale do Submédio do São Francisco, na região 

Nordeste (Protas, 2009) (Figura 1).  

No ano de 2015 foram produzidas 1.499.353 toneladas de uvas no Brasil, com destaque 

para o Estado do Rio Grande do Sul que foi responsável por 57% desse total (Mello, 2016). A 

Serra Gaúcha é a principal região produtora de uvas desse estado e caracteriza-se pelo cultivo 

em pequenas propriedades, com média de 15 ha de área total, reduzido uso de mecanização 

devido à topografia acidentada e predomínio da mão de obra familiar (Lazzarotto et al., 2016). 
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Figura 1. Áreas vitivinícolas no Brasil. 

Fonte: Embrapa/Ibravin. 

 

Atualmente, a videira é cultivada mediante o uso de porta-enxertos. Essa prática foi 

adotada como forma de defesa contra a filoxera, praga limitante ao desenvolvimento de 

cultivares de V. vinifera. A filoxera (Daktulosphaira vitifoliae Fitch, 1854) pode atacar a parte 

aérea ou as raízes da videira, contudo, os maiores prejuízos são observados quando o inseto se 

desenvolve em raízes da espécie V. vinifera cultivadas em pé-franco (Ollat et al., 2016). Além 

disso, o local de ataque serve como porta de entrada para fungos de solo causadores de 

podridões de raízes, podendo culminar com a morte da planta (Botton et al., 2004). 

O uso de porta-enxertos possibilita melhor adaptação ao solo, resistência a fungos, 

nematoides, pragas e estresses abióticos; bem como, a obtenção de vigor adequado à cultura 

(Camargo, 2006; Tandonnet et al., 2010). A resistência dos porta-enxertos a doenças e pragas 

é atribuída à rápida lignificação e à grande quantidade de tanino em tecidos corticais e vasos 

medulares (Ollat et al., 2016). No mundo, existem aproximadamente oitenta porta-enxertos que 

podem ser empregados no cultivo da videira. A maior parte deles foi obtido das espécies V. 

riparia, V. rupestris e V. berlandieri, na segunda metade do século XIX, durante o auge na 

infestação por filoxera na Europa (Ollat et al., 2016). Desse total, apenas dois não são híbridos: 

Riparia Gloire de Montpellier (V. riparia) e Rupestris du Lot ou St. Georges (V. rupestris). 
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A seguir, na Tabela 1, podem ser visualizadas as principais espécies de videira 

empregadas em cruzamentos para obtenção de porta-enxertos e suas respectivas características. 

 

Tabela 1. Principais características das espécies pertencentes ao gênero Vitis mais usadas para 

o desenvolvimento de porta-enxertos. 

 

Características Vitis rupestris Vitis riparia Vitis berlandieri 

Precocidade Média a tardia Muito precoce 

 

Tardia 

Vigor Alto a muito alto Baixo a médio 

 

Alto 

Resistência à seca 

 

Média Baixa Alta 

Resistência à salinidade Média Muito baixa Média 

 

Resistência à filoxera 

 

Alta Alta Muito alta 

Resistência a nematoides 

 

Variável Variável Sensível 

Enxertia Muito boa Muito boa Ruim 

Fonte: adaptado de Ollat et al. (2016). 

 

Apesar da grande variedade de porta-enxertos existente, apenas alguns são amplamente 

empregados a nível mundial: os membros da família Berlandieri-Riparia (SO4, 5BB) e da 

família Berlandieri-Rupestris (110R, Paulsen 1103 e 140Ru) (Ollat et al., 2016). Dentre esses, 

a família Riparia-Rupestris caracteriza-se pela alta resistência à filoxera, bom enraizamento, 

vigor variando de baixo a médio. Além disso, esses porta-enxertos são adequados para solos 

férteis, possibilitando a obtenção de frutos de alta qualidade. A família Riparia-Berlandieri é 

altamente resistente à filoxera, apresenta média tolerância à seca, vigor de médio a alto e 

variável capacidade de enraizamento e pegamento de enxertia. Finalmente, a família Rupestris-

Berlandieri destaca-se pela alta tolerância à seca, baixo enraizamento e pelo grande vigor 

conferido à copa (Ollat et al., 2016). 

Atualmente, um grande um número de porta-enxertos encontra-se disponível aos 

produtores, porém cada um deles apresenta vantagens e desvantagens. Os dois principais porta-

enxertos empregados no Rio Grande do Sul serão descritos a seguir. 
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2.1.1 Porta-enxerto Paulsen 1103 

 

Paulsen 1103 é resultante do cruzamento V. berlandieri x V. rupestris, conhecido 

popularmente como piopa ou piopeta. Esse porta-enxerto é bastante vigoroso, enraíza 

facilmente, apresenta boa pega de enxertia e afinidade com diversas cultivares de copa. Paulsen 

1103 é um dos porta-enxertos mais empregados em regiões vitícolas do Sul do Brasil (Camargo 

et al., 2011). 

Suas principais características ampelográficas são ramos vermelhos, com extremidades 

bronzeadas, assim como suas folhas jovens; as folhas são inteiras, mais largas que compridas, 

reniformes, com limbo verde-claro, liso, pubescente na face inferior, com seio peciolar em “V” 

bem aberto (Camargo & Dias, 1986) (Figura 2). 

 

Figura 2. Características morfológicas das folhas e ramos jovens do porta-enxerto Paulsen 1103. 

Fonte: Banco de imagens da Embrapa Uva e Vinho (Lucas Sinigaglia). 

 

Paulsen 1103 caracteriza-se, ainda, pela baixa resistência à antracnose e nematoides; 

alta resistência ao míldio, fusariose e filoxera na forma radícola (Camargo & Dias, 1986). Ele 

apresenta raiz pivotante e tem boa adaptação a solos argilosos e compactos, com fertilidade de 

baixa à média. Esse porta-enxerto é utilizado principalmente em associação com cultivares 

americanas e híbridas (Camargo, 2006). 
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2.1.2 Porta-enxerto SO4 

 

Porta-enxerto resultante do cruzamento V. berlandieri x V. riparia e introduzido no 

Brasil na década de 70. Caracteriza-se pelo médio vigor, pela resistência à seca e aos solos com 

alto teor de alumínio, bom pegamento e rápido desenvolvimento (Silva, 2008).  

As principais características ampelográficas desse porta-enxerto são ramos vermelhos, 

pubescentes sobre os nós, com extremidades lanosas e esbranquiçadas e com bordos rosados; 

folhas inteiras, com limbo plano, pubescente na face inferior, seio peciolar em “U”; 

inflorescências grandes (Camargo & Dias, 1986) (Figura 3). 

Apresenta sensibilidade à fusariose e ao dessecamento da ráquis, em virtude do 

desequilíbrio nutricional ocasionado pelo balanço inadequado entre potássio, cálcio e magnésio 

(Camargo, 2006; Riaz et al., 2007; Camargo et al., 2011). Esse porta-enxerto é muito utilizado 

na Campanha Gaúcha, sendo recomendado para produção de uvas finas destinadas à vinificação 

(Mello, 2016). 

 

Figura 3. Características morfológicas das folhas e ramos jovens do porta-enxerto SO4. 

Fonte: Lucas Sinigaglia. 
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2.2 DECLÍNIO E MORTE DA VIDEIRA 

 

O declínio e morte precoce de videiras vêm crescendo com a expansão da viticultura 

mundial, causando perdas econômicas e comprometendo a produção vitícola (Gramaje & 

Armengol, 2011). O declínio da videira é uma síndrome, sem etiologia definida que ocasiona o 

definhamento e a baixa performance dos vinhedos. No Brasil, esse problema também tem sido 

relatado causando debilitação progressiva e morte de plantas (Garrido et al., 2004a; Sônego & 

Garrido, 2007; Almança et al., 2013). Dentre os fatores envolvidos nessa síndrome destacam-

se estresses abióticos ocasionados durante o manejo e a implantação dos vinhedos, desequilíbrio 

nutricional, fitotoxicidade por cobre e defensivos, danos ocasionados por condições ambientais 

adversas entre outros (Menezes-Netto et al., 2016). 

 Em face disso, os fungos de solo causadores de doenças de raízes e tronco são 

considerados os principais responsáveis pelo declínio da videira (Waite et al., 2015; Armengol 

& Gramaje, 2016). Esses fitopatógenos proliferam-se intensamente em solos ácidos, com alta 

umidade e situações em que as videiras se encontram debilitadas. Além disso, nematoides e 

insetos, como a filoxera e a pérola-da-terra, facilitam o processo infeccioso de fitopatógenos 

por atacarem o sistema radicular, gerando lesões teciduais (Menezes-Netto et al., 2016). 

Em um estudo realizado na Serra Gaúcha, no estado do Rio Grande do Sul, Garrido et 

al. (2004a) verificaram alta incidência dos fungos Cylindrocarpon sp., Phaeoacremonium sp., 

Verticillium sp., Botryosphaeria sp., Fusarium oxysporum f. sp. herbemontis, Graphium sp. e 

Cylindrocladium sp. em cultivares americanas de videira. Além disso, os autores detectaram 

altos percentuais de diversos fungos em porta-enxertos de videira: em Paulsen 1103, o 

percentual de reisolamento de Cylindrocarpon sp. foi de 33,3 % e de 50,0% de Verticillium sp.; 

em 101-14, foi reisolado Cylindrocarpon sp. em 100% dos porta-enxertos avaliados, assim 

como, em SO4 no qual foi verificada a incidência de F. oxysporum f. sp. herbemontis na 

totalidade dos porta-enxertos testados.  

A presença de fitopatógenos no material vegetativo representa a principal causa da baixa 

produtividade e da morte de plantas em vinhedos jovens. O emprego de material vegetativo 

infectado propicia a disseminação de doenças, assim, caso as videiras consigam se estabelecer, 

elas apresentarão sintomas de declínio antes de atingirem a maturidade (Waite, 2010). Em 

virtude disso, muitos vinhedos precisam ser substituídos entre cinco a dez anos após sua 

implantação (Smart et al., 2012). Dessa forma, é fundamental garantir que os matrizeiros, fonte 

de material propagativo, estejam livres de agentes fitopatogênicos, visto que plantas 

assintomáticas podem estar contaminadas com fitopatógenos em latência, os quais podem se 
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manifestar caso a videira seja submetida a condições de estresse, como déficit hídrico ou 

deficiências nutricionais (Aroca et al., 2010). 

Além do material propagativo infectado, o solo também atua como fonte de patógenos, 

visto que diferentes espécies de fungos são habitantes naturais ou podem permanecer associadas 

às raízes de plantas. A produção de estruturas de resistência, como clamidósporos, possibilita 

que fungos fitopatogênicos sobrevivam por longos períodos no solo (Halleen et al., 2007; 

Gramaje & Armengol, 2011). Dessa forma, mesmo que o material propagativo não apresente 

problemas fitossanitários, os patógenos presentes no solo podem infectar as mudas através de 

lesões geradas em estacas ou raízes (Oliveira et al., 2004; Halleen et al., 2007). 

A seguir serão abordados aspectos relevantes sobre a fusariose e o pé-preto na videira. 

 

2.2.1 Pé-preto 

 

O pé-preto é uma doença fúngica que afeta principalmente viveiros e vinhedos jovens, 

em diversas regiões produtoras no mundo (Halleen et al., 2006), tendo sido detectada na 

Califórnia (Scheck et al., 1998), Itália (Sidoti et al., 2000), Portugal (Rego et al., 2001), França 

(Larignon, 1998), Argentina (Gatica et al., 2001), Austrália (Edwards et al., 2001), Grécia 

(Rumbos & Rumbou, 2001), África do Sul (Halleen et al., 2003) e Espanha (Alaniz et al., 

2007). No Brasil, essa doença foi detectada pela primeira vez na Serra Gaúcha, em 1999, em 

vinhedos de Vitis labrusca (Garrido & Sônego, 2003) e o agente causal foi identificado 

Cylindrocarpon destructans (Zinnsm.) Scholten.   

Essa doença tem sido historicamente atribuída a um único agente causal, cujo nome 

genérico Cylindrocarpon Wollenweber foi introduzido em 1913, para anamorfos pertencentes 

à seção Nectria Willkommiotes Wollenw. Em 1917, esse conceito foi expandido para incluir 

espécies formadoras de clamidósporos em cultura, sendo C. destructans o mais importante 

membro desse grupo (Agustí-Brisach & Armengol, 2013). Posteriormente, estudos conduzidos 

por Halleen et al. (2004) descreveram um novo gênero Campylocarpon Halleen, Schroers & 

Crous, o qual é morfologicamente semelhante ao gênero Cylindrocarpon. 

 Nas últimas décadas, estudos moleculares têm auxiliado na caracterização e 

classificação de diferentes agentes causadores do pé-preto na videira. A espécie Cylindrocarpon 

obtusisporum (Cooke & Harkn.) Wollenw. isolada na Itália (Grasso & Magnano Di San Lio, 

1975; Scheck et al., 1998) foi reclassificada como C. macrodidymum Schroers, Halleen & 

Crous (Halleen et al., 2004). Posteriormente, Halleen et al. (2006) verificaram que isolados de 

diferentes países previamente identificados como C. destructans apresentavam identidade 
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morfológica e molecular com C. liriodendri J. D. MacDon & E. E. Butler (Petit & Gluber, 2007; 

Alaniz et al., 2007; Whitelaw-Weckert et al., 2007). 

Os principais agentes causadores do pé-preto são Cylindrocarpon destructans, C. 

macrodidymum, C. obtusisporum, C. pauciseptatum, “Cylindrocarpon” sp., Neonectria sp., 

Dactylonectria sp., Campylocarpon fasciculare e Campylocarpon pseudofasciculare (Cabral et 

al., 2012; Lombard et al., 2012; Agustí-Brisach & Armengol, 2013). Recentemente, o gênero 

Cylindrocladiella Boesew., que é morfologicamente similar ao Cylindrocarpon, foi associado 

ao pé-preto na videira (Jones et al., 2012; Agústi-Brisach & Armengol, 2013). 

A seguir, na Figura 4 e na Tabela 2, são apresentados alguns aspectos morfológicos das 

colônias e conídios das principais espécies causadoras do pé-preto na videira. 

 

 

 

Figura 4. Colônias de fungos causadores do pé-preto em meio de cultura BDA (batata-dextrose-ágar). A) 

Cylindrocarpon destructans; B) C. pauciseptatum; C) C. obtusisporum; D) “Cylindrocarpon” alcacerensis; E) I. 

liriodendri; F) I. novozelandica; G) I. macrodidyma; H) I. torresensis; I) Campylocarpon fasciculare; J) Campyl. 

pseudofasciculare; K) Cylindrocladiella parva; L) Cyl. peruviana. 

Fonte: Agustí-Brisach & Armengol (2013). 
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Tabela 2. Resumo dos aspectos morfológicos distintivos dos principais gêneros associados com 

o pé-preto na videira. 

 

Características Cylindrocarpon/Ilyonectria Campylocarpon Cylindrocladiella 

Conidióforos Comprimento de 40-160 µm, 

geralmente simples, não 

ramificados ou esparsamente 

ramificados, irregular ou 

verticiladamente ramificados, 

com fiálides cilíndricas 

 

Parecem se formar 

lateralmente de hifas 

únicas ou fasciculadas, 

individualmente ou em 

agregados 

Hialinos, únicos, 

subverticilado, com 

ramificações primárias e 

secundárias 

Microconídios Abundantes, elipsoidais a 

ovoides, hialinos, 0-1 septo, 

com hilo lateral ou basal 

Ausentes Cilíndricos, extremidades 

arredondadas, retos, 

hialinos, 0-1 septo, uma 

das extremidades pode se 

tornar inchada com o 

decorrer do tempo 

 

Macroconídios Retos ou curvados, hialinos, 

1-3 septos, geralmente com 

cicatriz ou hilo proeminente 

na abscisão lateral ou basal 

Frequentemente 

curvados, hialinos, com 

até 6 septos, célula basal 

ou apical obtusa ou com 

hilo discreto 

 

Ausente 

Clamidósporos Abundantes, geralmente 

intercalares, globosos, 

individuais ou em cadeias 

Raros ou ausentes Abundantes, moderados, 

frequentemente arranjados 

em cadeias 

 

Cor da colônia 

em meio BDA 

Branco a amarelo  

ou marrom escuro 

Branco ou levemente 

marrom 

Marrom claro a escuro 

    

Fonte: adaptado de Agustí-Brisach & Armengol (2013). 

 

Os anamorfos de Cylindrocarpon/Ilyonectria produzem microconídios e clamidósporos 

abundantes. Os conidióforos longos e halinos com comprimento de 40-160 µm (Figura 5A); 

geralmente simples, não ramificados ou esparsamente ramificados, irregulares ou verticilados, 

com fiálides cilíndricas (Rego et al., 2001; Blanco, 2012). Os macroconídios são retos ou 

curvados, hialinos, com um a três septos. Os microconídios são de elipsoides a ovoides, 
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hialinos, com zero a um septo (Figura 5B-C). Os clamidósporos são intercalares, globosos, 

simples ou em cadeia (Chaverri et al., 2011).  

Campylocarpon produz macroconídios curvados, os microconídios são ausentes e os 

clamidósporos podem estar presentes ou não. Os macroconídios são similares aos de 

“Cylindrocarpon”, mas tipicamente curvados, com no máximo seis septos (Halleen et al., 

2004; Chaverri et al., 2011) (Figura 5D-E). 

Cylindrocladiella spp. produz conidióforos hialinos, subverticilados, com ramificações 

primárias ou secundárias. As fiálides são terminais, em espirais de duas a quatro. Os conídios 

são cilíndricos, arrendondados nas extremidades, retos, hialinos, com zero a um septo. Os 

clamidósporos são abundantes, frequentemente arranjados em cadeias (Figura 5G-I). O micélio 

apresenta coloração variando de marrom claro a escuro (Lombard et al., 2012). 

 

 

Figura 5. Conídios e clamidósporos fúngicos. A) Conidióforos de “Cylindrocarpon” liriodendri; B) Macro e 

microconídios de I. liriodendri; C) Clamidósporos em cadeia de C. pauciseptatum; D) Conidióforos de Campyl. 

fasciculare; E) Macroconídios de  Campyl. fasciculare; F) Conidióforos de Cyl. parva; G) Vesículas terminais de 

Cyl. parva; H) Conídios de Cyl. parva; I) Clamidósporos em cadeia de  Cyl. parva.  

Barra de escala: a‒c, f‒i = 10 μm; d‒e = 25 μm. 

Fonte: Agustí-Brisach & Armengol (2013). 
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Os sintomas do pé-preto aparecem principalmente no início do ciclo vegetativo, 

caracterizando-se por brotações pouco vigorosas, baixo número de folhas, com clorose 

internervurais e necrose, encurtamento dos entrenós e calos de enxertia mal soldados (Garrido 

et al., 2004b; Abreo et al., 2010). O fungo ataca estacas e raízes através de ferimentos abertos. 

A remoção da casca revela descoloração negra e a necrose do tecido lenhoso, desenvolvida a 

partir da base da estaca e não sendo restrita apenas ao xilema (Figura 6A-C). Em cortes 

transversais aparecem necroses com forma de um círculo e pontuações castanhas com 

exsudação de goma. Analisando-se, longitudinalmente, observa-se escurecimento do xilema 

com formação de estrias (Alaniz et al., 2011; Correia et al., 2013). 

 

 

 

Figura 6. Sintomas do pé-preto na videira. A) Escurecimento da base da planta; B) Lesões necróticas no sistema 

radicular; C) Necrose da base do porta-enxerto. 

Fonte: Renata Gava (2014).  

 

O controle da doença é realizado através da utilização de mudas sadias, da desinfestação 

das ferramentas de poda e do plantio em áreas bem drenadas. Em caso de confirmação da 

doença, recomenda-se o arranquio e destruição das plantas doentes (Garrido et al., 2004b; 

Gramaje & Armengol, 2011). 
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2.2.2 Fusariose 

 

O gênero Fusarium é formado por fungos de distribuição cosmopolita, que inclui 

espécies causadoras de doenças tanto em plantas como em animais (Leslie & Summerel, 2006). 

Fusarium spp. são fungos necrotróficos que promovem a lise e a morte da célula hospedeira, 

visando acesso aos nutrientes necessários à sobrevivência (Agrios, 2005). Além de possuírem 

um amplo espectro de hospedeiros vegetais, as espécies patogênicas de Fusarium podem afetar 

diferentes órgãos e tecidos, ocasionando podridões de raízes e de frutos, cancros, doenças 

foliares e murchas vasculares (Leslie & Summerel, 2006; Dean et al., 2012). 

Diferentes formas teleomorfas têm sido descritas para algumas espécies de Fusarium. 

Todas as formas sexuais desse fungo estão incluídas no grupo Ascomycota ordem Hypocreales.  

Dentro desse gênero, F. oxysporum Schlechtend é a espécie de maior destaque, compreendendo 

mais de 150 formae speciales, subdivisão taxonômica utilizada para as variantes patogênicas, 

de acordo com a espécie hospedeira infectada (Leslie & Summerel, 2006). Assim, não há 

distinção morfológica clara de isolados de F. oxysporum, existe apenas uma divisão em raças 

fisiológicas conforme interação diferenciada entre uma ou mais estirpes do patógeno e 

genótipos do hospedeiro vegetal (Agrios, 2005; Lecomte et al., 2016).  

A fusariose da videira é uma doença vascular causada pelo fungo F. oxysporum f. sp. 

herbemontis Tochetto. Essa doença foi detectada pela primeira vez no Rio Grande do Sul, na 

variedade Herbemont (Vitis labrusca), em 1954 (Garrido & Gava, 2014).  

F. oxysporum produz macroconídios, microconídios e clamidósporos como esporos 

assexuais (Di Pietro et al., 2003; Agrios, 2005). Os microconídios possuem de zero a dois 

septos, sendo o esporo mais frequentemente produzido em plantas infectadas; os macroconídios 

têm de três a cinco septos, gradualmente pontudos e curvados nas extremidades, esses esporos 

são geralmente observados em plantas mortas pelo patógeno (Figura 7). Os clamidósporos 

possuem paredes espessas e são produzidos em micélios velhos ou macroconídios (Sônego et 

al., 2005; Leslie & Summerel, 2006), podendo estar presentes ou não (Teunissen et al., 2002). 
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Figura 7. Aspectos morfológicos de Fusarium sp. A) Macro e microconídios. B) Colônia fúngica em meio BDA. 

Fonte: Lucas da Ressurreição Garrido (2014). 

 

F. oxysporum infecta as videiras através das raízes, penetrando no sistema vascular e 

provocando o bloqueio do xilema. Ao microscópio, pode-se observar a formação de tiloses e 

gomas, reação da planta frente ao avanço do patógeno (Grigoletti Jr., 1993; Garrido et al., 

2004b).  

Os sintomas podem ser observados durante todo o ciclo vegetativo da videira. 

Externamente, verifica-se o murchamento da planta e, internamente, percebe-se o 

escurecimento longitudinal desde a extremidade da raiz até a base dos ramos do ano (Figura 8). 

Esse escurecimento pode progredir; ocasionando rachaduras no tronco, que servem como porta 

de entrada para outras doenças (Garrido & Sônego, 2003). Na primavera, os sintomas incluem 

retardamento da brotação, redução no crescimento de ramos e folhas com necroses nas bordas. 

A fusariose pode se manifestar de forma aguda no verão, com o amarelecimento de folhas, 

murchamento e desprendimento, podendo ocorrer morte súbita da planta (Sônego et al., 2005). 

 

 

Figura 8. Sintoma da fusariose com escurecimento do xilema em corte transversal no tronco da videira. 

Fonte: Renata Gava (2014).  

 

A B 
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A infecção dos tecidos radiculares é facilitada pela presença de ferimentos causados por 

implementos agrícolas ou por pragas do solo. Omer et al. (1999) relacionaram a incidência de 

Fusarium sp. com a população de filoxera presente no solo, uma vez que este inseto pode causar 

ferimentos nas raízes, os quais possibilitam a entrada do fungo. A pérola-da-terra 

(Eurhizococcus brasiliensis Hempel) é outra praga detectada em raízes associada à ocorrência 

de Fusarium sp. e de outras doenças como o pé-preto (Zart, 2012). 

O controle da fusariose é bastante difícil e o emprego de defensivos químicos em 

videiras infectadas demonstrou baixa eficácia (Schuck et al., 2007). É recomendado o emprego 

de cultivares e porta-enxertos resistentes à doença como Paulsen 1103 e R99 (V. berlandieri x 

V. rupestris), VR043-43 e VR039-19 (V. vinifera x Muscadinia rotundifolia). Já, os porta-

enxertos do grupo V. berlandieri x V. riparia (SO4, Kober 5BB, Solferino) são altamente 

suscetíveis ao ataque desse fungo (Schuck et al., 2007). 

Além disso, recomenda-se o uso de material propagativo de qualidade, sanitização 

adequada de utensílios e da maquinaria empregado no manejo do vinhedo, desinfecção de 

substratos, solo e água (Sônego et al., 2005; Raudales et al., 2014). 
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2.3 CONTROLE DE DOENÇAS FÚNGICAS 

 

O uso intensivo de defensivos químicos no controle de fitopatógenos além de causar 

danos à saúde humana e ao meio ambiente, promove a seleção de patógenos resistentes e gera 

fitotoxicidade à cultura, na forma de resíduos químicos (Bettiol & Ghini, 2003; Boubakri et al., 

2015). Nesse contexto, o manejo integrado de pragas e doenças consiste na utilização de 

defensivos químicos de forma eficiente e racional, visando reduzir o volume e o número de 

aplicações desses produtos; minimizando assim, os impactos negativos provocados aos 

diferentes ecossistemas (Ribas, 2010; Pertot et al., 2016; Silveira et al., 2017). 

A fim de minimizar esses efeitos nocivos, métodos alternativos de controle de doenças 

têm sido estudados. Esses métodos baseiam-se na atividade biológica de metabólitos 

secundários produzidos pelas plantas ou na ação de micro-organismos antagonistas aos 

fitopatógenos (Howel, 2007). Os óleos essenciais têm demonstrado eficiência no controle de 

fitopatógenos, tanto por sua ação fungicida direta quanto pela indução de mecanismos de 

resistência na planta (Balbi-Peña et al., 2006; Combrinck et al., 2011). Ademais, micro-

organismos antagonistas como Trichoderma spp. e Bacillus spp. têm demonstrado ação 

inibitória in vitro e in vivo sobre diversos fungos fitopatogênicos (Pomella & Ribeiro, 2009). 

O principal objetivo do controle biológico é a manutenção da densidade populacional 

de fitopatógenos e pragas em níveis econômicos e ecológicos aceitáveis (Lima et al., 2000). 

Essa estratégia deve levar em consideração que cada micro-organismo apresenta um 

determinado potencial para controlar naturalmente os patógenos (Morandi & Bettiol, 2009). 

Para isso, diversos estudos vêm sendo realizados visando elucidar as interações antagonista-

patógeno-hospedeiro (Halfeld-Vieira et al., 2006; Ryan et al., 2008; Lana-Filho et al., 2010). 

Os agentes de controle biológico apresentam diferentes mecanismos de ação, que podem 

ocorrer de forma isolada ou conjunta, como produção de compostos tóxicos (biossurfactantes e 

antibióticos), síntese de enzimas hidrolíticas, competição por espaço e nutrientes, ativação de 

mecanismo de defesa em plantas e a promoção do crescimento de plantas (Bettiol & Morandi, 

2009; Santoyo et al., 2012; Chen et al., 2016). 
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2.3.1 Gênero Bacillus no controle biológico 

 

O gênero Bacillus, pertencente à família Bacillaceae, é constituído por bactérias gram-

positivas, aeróbias estritas ou anaeróbias facultativas, geralmente móveis, formadoras de 

endósporos (Logan & De Vos, 2009). Espécies desse gênero possuem forma de bastão, sendo 

encontradas isoladas, em duplas ou em forma de cadeias, como filamentos celulares de B. 

cereus. Usualmente possuem extremidades arredondadas, todavia algumas espécies como B. 

thuringiensis apresentam polos retos. Além disso, o crescimento em condições subótimas pode 

ocasionar pleomorfismos celulares (Logan et al., 2000).  

As bactérias pertencentes ao gênero Bacillus spp. se destacam por apresentar uma 

multiplicidade de mecanismos antagônicos e pela sobrevivência em nichos ecológicos 

específicos (Ghini & Bettiol, 2009; Castillo et al., 2013). Em situações ambientais 

desfavoráveis, Bacillus spp. desenvolve endósporos, os quais são estruturas de resistência, com 

reduzido conteúdo de água e sem atividade metabólica, sendo esses fatores essenciais para a 

sobrevivência dessas bactérias (Henriques & Moran Junior, 2000). No entanto, os esporos 

inertes podem retomar o crescimento sempre que as condições ambientais forem favoráveis. Na 

presença de nutrientes, o processo de germinação é iniciado e, dentro de poucos minutos, os 

esporos retornam ao estado vegetativo. 

Dentre as espécies de Bacillus destacam-se B. subtilis, B. licheniformis, B. pumilus, B. 

amyloliquefaciens, B. cereus, B. mycoides e B. thuringiensis, conhecidas por inibir o 

crescimento de diversos fungos fitopatogênicos como Rhizoctonia spp., Fusarium spp., 

Sclerotinia spp., Sclerotium spp., Gaeummanomyces spp., Nectria spp., Pythium spp., 

Phytophthora spp. e Verticillium spp. (Zhang et al., 2009; Halleen et al., 2011; Basurto-Cadena 

et al., 2012). 

Bacillus spp. são bactérias encontradas naturalmente em solos e que se estabelecem na 

rizosfera de plantas, onde se multiplicam e se protegem da ação antagonística de outros micro-

organismos autóctones (Campos Silva et al., 2008). Essas bactérias podem residir 

endofiticamente no interior de vegetais sem produzir efeitos negativos ao hospedeiro (Bacon & 

White, 2000) e conferindo-lhes resistência aos estresses bióticos e abióticos (Rosenblueth & 

Martinez-Romero, 2006). 

O mecanismo de ação de Bacillus spp. ocorre através da promoção do crescimento e da 

produtividade de culturas (Yao et al., 2006; Ahemad & Kibret, 2014) ou, ainda, pelo 

antagonismo a fitopatógenos (Hammami et al., 2009). O antagonismo direto envolve 

competição por espaço e nutrientes, parasitismo, antibiose e interferência de sinal. Por outro 
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lado, o mecanismo indireto baseia-se na indução da resistência no hospedeiro (Lanna Filho et 

al., 2010; Tokpah et al., 2016; Eljounaidi et al., 2016), conforme ilustrado na Figura 9. 

 

 

Figura 9. Fatores influenciando a dinâmica e densidade de bactérias endofíticas e mecanismos de ação contra 

fitopatógenos. 

Fonte: Eljounaidi et al. (2016). 
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2.3.1 Ação na promoção do crescimento e da produtividade 

 

A ação das rizobactérias promotoras de crescimento de plantas pode ocorrer de forma 

direta ou indireta. A ação direta ocorre através da mobilização de nutrientes, da solubilização 

do ferro presente no solo (Ferraz et al., 2010; Compant et al., 2013) e da produção de 

fitormônios estimuladores do crescimento como auxinas (Asghar et al., 2002), citocininas 

(Arkhipova et al., 2005) e giberelinas (Joo et al., 2004). Dentre os mecanismos indiretos de 

promoção do crescimento destacam-se redução de micro-organismos prejudiciais às plantas 

mediante a produção de sideróforos, produção de antibióticos e eliminação de metabólitos 

tóxicos presente na região radicular (Bettiol & Morandi, 2009; Ahemad & Kibret, 2014). 

Estudos revelaram que B. subtilis influenciou positivamente a germinação e o 

desenvolvimento de plantas. Ademais, essa rizobactéria apresenta um efeito benéfico sobre a 

nodulação de leguminosas e promovendo o aumento da produtividade das culturas (Araújo et 

al., 2010). De acordo com Sabir et al. (2012), a extensão dos efeitos positivos promovidos pelas 

rizobactérias promotoras de crescimento de plantas é dependente da espécie ou da variedade da 

planta hospedeira. Esses mesmos autores verificaram que o porta-enxerto de videira Paulsen 

1103 inoculado com B. subtilis produziu brotos com maior massa em comparação ao controle. 

Além disso, outros efeitos positivos foram detectados na absorção de nutrientes pela videira e 

na concentração de clorofila foliar. 

 

2.3.3 Ação na resistência sistêmica induzida 

 

A interação entre a planta e o patógeno promove a expressão de mecanismos 

bioquímicos de defesa em vegetais. Assim, as plantas superiores sintetizam sinalizadores 

químicos como o ácido salicílico, o ácido 2,6 dicloro-isonicotínico, ésteres do ácido S-

metilbenzo que promovem a resistência sistêmica adquirida (Cavalcanti et al., 2014). Essa 

forma de resistência é caracterizada pela síntese endógena de ácido salicílico e pela ativação da 

produção de proteínas relacionadas à patogênese (PR proteínas), que são proteínas cuja 

expressão é induzida durante a infecção por fitopatógenos ou estresses abióticos diversos 

(Chinnasri et al., 2017). As PR proteínas caracterizam-se pelo baixo peso molecular, resistência 

a temperatura elevadas, pH baixos e ação de enzimas proteolíticas. Além disso, as proteínas 

relacionadas à patogênese apresentam diversos mecanismos de ação como atividade hidrolítica 

na parede celular, toxicidade direta, permeabilização da membrana plasmática, sinalização no 

processo de defesa entre outros (Stangarlin et al., 2011). 
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Um outro mecanismo de resistência em vegetais promovido pela colonização de micro-

organismos não patogênicos é a resistência sistêmica induzida - ISR (Glazebrook, 2005; 

Ongena & Thonart, 2006), a qual é fenotipicamente similar à resistência sistêmica adquirida - 

SAR, ativada após a primeira infecção por um patógeno (Durrant & Dong, 2004).  A ISR é um 

mecanismo de defesa não restrito ao sítio de colonização, apresentando caráter sistêmico e de 

longo prazo. A indução de resistência envolve a ativação de mecanismos de defesa latentes 

existentes nas plantas em resposta ao tratamento com agentes bióticos ou abióticos. Esses 

agentes indutores de resistência são chamados de elicitores, podendo apresentar natureza 

química variada, como oligossacarídeos, glicoproteínas, oligopeptídeos ou ácidos (Stangarlin 

et al., 2011; Eljounaidi et al., 2016). 

As bactérias gram-negativas pertencentes aos gêneros Pseudomonas e Serratia se 

destacam como micro-organismos promotores da resistência sistêmica induzida. No entanto, 

diversas bactérias gram-positivas pertencentes ao gênero Bacillus têm demonstrado um 

importante papel na indução desse mecanismo de defesa em plantas (Ongena et al., 2007) 

(Figura 10). Dessa forma, algumas bactérias podem ser benéficas não apenas através do 

antagonismo a fitopatógenos, mas também, através da proteção indireta de plantas, mediante o 

estímulo de mecanismos de defesa. Segundo Gond et al. (2015), bactérias endofíticas do gênero 

Bacillus, isoladas do trigo, foram responsáveis pela ativação de genes que codificam proteínas 

relacionadas à patogênese PR-1 e PR-4, induzindo respostas de defesa contra fitopatógenos.  

 

 

Figura 10. Ilustração do mecanismo de resistência sistêmica induzida promovido por B. subtilis.  

Fonte: Lanna Filho et al. (2010). 
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2.3.4 Ação antimicrobiana 

 

Bactérias antagônicas, como Bacillus spp., agem frequentemente por antibiose e, 

ocasionalmente, por parasitismo e competição. Micro-organismos que agem por antibiose, 

geralmente têm amplo espectro de ação, visto que a produção de substâncias tóxicas é mais 

efetiva do que outros mecanismos de inibição de fitopatógenos (Kupper et al., 2003; Santos et 

al., 2015). Bacillus spp. possui ação antagonística contra uma grande variedade de patógenos 

tais como Phytophthora cactorum, Sclerotium cepivorum, Fusarium oxysporum, Rhizoctonia 

solani, Alternaria carthami, Phytophthora capsici e F. solani, tanto em experimentos 

desenvolvidos in vitro quanto em casas de vegetação ou a campo (Hernández et al., 2011). 

Dessa forma, Bacillus sp. sintetiza substâncias antibióticas, os quais são polipeptídios 

de baixo peso molecular como micosubtilinas (Leclère et al., 2005), bacilomicinas (Moyne et 

al., 2001; Castillo et al., 2013), fungistatinas (Hassi et al., 2012) e subsporinas (Schallmey et 

al., 2004; Al-Ajlani et al., 2007). Existem, ainda, antibióticos constituídos por oligopeptídeos 

ligados a uma cadeia de ácido graxo como a surfactina, a iturina e a fengicina. Essas substâncias 

exibem significativa atividade antibacteriana e antifúngica (Tamehiro et al., 2002; Shafi et al., 

2017). A ação desses antibióticos ainda não foi totalmente elucidada; no entanto, a teoria mais 

aceita relata que eles impedem a germinação de esporos. Tamehiro et al. (2002) verificaram 

que B. subtilis isolado 168 é responsável pela síntese de três antibióticos ribossômicos (TasA, 

subtilisina e sublancina), e dois antibióticos não ribossômicos (surfactina e bacilisina).  

Outro mecanismo de biocontrole exercido por Bacillus spp. é através da síntese de 

compostos voláteis. Essas substâncias são compostos orgânicos de baixo peso molecular, 

resultantes do metabolismo secundário, como terpenoides, fenilpropanoides, derivados de 

ácidos graxos, entre outros. Estudos demonstraram que essas substâncias atuam na sinalização 

e na comunicação intra e interorganismos (Piechulla & Pott, 2003; Kai et al., 2007).  Os 

compostos voláteis possuem alta pressão de vapor e volatizam facilmente, podendo agir a 

significativas distâncias, devido à difusão em soluções aquosas, disseminação através do ar e 

de poros presentes no solo (Gotor-Vila et al., 2017).  
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2.4 OBTENÇÃO DE MATERIAL VEGETATIVO SADIO  

 

Apesar da propagação vegetativa da videira ser uma prática tradicional, esse processo 

requer organização e habilidades consideráveis quando o objetivo é a obtenção de grandes 

quantidades mudas com qualidade fitossanitária e agronômica, uma vez que a cada ano cresce 

o número de vinhedos sendo implantados e replantados (Waite et al., 2015). 

As perdas ocasionadas pelo declínio e morte precoce de videiras são um grande 

problema que afeta toda a cadeia vitivinícola (Whitelaw-Weckert et al., 2013). Ademais, 

verifica-se uma crescente preocupação com o impacto ocasionado por doenças de raízes e de 

tronco em mudas e plantas jovens, visto que muitas vezes o material vegetativo é assintomático 

para essas doenças (Gramaje & Armengol, 2011; Smart et al., 2012; Waite et al., 2015). Assim, 

o material vegetativo pode atuar como fonte de inóculo durante o processo propagativo, 

resultando em contaminação cruzada. 

Agustí-Brisach & Armengol (2013) isolaram Cylindrocarpon macrodidymum de 26 das 

52 espécies de ervas daninhas em viveiros. Estudos demonstraram que o contato entre esporos 

presentes nessas ervas e as raízes ou calos existentes em estacas de videira resultaram em altas 

taxas de infecção por patógenos (Probst, 2011). 

A aplicação de defensivos químicos em viveiros é difícil e pouco eficaz, pois as técnicas 

tradicionais empregadas no controle de patógenos de superfície, como aspersão ou imersão, 

apresentam dificuldades em atingir e controlar os micro-organismos existentes no interior do 

xilema e do floema (Caudwell et al., 1997; Waite et al., 2015; Halleen & Fourie, 2016). Além 

disso, o material propagativo pode ser infectado em diferentes etapas da produção de mudas em 

viveiros, em virtude de lesões provocadas que servem como porta de entrada para fitopatógenos 

(Halleen et al., 2003; Aroca et al., 2010).  

A imersão do material vegetativo em benomil, carbendazim, cloreto de 

dodecildimetilamônio ou captana, antes do armazenamento em câmara fria ou da enxertia, 

reduziu significantemente os níveis de infecção por Phaeomoniella chlamydospora e 

Phaeoacremonium spp. (Gramaje et al., 2010). Entretanto, esses tratamentos não foram eficazes 

no controle do pé-preto visto que esses patógenos se encontram no solo (Halleen et al., 2007). 

Resultados de um estudo conduzido em Portugal, em videiras, demonstraram que 

benomil, tebuconazole, carbendazim + flusilazole e ciprodinil + fludioxonil melhoraram o 

crescimento de plantas e reduziram a incidência de Cylindrocarpon spp. (Rego et al., 2006). Os 

fungicidas captan, carbendazim, oxicloreto de cobre, cloreto de dodecildimetilamônio, sulfato 

de hidroxiquinolina e prochloraz reduziram a severidade das infecções causadas por C. 
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liriodendri e C. macrodidymum, durante a fase de enraizamento, no processo de propagação da 

videira; mas apenas captan, carbendazim e cloreto de dodecildimetilamônio reduziram a 

incidência do patógeno (Alaniz et al., 2011). 

Em virtude das dificuldades no controle de fitopatógenos, novas estratégias têm sido 

adotadas, como o tratamento ou terapia com água quente. 

 

2.4.1 Termoterapia com água quente 

 

A termoterapia é uma metodologia que emprega calor para remoção de agentes 

fitopatogênicos como bactérias, fungos, nematoides, vírus, fitoplasmas, ácaros e insetos. Ela 

baseia-se na sensibilidade diferencial à temperatura entre o patógeno e o hospedeiro (Gramaje, 

2016). Existem diferentes tipos de tratamento por termoterapia, tais como tratamento por ar 

quente, vapor de água e água quente. A fim de evitar danos causados pelas altas temperaturas 

no hospedeiro, recomenda-se o uso da temperatura mínima letal ao fitopatógeno, em um 

intervalo de tempo prolongado (Gramaje, 2016). 

Estudos demostraram que o tratamento de porta-enxertos com água quente a 50 ºC, 

durante 30 minutos pode ser suficiente para controlar patógenos presentes no material 

vegetativo (Halleen et al., 2007; Waite & Morton, 2007; Lerin et al., 2017). No entanto, é 

importante considerar que temperaturas elevadas provocam estresse nas plantas. Assim, deve-

se realizar a hidratação prévia das estacas com água fria antes das gemas iniciarem a brotação 

(Waite et al., 2015). 

Em síntese, pode-se dizer que essa técnica é efetiva, benéfica, prática e relativamente 

econômica, contudo as plantas podem ser reinfectadas após introdução a campo. 

 

2.4.2 Micropropagação 

 

A micropropagação é uma técnica de cultura de tecidos que permite suprir uma elevada 

demanda de material vegetativo com características morfológicas homogêneas e qualidade 

fitossanitária. Assim, a partir de uma única planta matriz podem ser produzidas milhares de 

mudas no decorrer de um único ano; ao passo que, na propagação vegetativa convencional, 

apenas um número reduzido de plantas pode ser obtido num intervalo de tempo específico do 

ano (Ribeiro, 2012). 

A disponibilização de material vegetativo com sanidade é fundamental para ao sucesso 

da implantação e do manejo do vinhedo. Dessa forma, é necessário adotar metodologias 
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robustas para eliminar micro-organismos e empregar protocolos eficientes para obtenção de 

plantas livres de fitopatógenos de importância comercial (Pathirana et al., 2013; Bettoni et al., 

2016). 

A micropropagação permite a propagação assexuada de genótipos, consistindo na 

propagação in vitro de vegetais utilizando pequenas partes da planta mãe como meristemas, 

ápices meristemáticos e segmentos nodais de forma asséptica. Essa técnica deve ser executada 

em ambientes limpos, com infraestrutura adequada para o crescimento das plântulas, em 

condições de luz e temperatura controladas (Ribeiro, 2012; Sugiyama, 2015).  

A micropropagação pode ser dividida em três fases: etapa de estabelecimento in vitro, 

etapa de multiplicação dos propágulos mediante sucessivas subculturas e etapa de 

enraizamento. Consideram-se, ainda, outras duas fases no processo, correspondentes a uma 

etapa anterior ao isolamento, que compreende a seleção da planta-matriz fornecedora de 

explantes e outra etapa posterior ao enraizamento, que compreende a transferência da planta 

para o ambiente externo (Cid & Teixeira, 2014). 

O emprego do cultivo in vitro permite a diferenciação de células e tecidos vegetais em 

embriões, brotos, raízes, folhas, entre outras partes da planta. O desenvolvimento de uma nova 

organização celular nos tecidos e de novos órgãos é denominado morfogênese ou organogênese 

(Lemos, 2014). Nesse contexto, a organogênese pode ser direta, quando ocorre a partir de 

tecidos do explante ou de pequenas proliferações destes; ou indireta, quando o explante passa 

pela fase de calogênese para posterior obtenção de brotos (Rezende et al., 2008; Othani, 2015).  

O estabelecimento in vitro de plantas requer extrema assepsia, visto que micro-

organismos saprófitas e epifíticos competem com os explantes pelos nutrientes (Lazo-Javalera 

et al., 2016). Além disso, a remoção de muitos patógenos endofíticos e de vírus requer o 

emprego de técnicas como cultivo de ápices meristemáticos (Willis et al., 2016). 

A capacidade de crescimento in vitro depende não apenas do genótipo da espécie, mas 

também de sua atividade fisiológica na planta-matriz, das características do explante, do manejo 

da cultura, do balanço hormonal, da regulação transcricional, das condições ambientais entre 

outros fatores (Lima et al., 2012; Sluis & Hake, 2015). Dentre as principais vantagens da 

propagação in vitro destacam-se a rapidez na produção em grande escala de clones 

selecionados, a sanidade e a uniformidade das plantas produzidas.  
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar a ação de Bacillus sp. linhagem F62 no controle biológico dos fitopatógenos 

“Cylindrocarpon” sp. e Fusarium sp. na promoção do crescimento em porta-enxertos de 

videira. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Avaliar in vitro o antagonismo por compostos difusíveis ou cultivo pareado de 

Bacillus sp. F62 sobre o crescimento micelial de “Cylindrocarpon” sp. e Fusarium sp.;  

 

 Avaliar in vitro o antagonismo por compostos voláteis de Bacillus sp. F62 sobre 

o crescimento micelial de “Cylindrocarpon” sp. e Fusarium sp.; 

 

 Avaliar in vitro o antagonismo de Bacillus sp. F62 e do filtrado da cultura sobre 

a germinação de conídios de “Cylindrocarpon” sp. e Fusarium sp.; 

 

 Avaliar in vivo a ação de Bacillus sp. F62 sobre os fungos “Cylindrocarpon” sp. 

e Fusarium sp. em estacas dos porta-enxertos de videira Paulsen 1103 e SO4; 

 

 Avaliar in vivo a ação de Bacillus sp. F62 sobre os fungos “Cylindrocarpon” sp. 

e Fusarium sp. em mudas micropropagadas dos porta-enxertos de videira Paulsen 1103 e SO4; 

 

 Avaliar in vivo a ação de Bacillus sp. F62 na promoção do crescimento em 

estacas e em mudas micropropagadas dos porta-enxertos de videira Paulsen 1103 e SO4. 
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4. CAPÍTULO 1 

 

Biocontrole de “Cylindrocarpon” sp. em porta-enxertos de videira 

empregando Bacillus sp. linhagem F62 

 

Alessandra Russi, Marcus André Kurtz Almança, Daniel Santos Grohs, Joséli Schwambach 

 

Resumo 

 
A viticultura mundial vem sofrendo significativas perdas econômicas ocasionadas pelo declínio 

e morte precoce de plantas. Nesse contexto, fungos causadores de doenças de tronco e raízes, 

como o pé-preto, são os principais responsáveis pelo baixo desempenho dos vinhedos. Devido 

à baixa eficácia de fungicidas, têm sido realizadas buscadas alternativas de controle como o uso 

bactérias antagônicas. O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial de Bacillus sp. linhagem 

F62 no controle in vitro e in vivo de cinco isolados de “Cylindrocarpon” sp. em porta-enxertos 

Paulsen 1103 (Vitis berlandieri x V. rupestris) e SO4 (V. berlandieri x V. riparia). No ensaio in 

vitro, foi avaliado o antagonismo de Bacillus sp. F62 no crescimento micelial através de 

compostos difusíveis e voláteis, além da inibição da germinação de conídios através da 

suspensão bacteriana ou do filtrado da cultura bacteriana. No ensaio in vivo, estacas e mudas 

micropropagadas foram submetidas a diferentes tratamentos: Controle, Bac, Bac + Cyl e Cyl. 

Verificou-se que o bioagente foi capaz de inibir o crescimento micelial dos isolados fúngicos 

através de compostos difusíveis e de inibir a germinação de conídios tanto através do contato 

com suspensão bacteriana quanto com o filtrado. No ensaio in vivo, estacas de SO4 tratadas 

com Bacillus sp. F62 apresentaram aumento da parte aérea e de raízes e redução no 

reisolamento de “Cylindrocarpon” sp. em 27,9%, enquanto estacas de Paulsen 1103 tiveram 

redução de 10,3% na incidência da doença. Em mudas micropropagadas, Bacillus sp. F62 além 

de promover o crescimento, reduziu o percentual de reisolamento fúngico para 36,9% em SO4 

e 36,1% em Paulsen 1103. O corrente estudo demonstra o potencial do uso de Bacillus sp. F62 

na promoção do crescimento e no controle in vivo do pé-preto em estacas e mudas 

micropropagadas de Paulsen 1103 e SO4. 

 

Palavras-chave: Pé-preto, Controle biológico, Promoção de crescimento, Paulsen 1103, SO4 

 

 

4.1 INTRODUÇÃO 

 

O declínio e a morte precoce de videiras vêm crescendo nos últimos anos, afetando a 

produção vitícola mundial e ocasionando sérios prejuízos pela redução significativa na 

produtividade de vinhedos adultos, ou ainda, pela eliminação de vinhedos jovens (Halleen et 

al., 2003; Gramaje & Armengol, 2011). Nesse contexto, fungos causadores de doenças de 

tronco são os principais responsáveis pela morte e declínio de vinhedos. O emprego de material 

vegetativo infectado propicia a disseminação de doenças e, caso as videiras consigam se 
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estabelecer, elas podem apresentar sintomas de declínio antes de atingirem a maturidade (Waite 

et al., 2015). Dessa forma, é fundamental garantir que o material propagativo esteja livre de 

agentes fitopatogênicos, visto que plantas assintomáticas podem estar contaminadas com 

fitopatógenos latentes (Gramaje & Armengol, 2011; Waite et al., 2015). Esses fungos 

endofíticos podem se manifestar caso a videira seja submetida a condições de estresse (Aroca 

et al., 2010).  

O pé-preto é uma das doenças envolvidas no declínio e morte precoce da videira, cujos 

agentes causadores incluem os gêneros Cylindrocarpon, Campylocarpon, Dactylonectria, 

Ilyonectria, Neonectria e Cylindrocladiella (Gramaje & Armengol, 2011; Agustí-Brisach & 

Armengol, 2013; Halleen & Fourie, 2016). No Brasil, os fungos Ilyonectria liriodendri (Russi 

et al., 2010) e I. macrodidyma (Santos et al., 2015) foram recentemente reportados em 

vinhedos. Os sintomas da doença aparecem no início do ciclo vegetativo, caracterizando-se por 

brotações pouco vigorosas, folhas com clorose internervurais e necrose, encurtamento dos 

entrenós e calos de enxertia mal soldados (Garrido et al., 2004; Abreo et al., 2010). O fungo 

ataca estacas e raízes através de ferimentos causando necrose do tecido lenhoso, exsudação de 

goma e escurecimento do xilema com formação de estrias (Correia et al., 2013). Além disso, 

foram verificadas lesões necróticas e redução da biomassa de raízes (Gramaje & Armengol, 

2011; Agustí-Brisach & Armengol, 2013). 

O uso intensivo de defensivos químicos, além de causar danos à saúde humana e ao 

meio ambiente, promove a seleção de patógenos resistentes e gera fitotoxicidade à cultura 

(Boubakri et al., 2015). Dessa maneira, o emprego de agentes de biocontrole proporciona um 

método atrativo, eficiente e ambientalmente menos agressivo que os defensivos químicos, o 

que torna o controle biológico uma alternativa mais sustentável nos âmbitos econômico e 

ambiental (Shafi et al., 2017). Além disso, a aplicação de defensivos químicos em viveiros é 

difícil, pois as técnicas tradicionais como aspersão ou imersão empregados no controle de 

patógenos de superfície não conseguem atingir e controlar os micro-organismos existentes no 

interior do xilema e do floema (Waite et al., 2015). 

Bactérias antagônicas, como as do gênero Bacillus, agem frequentemente por antibiose 

e, ocasionalmente, por parasitismo e competição. Micro-organismos que agem por antibiose, 

geralmente apresentam amplo espectro de ação, uma vez que a produção de substâncias tóxicas 

é mais efetiva que outros mecanismos envolvidos na inibição de fungos fitopatogênicos (Santos 

et al., 2015). Estudos comprovaram a eficácia de Bacillus sp. no controle de fungos 

fitopatogênicos na videira como Eutypa lata (Ferreira et al., 1991; Kotze et al., 2011), Botrytis 

cinerea e Colletotrichum gloeosporioides (Furuya et al., 2011; Boubakri et al., 2015), 
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Phaeomoniella chlamydospora, Phomopsis viticola, Diplodia seriata, Lasiodiplodia 

theobromae, Neofusicoccum australe e N. parvum (Kotze et al., 2011; Rezgui et al., 2016; 

Wicaksono et al., 2017), Plasmopara viticola (Furuya et al., 2011; Boubakri et al., 2015) e 

Dactylonectria macrodidyma (Santos et al., 2016). Além disso, Bacillus spp. são consideradas 

bactérias promotoras do crescimento por estimularem o crescimento e o desenvolvimento de 

plantas, através da biodisponibilização de nutrientes e do estímulo à biossíntese hormonal, 

elevando o rendimento, reduzindo estresses biótico e abiótico (Compant et al., 2010; Kejela et 

al., 2017). 

Frente ao exposto, o presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade antifúngica 

de Bacillus sp. linhagem F62 sobre o crescimento micelial e a germinação de conídios, bem 

como o controle in vivo de “Cylindrocarpon” sp. em dois porta-enxertos de videira de 

importância comercial. 

 

4.2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.2.1 Agente de controle biológico e isolados fúngicos  

 

No ensaio in vitro foram utilizados cinco isolados de “Cylindrocarpon” sp. provenientes 

da micoteca do Laboratório de Fitopatologia, do Instituto Federal de Educação, Ciência e 

Tecnologia do Rio Grande do Sul, Campus de Bento Gonçalves (Tabela 1). Os conídios foram 

obtidos de colônias cultivadas por 14 dias em meio BDA (Batata-Dextrose-Ágar), a 25ºC e 

fotoperíodo de 12 horas. As placas foram lavadas com água destilada e autoclavada e a 

concentração da suspensão foi ajustada em 105 conídios.mL-1, com adição de Tween 20. 

 

Tabela 1. Isolados de “Cylindrocarpon” sp. empregados no ensaio in vitro. 

 

Isolado Origem (cidade) Porta-enxerto/Cultivar 

Cyl88 Farroupilha P1103/Chardonnay 

Cyl84 Vacaria P1103/Itália 

Cyl18 Pinto Bandeira SO4 

Cyl220 Vacaria P1103/Itália 

Cyl65 Farroupilha P1103 

 

O agente de biocontrole Bacillus sp. linhagem F62, proveniente do Laboratório de 

Fitopatologia da Universidade de Caxias do Sul, foi incubado em 100 mL de caldo BD (Batata-
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Dextrose), a 27ºC, durante 24 horas em um agitador orbital. Em seguida, as células foram 

centrifugadas a 12.000g durante 10 minutos, sendo o precipitado celular reservado e o 

sobrenadante descartado. 

 

4.2.2 Ensaio de antagonismo in vitro: crescimento micelial 

 

O efeito de Bacillus sp. F62 sobre o crescimento micelial foi avaliado em dois ensaios 

distintos, empregando delineamento inteiramente casualizado. O ensaio de cultivo pareado 

consistiu na inoculação de um disco de 6 mm de diâmetro de micélio fúngico com 10 dias no 

centro de uma placa de Petri contendo meio BDA. Decorridas 24 horas, foram adicionados 

25 µL de suspensão de Bacillus sp. F62 (106 UFC.mL-1) em quatro pontos equidistantes. O 

ensaio de inibição compostos voláteis consistiu no emprego de duas placas de Petri, contendo 

meio BDA, sobrepostas e seladas com parafilme. No centro da placa superior foi inoculado um 

disco de 6 mm de diâmetro de ágar coletado de cultura fúngica com 10 dias e na placa inferior 

foi espalhado 100 µL de suspensão de células de Bacillus sp. F62 (106 UFC.mL-1). As placas 

foram incubadas a 25ºC, no escuro, durante 21 dias. Foram efetuadas medições ortogonais do 

diâmetro das colônias diariamente na primeira semana e posteriormente no 10°, 14° e 21° dia. 

Para avaliar o percentual de inibição do crescimento micelial utilizou-se como referência o 

tratamento controle contendo apenas o fungo, sem adição de suspensão bacteriana. Em ambos 

os testes, foram realizadas 10 replicatas para cada isolado fúngico e para o controle. Os dados 

obtidos foram utilizados no cálculo do Índice de velocidade de crescimento micelial (IVCM), 

conforme fórmula de Maguire (1962), adaptada por Oliveira (1991) sendo, portanto, IVCM 

= ∑(D- Da)/N, onde, D = diâmetro médio atual da colônia; Da = diâmetro médio da colônia do 

dia anterior; N = número de dias após a inoculação. 

 

4.2.3 Ensaio de antagonismo in vitro: germinação de conídios 

 

Para investigar a ação de Bacillus sp. F62 sobre a germinação de conídios dos isolados 

fúngicos, a bactéria foi cultivada durante 48 h em caldo BD (200 g.L-1 de caldo de batata e 

20 g.L-1 de dextrose) a 28°C, em agitador a 150 rpm. Posteriormente, a cultura foi centrifugada 

a 3500xg por 5 min a 23°C. O pellet bacteriano foi lavado três vezes com água estéril e 

ressuspendido em solução NaCl 0,85%. A concentração da suspensão bacteriana foi ajustada 

para 105 UFC.mL-1. O filtrado livre de células foi obtido do sobrenadante do cultivo bacteriano 

após filtragem em membrana de 0,22 µm. A germinação de conídios foi realizada em frascos 



41 

  

contendo 50 mL de caldo BD, em agitador orbital a 130 rpm, a 28ºC, durante 24 horas, em três 

diferentes tratamentos para cada isolado: Controle = 105 conídios.mL-1; Fungo + Bac = 105 

conídios.mL-1 + 105 UFC.mL-1 de suspensão bacteriana; Fungo + Filtrado = 105 conídios.mL-1 

+ 10 mL de filtrado bacteriano. O experimento foi realizado em triplicata. Decorridas 24 horas 

do início do ensaio, a contagem de conídios foi realizada em hemocitômetro, empregando-se 

10 µL da suspensão. Foram considerados germinados os conídios que apresentavam pelo menos 

o dobro do tamanho original e foi calculado o percentual de germinação em relação ao controle. 

 

4.2.4 Ensaio in vivo em estacas  

 

Material vegetativo dos porta-enxertos Paulsen 1103 e SO4 foi coletado na Embrapa Uva 

e Vinho, Bento Gonçalves, RS e mantido em câmara fria durante 60 dias. Estacas com 

aproximadamente 30 cm de comprimento, 12 mm de diâmetro e três gemas foram selecionadas 

para o experimento. A gema basal e a apical foram mantidas; a intermediária foi removida. 

Após hidratação em água destilada e autoclavada durante 24 horas, as estacas foram submetidas 

a tratamento com água quente, conforme descrito por Gramaje (2016). Em seguida, as estacas 

foram dispostas em câmara de forçagem a 28ºC e 70% de umidade relativa, durante 15 dias. 

Posteriormente, as estacas foram aclimatadas a temperatura ambiente, durante cinco dias e 

transferidas para tubetes contendo 250 mL substrato autoclavado (turfa sphagnum 90% e 

vermiculita 10%) e adição de 5 g.L-1 de fertilizante de liberação controlada (5 a 6 meses). 

Para o ensaio in vivo foi selecionado o isolado Cyl84, a partir do qual foi preparada 

suspensão com 5.105 conídios.g-1 de substrato de acordo com Santos et al. (2016) e a suspensão 

de Bacillus sp. F62 foi inoculada na concentração 104 UFC.g-1 de substrato. Após plantio em 

tubete, 30 estacas de cada porta-enxerto foram submetidas a quatro tratamentos em 

delineamento inteiramente casualizado, com aplicação de 10 mL de suspensão no substrato: 

Controle = água destilada e autoclavada; Bac = Bacillus sp. F62 (1º e 14º dias); Bac + Cyl = 

Bacillus sp. F62 (1º e 14º dias) + Cyl84 (7º dia) e Cyl = Cyl84 (7º dia).  

O experimento foi mantido em casa de vegetação durante 160 dias conforme Gramaje 

et al. (2016). Em seguida foram avaliados comprimento do broto primário (CBP), número de 

nós do broto primário (NBP), número de brotos totais (BT), número de nós totais (NT), massa 

seca da parte aérea (MSA) e das raízes (MSR). A massa seca foi determinada após secagem do 

material vegetal em ventilação forçada a 60ºC. O reisolamento dos patógenos foi realizado 

empregando-se oito fragmentos do colo das estacas distribuídos em duas placas de Petri. A 

desinfestação e incubação dos fragmentos foram realizadas conforme Santos et al. (2016). 



42 

  

4.2.5 Ensaio in vivo em mudas micropropagadas 

 

Inicialmente, foram coletadas brotações de estacas de Paulsen 1103 e SO4 previamente 

submetidas a tratamento com água quente. Na desinfestação, os brotos foram imersos em álcool 

70% (v/v) durante 1 minuto, em hipoclorito de sódio 1% (v/v), contendo 0,02% (v/v) de Tween 

20, durante 20 minutos e lavados três vezes por imersão em água estéril. Os propágulos foram 

inoculados em tubos de ensaio contendo 12 mL de meio MS/2 (Murashige & Skoog, 1962), 

suplementado com 30 g.L-1 de sacarose, 6 g.L-1 de ágar, 1 mg.L-1 de BAP (6-benzilaminopurina) 

e o pH foi ajustado para 5,8. Os explantes foram submetidos a dois subcultivos e as plântulas 

foram enraizadas em meio MS/2, suplementado com 15 g.L-1 de sacarose, 6 g.L-1 de ágar e 

0,1 µg.L-1 de ANA (ácido α-naftalenoacético). O crescimento foi realizado a 25°C ± 2°C, 70% 

de umidade relativa, com fotoperíodo de 16 horas e intensidade luminosa de 72 µmol.m-2s-1 

proveniente de lâmpadas fluorescentes. Plântulas com aproximadamente quatro folhas e 

sistema radicular bem desenvolvido foram transferidas para copos plásticos contendo 180 mL 

substrato autoclavado (turfa sphagnum 90% e vermiculita 10%) e aclimatizadas durante 30 dias 

a 23-28°C, umidade relativa superior a 60% e intensidade luminosa de 400 µmol.m-2s-1.  

O ensaio in vivo com mudas micropropagadas de SO4 e Paulsen 1103 foi realizado em 

triplicata com 30 repetições por tratamento e delineamento inteiramente casualizado. As 

concentrações de Bacillus sp. F62 e “Cylindrocarpon” sp. foram iguais às empregadas no 

experimento com estacas. As plântulas imediatamente após transferência para aclimatização 

foram submetidas a quatro tratamentos, com aplicação de 4 mL de suspensão no substrato: 

Controle = água destilada e autoclavada; Bac = Bacillus sp. F62 (1° e 14° dias); Bac + Cyl = 

Bacillus sp. F62 (1° e 14° dias) + Cyl84 (7º dia) e Cyl = Cyl84 (7º dia).  

As replicatas de cada ensaio foram avaliadas em três períodos distintos: início do ensaio; 

30 dias depois: determinação da variação do número de folhas (ΔFol1) e da variação 

comprimento da parte aérea (ΔCompr1); 160 dias depois: medição da variação do número de 

folhas (ΔFol2), variação do comprimento da parte aérea (ΔCompr2), massa seca da parte aérea 

(MSA), massa seca de raízes (MSR) e percentual de reisolamento fúngico (RF). 

 

4.2.6 Análise estatística 

 

Os tratamentos dos ensaios in vitro (Controle x Bac + Cyl/antagonismo por voláteis; 

Controle x Bac +Cyl/antagonismo por difusíveis; Fungo + Bac x Fungo + Filtrado) foram 

comparados através do teste t com p≤0,05. Por outro lado, os isolados fúngicos foram 
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comparados entre si através de ANOVA, seguido de comparação de média por teste de Tukey 

com p≤0,05. Para os ensaios in vivo, o teste de Kolmogorov-Smirnov foi usado para avaliar a 

normalidade dos dados. Posteriormente, os dados normais foram submetidos à Análise de 

Variância (ANOVA), seguido de teste de Tukey com p≤0,05 para os fatores tratamento e porta-

enxerto ao passo que as interações foram analisadas pelo teste de Bonferroni empregando o 

programa SPSS® 22.0.  

 

4.3 RESULTADOS 

 

4.3.1 Ensaio do antagonismo in vitro 

 

O bioagente promoveu a inibição da velocidade de crescimento micelial dos cinco 

isolados de “Cylindrocarpon” sp. no cultivo pareado em relação ao controle (Tabela 2 e MS1). 

Os isolados Cyl65, Cyl88 e Cyl18 apresentaram os menores índices de velocidade de 

crescimento (0,66, 0,85 e 0,89, respectivamente), tendo sofrido maior inibição por Bacillus sp. 

F62. O isolado Cyl84 apresentou0345 comportamento intermediário (1,12) nesse screening, 

com taxa de inibição similar à média dos cinco isolados avaliados. Por outro lado, o isolado Cyl 

220 apresentou a maior taxa de crescimento (2,22) dentre os isolados no cultivo pareado. A 

média da velocidade de crescimento do controle foi 3,57, sem haver diferença estatística entre 

os isolados de “Cylindrocarpon” sp. 

No  antagonismo por compostos voláteis, não houve diferença estatisticamente 

significativa entre os IVCMs dos cinco isolados e o controle. Enquanto, a média de IVCM do 

controle foi de 3,58, no tratamento com compostos voláteis foi de 3,57. Além disso, os cinco 

isolados não diferiram entre si em relação ao IVCM (Tabela 2 e MS2). Em relação ao percentual 

de inibição do crescimento micelial, avaliado ao final do experimento após 21 dias de 

incubação, verificou-se que a inibição ocorreu principalmente no cultivo pareado. A inibição 

variou de 35,36% (Cyl220) a 73,67% (Cyl65) em relação ao controle no cultivo pareado, com 

média de 61,76%. Por outro lado, o antagonismo por compostos voláteis, apesar de não ter 

causado diferença IVCM em relação ao controle, promoveu uma redução no diâmetro do 

micélio fúngico variando de 2,86% (Cyl84) a 17,75% (Cyl220), com média de 10,66% (Tabela 

2). 
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Tabela 2. Índice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) e Percentual de inibição do 

crescimento micelial (PICM) de três isolados de “Cylindrocarpon” sp. no ensaio de 

antagonismo por compostos difusíveis e voláteis de Bacillus sp. F62. 

 

Isolados 
IVCM 

PICM* 
Controle           Cyl + Bac 

 Antagonismo por difusíveis  

Cyl 18 3,58 ± 0,08aA 0,89 ± 0,08bB 69,68% 

Cyl 220 3,60 ± 0,06 aA 2,22 ± 0,22bD 35,36% 

Cyl 84 3,54 ± 0,05aA 1,12 ± 0,17bC 61,09% 

Cyl 88 3,56 ± 0,05aA 0,85 ± 0,11bAB 69,00% 

Cyl 65 3,55 ± 0,05aA 0,66 ± 0,14bA 73,67% 

Média 3,57 ± 0,06aA 1,15 ± 0,14bC 61,76% 

 Antagonismo por voláteis 

Cyl 18 3,60 ± 0,07aA 3,61 ± 0,59aA 14,23% 

Cyl 220 3,62 ± 0,02aA 3,53 ± 0,59aA 17,75% 

Cyl 84 3,56 ± 0,06aA 3,54 ± 0,92aA 2,86% 

Cyl 88 3,55 ± 0,04aA 3,52 ±0,25aA 6,71% 

Cyl 65 3,56 ± 0,06aA 3,63 ± 0,36aA 11,73% 

Média 3,58 ± 0,05aA 3,57 ±0,54aA 10,66% 

* Calculado a partir dos dados de crescimento micelial no 21º dia de cultivo. 

Análise estatística foi realizada separadamente nos ensaios de antagonismo por compostos voláteis e difusíveis. 

Letras minúsculas iguais indicam que não houve diferença estatisticamente significativa entre os tratamentos 

Controle e Cyl + Bac através do teste t com p≤0,05. Letras maiúsculas iguais indicam que os isolados de 

“Cylindrocarpon” sp. não diferiram entre si através de ANOVA seguida de teste de Tukey com p≤0,05. 

 

 

No ensaio da germinação de conídios, o tratamento controle teve germinação média de 

94,07% (dados não apresentados). No tratamento Fungo + Bac houve inibição do percentual de 

germinação de conídios em relação ao controle de 98,47 (Cyl65), 74,84% (Cyl84), 67,36% 

(Cyl18), 57,59% (Cyl88) e 39,12% (Cyl220) (Figura 1). No tratamento Fungo + Filtrado houve 

uma redução no percentual de germinação de conídios de 78,86% (Cyl65), 72,96% (Cyl88), 

47,26% (Cyl 84), 46,42% (Cyl18) e 17,09% (Cyl 220) e em relação ao controle (Figura 1). 
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Figura 1. Percentual de Inibição na Germinação de Conídios (PIGC) de três isolados de “Cylindrocarpon” sp. em 

relação ao controle, em caldo BD, 24 horas após início do ensaio. Letras diferentes nos rótulos indicam que houve 

diferença estatisticamente significativa no teste de t, com 5% de significância. 

 

Comparando os tratamentos Fungo + Bac e Fungo + Filtrado, observa-se que a 

suspensão de Bacillus sp. F62 inibiu expressivamente a germinação conidial de quatro isolados 

fúngicos (Cyl84, Cyl18, Cyl220 e Cyl65) em relação ao tratamento com filtrado de cultura 

bacteriana. O efeito dos tratamentos Fungo + Bac e Fungo + Filtrado foram estatisticamente 

similares apenas para o isolado Cyl88 (Figura 1). 

 

4.3.2 Ensaio in vivo em estacas  

 

A inoculação com Bacillus sp. F62 apresentou um efeito na promoção do crescimento 

de estacas de SO4, com incremento de NBP e NT em relação ao controle. Outras respostas 

avaliadas tanto na parte aérea quanto nas raízes não foram influenciadas pela presença da 

bactéria. Diferentemente, Bacillus sp. F62 não desempenhou um papel expressivo na promoção 

do crescimento em estacas de Paulsen 1103 (Tabela 3). 

Para a realização do ensaio in vivo, foi selecionado o isolado Cyl84 que apresentou 

menor inibição no índice de crescimento micelial através de antagonismo de Bacillus sp. F62. 

As estacas de SO4 infectadas com o patógeno apresentaram respostas estatisticamente similares 

ao controle ao longo do período de avaliação do experimento (Tabela 3). Embora, o tratamento 

Bac + Cyl não tenha promovido incremento significativo das respostas mensuradas, a bactéria 

apresentou efeitos positivos na redução do reisolamento de “Cylindrocarpon” sp., de 91,3% no 
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tratamento Cyl para 65,8% no tratamento Bac + Cyl (diferença de 27,9%). 

Em estacas de Paulsen 1103, tanto o tratamento Bac quanto o tratamento Bac + Cyl não 

promoveram incremento das respostas CBP, NBP, NT, BT, MSA e MSR em relação ao controle 

(Tabela 3). Todavia, similarmente, ao observado em estacas de SO4, Bacillus sp. F62 reduziu a 

incidência de “Cylindrocarpon” sp., de 89,2% no tratamento Cyl para 80,0% no tratamento 

Bac + Cyl (diferença de 10,3%). 

Na comparação entre os porta-enxertos, verificou-se que as estacas de Paulsen 1103 

apresentaram melhor desenvolvimento da parte aérea, com destaque para as respostas CBP, 

NBP, NT, BT e MSA, enquanto o sistema radicular apresentou maior massa em estacas de SO4 

(MSR). Em relação ao percentual de reisolamento fúngico (RF), verificou-se que Bacillus sp. 

F62 promoveu redução no tratamento Bac + Cyl em relação ao tratamento Cyl, sendo de forma 

mais expressiva em estacas de SO4. Estacas de ambos os porta-enxertos demonstraram 

suscetibilidade estatisticamente iguais ao isolado de “Cylindrocarpon” sp., conforme Tabela 3. 
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Tabela 3. Respostas em estacas dos porta-enxertos de videira SO4 e Paulsen 1103: comprimento do broto primário (CBP), número de nós no broto 

primário (NBP), nós totais (NT), brotos totais (BT), massa seca da parte aérea (MSA), massa seca de raízes (MSR) e percentual de reisolamento 

fúngico (RF) em quatro tratamentos: Controle, Bacillus sp. F62 (Bac), Bacillus sp. F62 + “Cylindrocarpon” sp. (Bac + Cyl) e “Cylindrocarpon” 

sp. (Cyl). 

*Letras minúsculas iguais indicam que não houve diferença estatisticamente significativa no teste de Tukey com 5% de significância entre os tratamentos. Letras maiúsculas 

iguais indicam que não houve diferença estatisticamente significativa entre os porta-enxertos no teste de Tukey e na interação entre os fatores (tratamentos x porta-enxertos) 

através do teste de Bonferroni com 5% de significância. 

 

 

 

 

Tratamentos CBP 

(cm) 

NBP 

(cm) 

NT BT MSA 

                      (g) 

MSR 

(g) 

RF 

(%) 

 SO4 

Controle 222,0 ± 13,2aB 8,1 ± 0,3bB 8,8 ± 0,3bB 1,2 ± 0,0aB 2,2 ± 0,2aB 2,1 ± 0,1aA 0,0 ± 0,0cD 

Bac 299,5 ± 7,7aB 10,5 ± 0,2aB 11,5 ± 0,3aB 1,2± 0,0aB 2,3 ± 0,1aB 2,4± 0,1aA 0,0 ± 0,0cD 

Bac + Cyl 270,8 ±14,5aB 8,8 ± 0,3abB 9,4 ± 0,4abB 1,1± 0,0aB 2,6 ± 0,2aB 2,3± 0,1aA 65,8 ± 2,1bC 

Cyl 257,7 ± 15,7aB 8,2 ± 0,4bB 8,3 ± 0,4bB 1,0± 0,0aB 2,3 ± 0,1aB 2,0± 0,1aA 91,3 ± 1,1aA 

 Paulsen 1103 

Controle 342,3 ± 7,8abA 12,7 ± 0,3abA 13,9 ± 0,3abA 1,3 ± 0,0aA 1,6 ± 0,1aA 1,4 ± 0,1aB 0,0 ± 0,0cD 

Bac 375,5 ± 8,1aA 13,5 ± 0,3aA 15,7 ± 0,3aA 1,4 ± 0,0aA 1,7 ± 0,1aA 1,7 ± 0,1aB 0,0 ± 0,0cD 

Bac + Cyl 295,3 ± 10,8bcA 11,5 ± 0,4bA 13,2 ± 0,4bA 1,3 ± 0,0aA 1,9 ± 0,1aA 1,7 ± 0,1aB 80,0 ± 1,9bB 

Cyl 266,3 ± 7,4cA 11,2 ± 0,3bA 12,8 ± 0,3bA 1,3 ± 0,0aA 1,7 ± 0,1aA 1,6 ± 0,1aB 89,2 ± 1,6aA 
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4.3.3 Ensaio in vivo em mudas micropropagadas 

 

Em mudas micropropagadas de SO4, Bacillus sp. F62 apresentou efeito significativo 

sobre ΔFol1, ΔCompr1, ΔFol2, ΔCompr2 e MSA, ou seja, promoveu um incremento da parte 

aérea das mudas tanto na aclimatização quanto no período posterior, em casa de vegetação. 

Além disso, a massa de raízes (MSR), também, teve valor significativo em relação ao controle 

(Tabela 4). No tratamento Bac + Cyl, observou-se aumento de ΔCompr1, ΔFol2, ΔCompr2 e 

MSR em relação ao tratamento Cyl, indicando que Bacillus sp. F62 minimizou os impactos 

negativos decorrentes da infecção de “Cylindrocarpon” sp. As respostas ΔFol2, ΔCompr2 e 

MSR no tratamento Cyl foram inferiores ao Controle. Além disso, verificou-se redução do 

reisolamento fúngico de 66,7% no tratamento Cyl para 42,1% no tratamento Bac + Cyl (redução 

de 36,9%) (Tabela 4). 

Mudas micropropagadas de Paulsen 1103 tiveram seu crescimento significativamente 

promovido por Bacillus sp. F62, com aumento de ΔFol1, ΔFol2, ΔCompr2, MSA e MSR em 

relação ao Controle (Tabela 4). Já no tratamento Bac + Cyl, verificou-se um incremento de 

ΔCompr1 e MSR, demonstrando o papel da bactéria na promoção do crescimento inclusive em 

porta-enxertos infectados com “Cylindrocarpon” sp. Somado a isso, foi verificada uma redução 

no percentual de reisolamento do “Cylindrocarpon” sp., no tratamento Cyl, verificou-se 81,9% 

de incidência do fitopatógeno, enquanto no tratamento Bac + Cyl, o percentual foi de 52,4% 

(diferença de 36,1% na incidência da doença). 

No comparativo entre os porta-enxertos, verificou-se que as mudas micropropagadas de 

SO4 apresentaram as respostas ΔCompr2 e MSA superiores em relação às mudas de Paulsen 

1103, porém ΔFol1 foi inferior em mudas SO4. As respostas ΔCompr1, ΔFol2, MSR e RF 

apresentaram interação na análise entre porta-enxertos e tratamentos. Mudas de SO4 não 

diferiram das mudas de Paulsen 1103 em relação ao ΔFol2, com exceção do controle que foi 

superior em SO4. De forma similar, ΔCompr1 não diferiu entre os porta-enxertos nos 

tratamentos Bac + Cyl e Cyl, porém mudas de SO4 tratadas com Bacillus sp. F62 apresentaram 

comprimento superior a mudas de Paulsen 1103. Por outro lado, mudas de SO4 apresentaram 

menor MSR que mudas de Paulsen 1103, exceto no tratamento Bac que foi estatisticamente 

similar as respostas verificadas em Paulsen 1103. Já, em relação ao RF, ambos os porta-enxertos 

demonstraram comportamentos similares, embora tenha sido verficada maior incidência de 

“Cylindrocarpon” sp. em Paulsen 1103. 
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Tabela 4. Respostas em mudas micropropagadas dos porta-enxertos de videira SO4 e Paulsen: variação no número de folhas em 30 dias (ΔFol1), 

variação no comprimento da parte aérea em 30 dias (ΔCompr1), variação no número de folhas em 160 dias (ΔFol2), variação no comprimento da 

parte aérea em 160 dias (ΔCompr2), massa seca da parte aérea (MSA), massa seca de raízes (MSR) e percentual de reisolamento fúngico (RF) em 

quatro tratamentos: Controle, Bacillus sp. F62 (Bac), Bacillus sp. F62 + “Cylindrocarpon” sp. (Bac + Cyl) e “Cylindrocarpon” sp. (Cyl). 

*Letras minúsculas iguais indicam que não houve diferença estatisticamente significativa no teste de Tukey com 5% de significância entre os tratamentos. Letras maiúsculas 

iguais indicam que não houve diferença estatisticamente significativa entre os porta-enxertos no teste de Tukey e na interação entre os fatores (tratamentos x porta-enxertos) 

através do teste de Bonferroni com 5% de significância.

Tratamentos ΔFol1 ΔCompr1 

      (cm) 

ΔFol2 ΔCompr2 

               (cm) 

MSA 

                   (g) 

MSR 

                (g) 

RF 

(%) 

 SO4 

Controle 2,1 ± 0,1bB 13,4 ± 0,6bcC 14,6 ± 0,5bB 669,3 ± 14,4bA 3,3 ± 0,1bA 2,6 ± 0,2bB 0,0 ± 0,0Dc 

Bac 2,5 ± 0,1aB 22,6 ± 0,9aA 16,8 ± 0,6aA 735,0 ± 16,1aA 4,0 ± 0,1aA 3,8 ± 0,1aA 0,0 ± 0,0Dc 

Bac + Cyl 2,0 ± 0,1bB 14,8 ± 0,6bC 14,9 ± 0,5abB 684,3 ± 14,9abA 3,2 ± 0,1bA 2,5 ± 0,2bB 42,1 ± 2,5Cb 

Cyl 1,8 ± 0,1bB 11,2 ± 0,5cC 12,3 ± 0,5cC 596,2 ± 16,5cA 3,3 ± 0,1bA 1,5 ± 0,1cB 66,7 ± 2,2Ba 

 Paulsen 1103 

Controle 2,8 ± 0,2bA 17,1 ± 1,1aB 11,0 ± 0,6bC 294,3 ± 11,0bB 1,7 ± 0,1bB 3,0 ± 0,1bA 0,0 ± 0,0Dc 

Bac 3,9 ± 0,3aA 16,9 ± 0,7aB 16,6 ± 1,0aA 387,2 ± 15,2aB 2,3 ± 0,1aB 4,2 ± 0,1aA 0,0 ± 0,0Dc 

Bac + Cyl 3,0 ± 0,2bA 15,8 ± 0,8aC 13,6 ± 0,8bB 303,8 ± 11,5bB 1,8 ± 0,1bB 3,9 ± 0,1aA 52,4 ± 2,5Cb 

Cyl 2,8 ± 0,2bA 11,3 ± 0,5bC 11,4 ± 0,6bC 291,3 ± 11,1bB 1,6 ± 0,1bB 2,6 ± 0,1bA 81,9 ± 1,6Aa 
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4.4 DISCUSSÃO 

 

No ensaio in vitro de antagonismo por compostos difusíveis, verificou-se uma 

significativa redução no índice de crescimento micelial de “Cylindrocarpon” sp.  De forma 

semelhante, estudos desenvolvidos por Alfonzo et al. (2009) indicaram que diferentes linhagens 

de B. subtilis inibiram o crescimento in vitro de quatro fungos fitopatogênicos na videira 

(Phaeoacremonium aleophilum, Phaemoniella chlamydospora, Fomitiporia mediterranea e 

Lasiodiplodia theobromae). Ferreira et al. (1991) obtiveram redução de 88% no crescimento 

micelial in vitro de Eutypa lata empregando uma linhagem de B. subtilis isolada em ferimentos 

de poda na videira.  

Taxas de inibição no crescimento de fungos causadores da morte descendente na videira 

superiores a 50% foram verificadas por Wicaksono et al. (2017), no antagonismo por difusíveis, 

empregando as bactérias Pseudomonas sp. I2R21 e Burkholderia sp. W6R12A e W4R11. O 

percentual máximo de inibição (64,7%) foi verificado empregando Pseudomonas sp. I2R21 no 

biocontrole de Diplodia seriata. Resultados similares foram reportados por Santos et al. (2016) 

que verificaram inibição do crescimento micelial de 31,9% a 40,9% em Dactylocnetria 

macrodidyma (um dos agentes causadores do pé-preto na videira), empregando produtos 

comerciais contendo B. subtilis (Rizos® e Rizolyptus®). Outro estudo avaliando a ação de 19 

linhagens bacterianas pertencentes aos gêneros Pantoea, Pseudomonas, Curtobacterium e 

Bacillus sobre o crescimento de fungos causadores de doenças de tronco em videiras 

(Lasidiodiplodia theobromae, Neofusicoccum parvum e Schizophyllum commune) demonstrou 

inibição variando de 2,5% a 81,5%, com média de 24,9% no cultivo pareado (Rezgui et al., 

2016). 

O antagonismo por compostos voláteis de Bacillus sp. F62 foi pouco expressivo neste 

estudo, não diferindo estatisticamente do controle. Diferentemente, Santos et al. (2016) 

verificaram inibição do crescimento micelial por B. subtilis variando de 37% a 69% em 

Dactylonectria macrodidyma. Wicaksono et al. (2017), também reportaram inibição do 

crescimento micelial por compostos voláteis superior a 30% em Neofusicoccum ribis 

empregando três isolados de Pseudomonas sp. W1R33, W7R11 e W7R13, atingindo inibição 

máxima de 50%. Muito embora não tenha sido verificada inibição no crescimento micelial 

foram detectadas anormalidades fisiológicas no micélio condizentes com as observações de 

Chaurasia et al. (2005) que reportaram lise de hifas, vacuolização e granulação de estruturas 

miceliais em Fusarium oxysporum induzidas por compostos voláteis e difusíveis de B. subtilis.  

No ensaio de germinação de conídios, a inibição ocorreu através da suspensão e do 
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filtrado da cultura de Bacillus sp. F62, com algumas diferenças entre os diferentes isolados de 

“Cylindrocarpon” sp.  Sotoyama et al. (2016) verificaram que B. amyloliquefaciens IUMC7 

apresentou atividade antagonista em suspensão de conídios de F. oxysporum f. sp. lycopersici e 

que o sobrenadante da cultura bacteriana, contendo metabólitos, inibiu o alongamento e gerou 

anormalidades no tubo germinativo. Além disso, o antagonismo de B. amyloliquefaciens LBM 

5006 sobre a germinação de conídios e o desenvolvimento do tubo germinativo em Aspergillus 

spp., Fusarium spp. e Bipolaris sorokiniana foi reportado por Benitez et al. (2010). De forma 

semelhante, Cao et al. (2012) verificaram que B. subtilis linhagem SQR 9 inibiu o crescimento 

micelial e a germinação de conídios de F. oxysporum f. sp. cucumerinum. 

Metabólitos produzidos por B. subtilis, como a bacilomicina D, causam injúrias severas 

à membrana, parede celular das hifas e esporos fúngicos. Estudos desenvolvidos por Romero 

et al. (2007) demonstraram que lipopolipeptídeos como a iturina e a fengicina produzidos por 

B. subtilis reduziram a germinação de conídios de míldio em Podosphaera fusca. Gong et al. 

(2014) estudaram o efeito da bacilomicina purificada em conídios e verificaram 96,63% de 

inibição sobre a germinação de esporos e 98,10% sobre a esporulação de Aspergillus flavus. 

No ensaio in vivo foi verificada promoção do crescimento em estacas de SO4, enquanto 

em Paulsen 1103 não houve efeito significativo no tratamento com Bacillus sp. F62. 

Diferentemente, Santos et al. (2016) verificaram um aumento no comprimento do broto 

primário e no número de nós no broto primário em videiras cv. Merlot enxertadas sobre Paulsen 

1103 com um ano de idade, quando tratadas com B. subtilis em relação ao controle. No entanto, 

os autores detectaram redução no número de nós totais, brotos totais, massa seca das raízes e 

da parte aérea. Essas diferentes respostas podem ser decorrentes da interação bactéria-planta 

hospedeira que envolve o processo de reconhecimento e interações específicas, como a 

produção de exsudatos que está vinculada à colonização da rizosfera e do rizoplano (Lugtenberg 

& Kamilova, 2009). Além disso, a composição do exsudato depende da exposição a situações 

de estresse, do genótipo e do estádio de desenvolvimento da planta (Haichar et al., 2008).  

Os porta-enxertos de videira Paulsen 1103 e SO4 apresentaram diferentes respostas nos 

ensaios in vivo devido às suas características genéticas e fisiológicas. Enquanto SO4 é um porta-

enxerto oriundo do cruzamento V. berlandieri x V. riparia, caracterizado pelo médio vigor; 

Paulsen 1103 é proveniente do cruzamento V. berlandieri x V. rupestris e apresenta alta vigor 

(Ollat et al., 2016). Ademais, o crescimento e o desenvolvimento do sistema radicular dos porta-

enxertos não dependem apenas do genótipo, mas também das condições ambientais, 

características físico-químicas do solo, fatores climáticos e interações com outros micro-

organismos (Kocsis et al., 2016).  
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Outro fator que influencia na promoção do crescimento em diferentes espécies é a forma 

como Bacillus spp. coloniza raízes, visto que ela pode se desenvolver em toda a superfície ou 

em algumas células rizodermais, estabelecendo-se como microcolônias ou biofilmes. Além 

disso, a taxa de crescimento bacteriano e a capacidade de a bactéria migrar para a parte aérea 

da planta, devido a sua característica endofítica, são outros fatores envolvidos nas diferentes 

respostas expressas em plantas (Hallmann & Berg, 2007; Compant et al., 2010). 

No ensaio com mudas micropropagadas, tanto Paulsen 1103 quanto SO4 apresentaram 

efeitos positivos no crescimento quando tratados Bacillus sp. F62. Similarmente, estudos 

desenvolvidos por Nain et al. (2012) demonstraram que B. subtilis linhagem RM-2 teve efeitos 

positivos sobre a germinação de sementes, massa fresca e seca, área foliar, comprimento da 

parte aérea e de raízes, além de um incremento na produtividade em feijão. Lopez-Valdez et al. 

(2011) também verificaram promoção do crescimento, com incremento no comprimento de 

raízes, na massa fresca e seca das raízes e da parte aérea um mês após a inoculação de B. subtilis 

em girassol. A promoção do crescimento promovida por Bacillus spp. ocorre pelo aumento na 

absorção de nutrientes, decréscimo na produção de etileno e estímulo à biossíntese de 

fitormônios como ácido 3-indolacético e ácido giberélico (Shafi et al., 2017). Enquanto, o ácido 

3-indolacético desempenha um importante papel na emissão de raízes adventícias, o ácido 

giberélico atua em combinação com auxinas no alongamento da planta e na formação de gemas 

foliares (Srivastava, 2002). 

A inoculação com Bacillus sp. F62 apresentou efeito positivo inclusive em plantas 

infectadas com “Cylindrocarpon” sp., muito embora a promoção do crescimento tenha sido 

menos expressiva que em plantas sadias. Sabe-se que a composição de exsudatos nas raízes de 

plantas é potencialmente influenciada por fitopatógenos, o que pode ter afetado a atividade da 

bactéria (Compant et al., 2010). Para uma eficiente colonização radicular, os micro-organismos 

patogênicos e não patogênicos devem competir entre si por espaço e para suprir seus 

requerimentos nutricionais (Shafi et al., 2017).  

Em relação ao biocontrole, Bacillus sp. F62 possibilitou redução no reisolamento de 

“Cylindrocarpon” sp. em estacas de Paulsen 1103 e SO4. Santos et al. (2016) também 

verificaram redução no percentual de reisolamento de D. macrodidyma, variando de 17,87% a 

40,32% em videiras com um ano de idade cv. Merlot enxertadas em Paulsen 1103. Em mudas 

micropropagadas, verificou-se que a inoculação com Bacillus sp. F62 reduziu a incidência de 

“Cylindrocarpon” sp. em ambos os porta-enxertos avaliados. Similarmente, Baumgartner & 

Warnock (2006) verificaram que B. subtilis promoveu inibição do crescimento de Armillaria 

mellea, causador da podridão de raízes em videira. No entanto, resultados a campo indicaram 
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que os tratamentos não preveniram a infecção, mas podem auxiliar no controle e na manutenção 

da produtividade em videiras doentes. Outro estudo desenvolvido em ferimentos de poda de 

videira das cultivares Merlot e Chenin blanc demonstrou o antagonismo de B. subtilis sobre os 

fungos N. australe, N. parvum, D. seriata, L. theobromae, E. lata, P. chlamydospora e P. 

viticola, com baixa incidência desses fungos em reisolamento realizado oito meses após início 

do ensaio (Kotze et al., 2011). Ainda, corroborando nossos resultados, Rezgui et al. (2016) 

reportaram que B. subtilis B6 inibiu a porcentagem de necrose ocasionada por N. parvum em 

35% quando comparado a estacas controle de videira cv. Muscat d’Italie enxertadas em Paulsen 

1103, inoculadas apenas com o fungo fitopatogênico.  

O mecanismo de ação fungicida envolve a formação de poros na membrana e na parede 

celular fúngica e a desintegração de organelas e ácidos nucleicos (Zhao et al., 2013). Além 

disso, bactérias promotoras de crescimento de plantas produzem sideróforos, enzimas líticas 

(β-1,3-glucanases, quitinases, etc.) e enzimas oxidativas que reduzem o crescimento de 

fitopatógenos presentes na rizosfera (Van Loon & Bakker, 2005). As enzimas oxidativas são 

responsáveis por mudanças estruturais na célula: a fenilalanina amônia-liase (PAL) desempenha 

um importante papel na produção de lignina e de flavonoides; a polifenol oxidase (PPO) atua 

na ativação do sistema de defesa contra fitopatógenos e na catálise em reações oxidativas em 

compostos fenólicos (Shafi et al., 2017). 

Diferentes estudos têm demonstrado uma relação positiva entre a aplicação de Bacillus 

spp. e a indução de resistência contra micro-organismos fitopatogênicos. Akram & Anjum 

(2011) investigaram o mecanismo de ação de B. fortis e B. subtilis contra Fusarium em tomates 

e verificaram um aumento na concentração das enzimas fenilalanina amônia-liase, polifenol 

oxidase e peroxidase envolvidas na resistência sistêmica. O emprego de suspensão de B. subtilis 

em ginseng induziu a formação de periderme nos ferimentos em raízes desafiadas com C. 

destructans (Jang et al., 2011). Resultados similares foram obtidos por Gupta et al. (2000) 

empregando filtrado de B. subtilis linhagem FZB-G que atuou na transdução de sinal e na 

ativação de genes relacionados à defesa em tomateiros. 

A ativação de mecanismos de defesa é o principal efeito de rizobactérias na supressão 

de doenças em plantas (Iniguez et al., 2005). Além disso, modificações químicas e estruturais 

estão envolvidas na redução da infecção por fitopatógenos como o aumento na deposição de 

parede celular, obstrução de espaços intercelulares e de células epidermais com compostos 

osmofílicos que dificultam a colonização fúngica (Shafi et al., 2017). Dessa forma, diferentes 

mecanismos de ação de Bacillus sp. atuam na redução da incidência de fitopatógenos.  
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Em síntese, Bacillus sp. F62 auxiliou na promoção do crescimento principalmente em 

mudas micropropagadas e promoveu o biocontrole in vitro e in vivo de “Cylindrocarpon” sp. 

em estacas e mudas micropropagadas, tanto em Paulsen 1103 quanto em SO4. Dessa forma, 

Bacillus sp. F62 se caracteriza como potencial bioagente a ser utilizado na produção de mudas 

de videira, visando tanto à proteção contra “Cylindrocarpon” sp. quanto à promoção de 

crescimento de plantas. Além disso, outros estudos devem ser conduzidos para avaliar a indução 

de resistência em mudas de videira e compreender, de forma mais ampla, os mecanismos de 

ação deste bioagente na proteção ao desenvolvimento do pé-preto. 
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4.6 MATERIAL SUPLEMENTAR (MS1) 

 

   

   

 

Gráfico do diâmetro micelial de isolados de “Cylindrocarpon” sp., ao longo dos 21 dias de incubação em meio 

BDA, no ensaio de antagonismo por compostos difusíveis em dois tratamentos distintos: controle e Cyl + Bac. 

  

0,00

10,00

20,00

30,00

40,00

50,00

60,00

70,00

80,00

90,00

100,00

1 2 3 4 5 7 10 14 21

M
yc

el
ia

l d
ia

m
et

er
 (

m
m

) 

Days

Cyl18

0,00

10,00

20,00

30,00

40,00

50,00

60,00

70,00

80,00

90,00

1 2 3 4 5 7 10 14 21

M
yc

el
ia

l d
ia

m
et

er
 (

m
m

) 

Days

Cyl88

0,00

10,00

20,00

30,00

40,00

50,00

60,00

70,00

80,00

90,00

100,00

1 2 3 4 5 7 10 14 21

M
yc

el
ia

l d
ia

m
et

er
 (

m
m

) 

Days

Cyl84

0,00

10,00

20,00

30,00

40,00

50,00

60,00

70,00

80,00

90,00

1 2 3 4 5 7 10 14 21

M
yc

el
ia

l d
ia

m
et

er
 (

m
m

) 

Days

Cyl65

0,00

10,00

20,00

30,00

40,00

50,00

60,00

70,00

80,00

90,00

100,00

1 2 3 4 5 7 10 14 21

M
yc

el
ia

l d
ia

m
et

er
 (

m
m

) 

Days

Cyl220



59 

  

4.7 MATERIAL SUPLEMENTAR (MS2) 

 

   

   

 

Gráfico do diâmetro micelial de isolados de “Cylindrocarpon” sp., ao longo dos 21 dias de incubação em meio 

BDA, no ensaio de antagonismo por compostos voláteis em dois tratamentos distintos: controle e Cyl + Bac. 
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5. CAPÍTULO 2 

 

Bacillus sp. F62 no biocontrole de Fusarium sp. e na promoção do  

crescimento do porta-enxerto de videira SO4  

 

Alessandra Russi, Marcus André Kurtz Almança, Daniel Santos Grohs, Joséli Schwambach 

 

Resumo 

 

A fusariose é uma doença fúngica que afeta a viticultura, causando significativas perdas 

econômicas. Além disso, seu agente causador Fusarium sp. tem sido associado ao declínio e 

morte de videiras. O presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial antagonístico de 

Bacillus sp. linhagem F62 sobre o crescimento micelial e a germinação de conídios de quatro 

isolados de Fusarium sp., bem como a promoção do crescimento e o biocontrole do 

fitopatógeno em estacas e mudas micropropagadas do porta-enxerto SO4 (Vitis berlandieri x 

Vitis riparia). No ensaio in vitro, foi avaliado o antagonismo de Bacillus sp. F62 através de 

compostos difusíveis e de compostos voláteis, além do percentual de germinação de conídios 

em meio contendo suspensão bacteriana ou filtrado de seus metabólitos. No ensaio in vivo, 

estacas e mudas micropropagadas foram submetidas a diferentes tratamentos: Controle, Bac, 

Bac + Fus e Fus. A inibição do crescimento micelial ocorreu através dos difusíveis (inibição de 

51,30%), enquanto compostos voláteis não apresentaram efeito significativo. Em relação à 

germinação de conídios, tanto o tratamento com suspensão bacteriana quanto o filtrado inibiram 

a germinação. Nos ensaios in vivo, verificou-se a ação de Bacillus sp. F62 na promoção do 

crescimento em estacas e mudas micropropagadas de SO4 e no biocontrole de Fusarium sp., 

com redução do percentual de reisolamento fúngico de 17,6% em estacas e 52,4% em mudas 

micropropagadas. Os resultados demonstram o potencial de Bacillus sp. F62 no 

desenvolvimento vegetal e no biocontrole in vitro e in vivo de Fusarium sp. no porta-enxerto 

SO4. 

 

Palavras-chave: Bioagente, Fusariose, Vitis sp., Controle biológico  

 

5.1 INTRODUÇÃO 

 

A fusariose da videira é causada pelo fungo de solo Fusarium spp. Schlecht. que causa 

apodrecimento de raízes e murchamento de plantas, afetando principalmente regiões vitícolas 

de clima quente (Dean et al., 2012; Compant et al., 2013). Além disso, o fungo tem sido 

associado ao declínio e morte precoce de videiras (Halleen et al., 2003; Garrido et al., 2004; 

Waite et al., 2015), gerando perdas significativas à viticultura. 

O fungo F. oxysporum f. sp. herbemontis Tochetto foi detectado pela primeira vez no 

Brasil, em 1954, em Vitis labrusca (Sônego et al., 2005). Na Austrália, F. oxysporum causou 
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podridão radicular e diminuição do volume de raízes que resultaram em brotações fracas e 

tardias, bem como na baixa produtividade de vinhedos (Highet & Nair, 1995). Na África do 

Sul, Fusarium sp. foi isolado de mudas de videira em viveiros apresentando sintomas de 

declínio (Halleen et al., 2003). F. oxysporum também foi detectado em viveiros na Polônia 

(Król, 2006) e no Egito (Ziedan et al., 2011). 

O gênero Fusarium infecta as videiras através de ferimentos em raízes, causando o 

murchamento da planta, escurecimento longitudinal dos ramos, amarelecimento e 

desprendimento de folhas (Sônego et al., 2005; Dean et al., 2012). Ao penetrar no sistema 

vascular das plantas, o fungo provoca o bloqueio do xilema, podendo causar a morte da planta 

pela obstrução do transporte de água e nutrientes (Eljounaidi et al., 2016). 

O controle da fusariose baseia-se no emprego de porta-enxertos resistentes (Sônego et 

al., 2005) e no uso de defensivos químicos, os quais podem causar danos ao meio ambiente e à 

saúde humana, além de contribuir para a seleção de espécies resistentes de fitopatógenos 

(Boubakri et al., 2015; Kejela et al., 2017). Ademais, Fusarium spp. produz estruturas de 

resistência que podem persistir no solo por longos períodos, dificultando o controle da doença 

(Yadeta & Thomma, 2013). 

O emprego de rizobactérias endofíticas como Bacillus spp. representa uma alternativa 

no controle da fusariose. O mecanismo de ação dessa bactéria envolve a promoção do 

crescimento e da produtividade de culturas (Ahemad & Kibret, 2014; Eljounaidi et al., 2016; 

Shafi et al., 2017) e o biocontrole de fitopatógenos (Compant et al., 2013; Boubakri et al., 2015; 

Clemente et al., 2016). Sendo este último baseado na competição por espaço e nutrientes, bem 

como pela síntese de antibióticos e pela indução da resistência no hospedeiro (Tokpah et al., 

2016).  

Resultados positivos no biocontrole de Fusarium sp. na videira foram obtidos 

empregando Streptomyces spp. (Ziedan et al., 2010) e Pseudomonas fluorescens (Ziedan & El-

Mohamedy, 2008; Svercel et al., 2010). Similarmente, foram relatados efeitos antagonísticos 

de B. subtilis em F. oxysporum f. sp. lentis (El-Hassan & Gowen, 2006), Bacillus sp. e 

Burkholdeira sp. em F. circinatum em Pinus (Soria et al., 2012), B. subtilis em F. oxysporum f. 

sp. lycopersici (Ramyabharathi et al., 2016), Pseudomonas sp. em F. oxysporum em café 

(Kejela et al., 2017). Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar a ação antagonística de 

Bacillus sp. linhagem F62 no biocontrole in vitro e in vivo de Fusarium sp. bem como o 

potencial bacteriano na promoção do crescimento do porta-enxerto SO4 (Vitis berlandieri x V. 

riparia). 
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5.2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

5.2.1 Agente de controle biológico e isolados fúngicos  

 

No ensaio in vitro foram utilizados quatro isolados de Fusarium sp. (FusA93-09, FusA44-

11, FusA49-10 e FusA12-15) provenientes da micoteca do Laboratório de Controle Biológico 

de Doenças de Plantas da Universidade de Caxias do Sul. Os conídios foram obtidos de colônias 

cultivadas por 14 dias em meio BDA (Batata-Dextrose-Ágar), a 25ºC e fotoperíodo de 12 horas. 

As placas foram lavadas com água destilada e autoclavada e a suspensão obtida foi ajustada em 

105 conídios.mL-1, com adição de Tween 20. 

O agente de biocontrole Bacillus sp. linhagem F62, proveniente do Laboratório de 

Fitopatologia da Universidade de Caxias do Sul, foi incubado em 100 mL de caldo BD (Batata-

Dextrose), a 27ºC, durante 24 horas em um agitador orbital. Em seguida, as células foram 

centrifugadas a 12.000g durante 10 minutos, sendo o precipitado celular reservado e o 

sobrenadante descartado. 

 

5.2.2 Ensaio de antagonismo in vitro: crescimento micelial 

 

O efeito de Bacillus sp. F62 sobre o crescimento micelial foi avaliado em dois ensaios 

distintos, empregando delineamento inteiramente casualizado. O ensaio de cultivo pareado 

consistiu na inoculação de um disco de 6 mm de diâmetro de micélio fúngico com 10 dias no 

centro de uma placa de Petri contendo meio BDA. Decorridas 24 horas, foram adicionados 

25 µL de suspensão de Bacillus sp. F62 (106 UFC.mL-1) em quatro pontos equidistantes. O 

ensaio de inibição compostos voláteis consistiu no emprego de duas placas de Petri, contendo 

meio BDA, sobrepostas e seladas com parafilme. No centro da placa superior foi inoculado um 

disco de 6 mm de diâmetro de ágar coletado de cultura fúngica com 10 dias e na placa inferior 

foi espalhado 100 µL de suspensão de células de Bacillus sp. F62 (106 UFC.mL-1). As placas 

foram incubadas a 25ºC, no escuro, durante 21 dias. Foram efetuadas medições ortogonais do 

diâmetro das colônias diariamente na primeira semana e, posteriormente, no 10° e 14° dia. Para 

avaliar o percentual de inibição do crescimento micelial utilizou-se como referência o 

tratamento controle contendo apenas o fungo, sem adição da suspensão bacteriana. Em ambos 

os testes, foram realizadas 10 replicatas para cada isolado fúngico e para o controle. Os dados 

obtidos foram utilizados no cálculo do Índice de velocidade de crescimento micelial (IVCM), 

conforme fórmula de Maguire (1962), adaptada por Oliveira (1991) sendo, portanto, IVCM = 
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∑(D-Da)/N, onde, D = diâmetro médio atual da colônia; Da = diâmetro médio da colônia do 

dia anterior; N = número de dias após a inoculação. 

 

5.2.3 Ensaio de antagonismo in vitro: germinação de conídios 

 

Para investigar a ação de Bacillus sp. F62 sobre a germinação de conídios dos isolados 

fúngicos, a bactéria foi cultivada durante 48 h em caldo BD (200 g.L-1 de caldo de batata e 

20 g.L-1 de dextrose) a 28°C, em agitador a 150 rpm. Posteriormente, a cultura foi centrifugada 

a 3.500xg por 5 min a 23°C. O pellet bacteriano foi lavado três vezes com água estéril e 

ressuspendido em solução NaCl 0,85% e a concentração bacteriana foi ajustada para 

105 UFC.mL-1. O filtrado livre de células foi obtido do sobrenadante do cultivo bacteriano após 

filtragem em membrana de 0,22 µm. A germinação de conídios foi realizada em frascos 

contendo 50 mL de caldo BD, em agitador orbital a 130 rpm, a 28ºC, durante 24 horas, em três 

diferentes tratamentos para cada isolado: Controle = 105 conídios.mL-1; Fungo + Bac = 105 

conídios.mL-1 + 105 UFC.mL-1 de suspensão bacteriana; Fungo + Filtrado = 105 conídios.mL-1 

+ 10 mL de filtrado bacteriano. O experimento foi realizado em triplicata. Decorridas 24 horas 

do início do ensaio, a contagem de conídios foi realizada em hemocitômetro, empregando-se 

10 µL da suspensão. Foram considerados germinados os conídios que apresentavam pelo menos 

o dobro do tamanho original e foi calculado o percentual de germinação em relação ao controle. 

 

5.2.4 Ensaio in vivo em estacas  

 

Material vegetativo do porta-enxerto SO4 foi coletado na Embrapa Uva e Vinho, Bento 

Gonçalves, RS e mantido em câmara fria durante 60 dias. Estacas com aproximadamente 30 

cm de comprimento, 12 mm de diâmetro e três gemas foram selecionadas para o experimento. 

A gema basal e a apical foram mantidas; a intermediária foi removida. Após hidratação em água 

destilada e autoclavada durante 24 horas, as estacas foram submetidas a tratamento com água 

quente, conforme descrito por Gramaje (2016). Em seguida, as estacas foram dispostas em 

câmara de forçagem a 28ºC e 70% de umidade relativa, durante 15 dias. Posteriormente, as 

estacas foram aclimatadas a temperatura ambiente, durante cinco dias e transferidas para tubetes 

contendo 250 mL de substrato autoclavado (turfa sphagnum 90% e vermiculita 10%) e adição 

de 5 g.L-1 de fertilizante de liberação controlada (5 a 6 meses). 

Para o ensaio in vivo foi selecionado o isolado FusA49-10, que apresentou 

comportamento intermediário no antagonismo por Bacillus sp. F62. A suspensão com 
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5.105 conídios.g-1 de substrato foi preparada de acordo com Santos et al. (2016) e a bactéria foi 

inoculada na concentração 104 UFC.g-1 de substrato. Após plantio em tubete e transferência 

para estufa, 30 estacas de cada porta-enxerto foram submetidas a quatro tratamentos distintos, 

com aplicação de 10 mL de suspensão no substrato: Controle = água destilada e autoclavada; 

Bac = Bacillus sp. F62 (1º e 14º dias); Bac + Fus = Bacillus sp. F62 (1º e 14º dias) e FusA49-

10 (7º dia) + Fus = FusA49-10 (7° dia).  

O experimento foi mantido em casa de vegetação durante 160 dias conforme descrito 

por Gramaje et al. (2016). Decorrido esse período, foram mensurados o comprimento do broto 

primário (CBP), número de nós do broto primário (NBP), número de brotos totais (BT), número 

de nós totais (NT), massa seca da parte aérea (MSA) e das raízes (MSR). A massa seca foi 

determinada após secagem do material vegetal em ventilação forçada a 60°C, até obtenção de 

massa constante. O reisolamento de patógenos foi realizado empregando-se oito fragmentos do 

colo das estacas distribuídos em duas placas de Petri. A desinfestação e incubação dos 

fragmentos de estacas foram realizadas conforme Santos et al. (2016). 

 

5.2.5 Ensaio in vivo em mudas micropropagadas 

 

Inicialmente foram coletadas brotações de estacas de SO4 previamente submetidas a 

tratamento com água quente. Na desinfestação, os brotos foram imersos em álcool 70% (v/v) 

durante 1 minuto, em hipoclorito de sódio 1% (v/v), contendo 0,02% (v/v) de Tween 20, durante 

20 minutos e lavados três vezes por imersão em água estéril. Os propágulos foram inoculados 

em tubos de ensaio contendo 12 mL de meio MS/2 (Murashige & Skoog, 1962), suplementado 

com 30 g.L-1 de sacarose, 6 g.L-1 de ágar, 1 mg.L-1 de BAP (6-benzilaminopurina) e o pH foi 

ajustado para 5,8. Os explantes foram submetidos a dois subcultivos e as plântulas foram 

enraizadas em meio MS/2, suplementado com 15 g.L-1 de sacarose, 6 g.L-1 de ágar e 0,1 µg.L-

1 de ANA (ácido α-naftalenoacético). O crescimento foi realizado a 25 °C ± 2 °C, 70% de 

umidade relativa, com fotoperíodo de 16 horas e intensidade luminosa de 72 µmol.m-2s-1 

proveniente de lâmpadas fluorescentes. Plântulas com aproximadamente quatro folhas e 

sistema radicular bem desenvolvido foram transferidas para copos plásticos contendo 180 mL 

de substrato autoclavado (turfa sphagnum 90% e vermiculita 10%) e aclimatizadas durante 30 

dias a 23-28 °C, umidade relativa superior a 60% e intensidade luminosa de 400 µmol.m-2s-1.  

O ensaio in vivo com mudas micropropagadas de SO4 foi realizado em triplicata com 

20 repetições por tratamento e o delineamento foi inteiramente casualizado. As concentrações 

de Bacillus sp. e Fusarium sp. foram iguais às empregadas no experimento com estacas. As 
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plântulas, imediatamente após transferência para aclimatização, foram submetidas a quatro 

tratamentos, com aplicação de 4 mL de suspensão no substrato: Controle = água destilada e 

autoclavada; Bac = Bacillus sp. F62 (1° e 14° dias); Bac + Fus = Bacillus sp. F62 (1° e 14° 

dias) + FusA49-10 (7º dia) e Fus = FusA49-10 (7º dia).  

As replicatas de cada ensaio foram avaliadas em três períodos distintos: início do ensaio; 

30 dias depois: determinação da variação do número de folhas (ΔFol1) e da variação 

comprimento da parte aérea (ΔCompr1); 160 dias depois: medição da variação do número de 

folhas (ΔFol2), variação do comprimento da parte aérea (ΔCompr2), massa seca da parte aérea 

(MSA), massa seca de raízes (MSR) e percentual de reisolamento fúngico (RF). 

 

5.2.6 Análise estatística 

 

Os tratamentos dos ensaios in vitro foram comparados através do teste t com p≤0,05. Os 

isolados fúngicos foram comparados entre si através de ANOVA, seguido de comparação de 

média por teste de Tukey com p≤0,05. Para os ensaios in vivo, o teste de Kolmogorov-Smirnov 

foi usado para avaliar a normalidade dos dados. Posteriormente, os dados normais foram 

submetidos à Análise de Variância (ANOVA), seguido de teste de Tukey com p≤0,05, utilizando 

programa de estatística SPSS® 22.0.  

 

5.3 RESULTADOS 

 

5.3.1 Ensaio de antagonismo in vitro 

 

Dos quatro isolados de Fusarium sp. avaliados no ensaio de antagonismo in vitro 

verificou-se Índice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) médio de 5,10 para o 

controle no ensaio de antagonismo por compostos difusíveis. Esses mesmos isolados fúngicos 

submetidos ao tratamento com Bacillus sp. F62 em cultivo pareado, apresentaram redução no 

índice em relação ao controle, com média de IVCM de 2,05 (Tabela 1). 

O crescimento micelial e o IVCM em cultivo pareado foi reduzido significativamente 

em relação ao controle e variou entre os isolados de 1,47 (FusA44-11) a 2,72 (FusA93-09), 

enquanto o Percentual de inibição do crescimento micelial (PICM) em relação ao controle 

apresentou valor médio de 51,30% (Tabela 1 e Material suplementar 1).  
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Tabela 1. Índice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) e Percentual de inibição do 

crescimento micelial (PICM) de quatro isolados de Fusarium sp. no ensaio de antagonismo por 

compostos difusíveis e voláteis de Bacillus sp. F62. 

 

Isolados 
IVCM 

PICM* 
Controle  Fus + Bac 

 Antagonismo por difusíveis  

FusA93-09 5,12 ± 0,12aA 2,72 ± 0,27bA 35,35% 

FusA44-11 5,28 ± 0,09aA 1,47 ± 0,34bC 63,62% 

FusA49-10 5,16 ± 0,11aA 1,81 ± 0,88bBC 56,42% 

FusA12-15 5,10 ± 0,22aA 2,15 ± 0,30bAB 49,84% 

Média 5,10 ± 0,12a 2,05 ± 0,42b 51,30% 

 Antagonismo por voláteis 

FusA93-09 5,11 ± 0,13aA 4,99 ± 0,97aB 0% 

FusA44-11 5,27 ± 0,10aA 5,38 ± 0,14aA 0% 

FusA49-10 5,06 ± 0,11aA 4,94 ± 018aB 0% 

FusA12-15 5,09 ± 0,24aA 4,97 ± 0,34aB 7,15% 

Média 5,13 ± 0,14a 5,07 ± 0,41a 1,78% 

* Calculado a partir dos dados de crescimento micelial no 14º dia de cultivo. 

Análise estatística foi realizada separadamente nos ensaios de antagonismo por compostos voláteis e difusíveis. 

Letras minúsculas iguais indicam que não houve diferença estatisticamente significativa entre os tratamentos 

Controle e Fus + Bac através do teste t com p≤0,05. Letras maiúsculas iguais indicam que os isolados de Fusarium 

sp. não diferiram entre si através de ANOVA seguida de teste de Tukey com p≤0,05. 

 

No ensaio de compostos voláteis, os quatro isolados submetidos ao tratamento controle 

apresentaram IVCM médio de 5,13, enquanto, no tratamento com compostos voláteis de 

Bacillus sp. F62 verificou-se IVCM médio de 5,07, não havendo diferença estatisticamente 

significativa entre os tratamentos (Tabela 1 e Material suplementar 2). O percentual de inibição 

do crescimento micelial (PICM) determinado no último dia de avaliação do ensaio foi nulo para 

três isolados de Fusarium sp. e apenas FusA12-15 sofreu inibição de 7,15% em seu diâmetro 

em relação ao controle. Apesar do antagonismo por compostos voláteis não ter sido 

significativo, esses compostos sintetizados por Bacillus sp. F62 induziram anormalidades na 

estrutura micelial dos isolados fúngicos avaliados (Figura 1A-B). 

 

A 

B 

A B 
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Figura 1. Crescimento micelial de Fusarium sp. isolado FusA49-10, no décimo quarto dia de crescimento, em 

condições de antagonismo por compostos difusíveis (A) e compostos voláteis (B) 

 

No ensaio de germinação de conídios, o controle apresentou germinação média de 

90,74% esporos fúngicos após 24 horas do início do ensaio (dado não apresentado). No 

tratamento Fungo + Bac, os quatro isolados diferiram estatisticamente do controle, com 

percentual de inibição de germinação em relação ao controle variando entre 29,77% para 

FusA49-10 e 69,99% para FusA12-15 (Figura 2).  

No tratamento Fungo + Filtrado, observou-se redução no PIGC em todos os isolados, 

com redução entre 16,82% (FusA93-09) a 62,23% (FusA12-15). Além disso, nos isolados 

FusA12-15 e FusA49-10 não houve diferença estatisticamente significativa entre os 

tratamentos Fungo + Bac e Fungo + Filtrado (Figura 2). 

 

 

Figura 2. Percentual de Inibição da Germinação de Conídios (PIGC) de quatro isolados de Fusarium sp. em relação 

ao controle, em caldo BD, 24 horas após início do ensaio. 

*Letras iguais indicam que não houve diferença estatisticamente significativa no teste t, com 5% de significância. 
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5.3.2 Ensaio in vivo em estacas  

 

No ensaio in vivo, o tratamento com Bacillus sp. F62 em estacas de SO4 teve um efeito 

estatisticamente significativo em CBP, NBP e NT, enquanto as demais respostas BT, MSR e 

MSA não diferiram estatisticamente do controle (Tabela 2).  

Para o ensaio de biocontrole in vivo foi selecionado o isolado FusA49-10 que apresentou 

comportamento intermediário no antagonismo por Bacillus sp. F62. No tratamento Bac + Fus, 

o bioagente proporcionou um aumento em CBP, NBP e MSA em relação ao tratamento Fus, 

minimizando os sintomas negativos de Fusarium sp. no porta-enxerto. Além disso, houve uma 

redução de 17,6% no reisolamento de Fusarium sp. em fragmentos da base de estacas (de 75,8% 

em Fus para 62,5% em Bac + Fus). 

 

5.3.3 Ensaio in vivo em mudas micropropagadas 

 

Em mudas micropropagadas de SO4, verificou-se um aumento significativo de 

ΔCompr1, ΔFol2, ΔCompr2 e MSR, no tratamento Bac; enquanto as respostas ΔFol1 e MSA 

não diferiram estatisticamente do controle (Tabela 3). Por outro lado, as plantas submetidas ao 

tratamento Fus apresentaram as respostas ΔFol1, ΔCompr2 e MSA inferiores àquelas 

verificadas no controle, em decorrência da suscetibilidade à fusariose do porta-enxerto SO4. 

O tratamento Bac + Fus promoveu aumento de todas as respostas avaliadas (ΔFol1, 

ΔFol2, ΔCompr1, ΔCompr2, MSA e MSR) em relação ao tratamento Fus. Ademais, houve uma 

redução no percentual de reisolamento de Fusarium sp. de 59,9% no tratamento Fus para 28,5% 

no tratamento Bac + Fus (diferença de 52,42%) (Tabela 3). 
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Tabela 2. Respostas em estacas do porta-enxerto de videira SO4: comprimento do broto primário (CBP), número de nós no broto primário (NBP), 

nós totais (NT), brotos totais (BT), massa seca da parte aérea (MSA), massa seca de raízes (MSR) e percentual de reisolamento fúngico (RF), em 

quatro tratamentos distintos: Controle, Bacillus sp. F62 (Bac), Bacillus + Fusarium sp. (Bac + Fus) e Fusarium sp. (Fus). 

*Letras iguais indicam que não houve diferença estatisticamente significativa no teste de Tukey, com 5% de significância. 

 

 

Tabela 3. Respostas em mudas micropropagadas do porta-enxerto de videira SO4: variação no número de folhas em 30 dias (ΔFol1), variação no 

comprimento da parte aérea em 30 dias (ΔCompr1), variação no número de folhas em 160 dias (ΔFol2), variação no comprimento da parte aérea 

em 160 dias (ΔCompr2), massa seca da parte aérea (MSA), massa seca de raízes (MSR) e percentual de reisolamento fúngico (RF), em quatro 

tratamentos distintos: Controle, Bacillus sp. F62 (Bac), Bacillus + Fusarium sp. (Bac + Fus) e Fusarium sp. (Fus). 

 

Tratamentos ΔFol1 ΔCompr1 

(cm) 

ΔFol2 ΔCompr2 

(cm) 

MSA 

(g) 

MSR 

(g) 

RF 

(%) 

Controle 2,3 ± 0,1a 10,9 ± 0,3c 12,7 ± 0,3bc 592,9 ± 9,0b 3,6 ± 0,1a 1,7 ± 0,1c 0,0 ± 0,0c 

Bac 2,6 ± 0,1a 23,4 ± 1,0 a 16,6 ± 0,6a 680,7 ± 13,2a 3,8 ± 0,1a 3,5 ± 0,1a 0,0 ± 0,0c 

Bac + Fus 2,3 ± 0,1a 15,9 ± 0,5b 13,7 ± 0,3b 617,7 ± 12,1b 3,5 ± 0,1a 2,7 ± 0,1b 28,5 ± 2,4b 

Fus 1,3 ± 0,1b 10,9 ± 0,5c 11,2 ± 0,2c 511,6 ± 14,2c 2,9 ± 0,1b 1,3 ± 0,1c 59,9 ± 2,7a 

*Letras iguais indicam que não houve diferença estatisticamente significativa no teste de Tukey, com 5% de significância.

Tratamentos CBP 

(cm) 

NBP 

(cm) 

NT BT MSA 

(g) 

MSR 

(g) 

RF 

(%) 

Controle 222,0 ± 12,9bc 8,1 ± 0,3bc 8,8 ± 0,3b 1,2 ± 0,4a 2,2 ± 0,2a 2,1 ±0,1ab 0,0 ± 0,0c 

Bac 299,5 ±7,7a 10,5 ± 0,2a 11,5 ± 0,3a 1,2 ± 0,4a 2,3 ± 0,1a 2,4 ± 0,1a 0,0 ± 0,0c 

Bac + Fus 258,5 ± 8,7ab 9,7 ± 0,2ab 10,0 ± 0,3ab 1,1 ± 0,3a 2,3 ± 0,2a 2,0 ± 0,1ab 62,5 ± 2,1b 

Fus 185,0 ± 7,1c 7,4 ± 0,2c 8,2 ± 0,3b 1,0 ± 0,3a 1,1 ± 0,1b 1,6 ± 0,1b 75,8 ± 1,5a 
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5.4 DISCUSSÃO 

 

No corrente estudo, foi verificada significativa ação antagonística in vitro de Bacillus 

sp. linhagem F62 no cultivo pareado. Similarmente, Zhang et al. (2009) avaliaram o potencial 

antagonístico de 22 linhagens de B. subtilis sobre o crescimento micelial de F. oxysporum e F. 

graminearum e verificaram que todas as linhagens inibiram o crescimento micelial em relação 

ao controle de F. oxysporum (17 a 48%) e F. graminearum (10 to 32%). Soria et al. (2012) 

estudaram o efeito de quatro linhagens de B. subtilis e uma linhagem de Burkholderia no 

controle in vitro de F. circinatum e verificaram que metabólitos termostáveis reduziram a taxa 

de crescimento de alguns isolados fúngicos em mais de 50%. Os antibióticos produzidos por B. 

subtilis EPCO 16, também, inibiram o crescimento micelial de F. oxysporum f. sp. lycopersici 

em 44,44% no cultivo pareado (Ramyabharathi et al., 2016).  

Corroborando nossos resultados, Ziedan et al. (2010) verificaram que sete linhagens de 

Streptomyces spp. apresentaram atividade antagonística contra F. oxysporum em cultivo 

pareado, com destaque para Streptomyces alni que promoveu maior inibição do crescimento 

fúngico e ocasionou má formação e lise de hifas. Em outro estudo, Pseudomonas sp. linhagem 

pf4 inibiu o crescimento micelial de Colletotrichum gloeosporioides em 41,67% e de F. 

oxysporum em 48,14% (Manjunatha et al., 2012). Posteriormente, Kejela et al. (2017) 

avaliaram 40 isolados de Pseudomonas sp. e verificaram que o isolado PT11 apresentou 

inibição de 70% no controle de C. gloeosporioides e de 72% em F. oxysporum em cultivo 

pareado. 

No presente estudo não foi verificada redução no crescimento micelial por compostos 

voláteis no ensaio in vitro. Diferentemente, Santos et al. (2016) verificaram inibição no 

crescimento micelial variando de 29,5% a 69,1% em Dactylonectria macrodidyma por 

compostos voláteis de B. subtilis e Wicaksono et al. (2017) observaram inibição ≥30% no 

crescimento de espécies botriosferiáceas empregando compostos voláteis sintetizados por três 

linhagens distintas de Pseudomonas sp. Embora, não tenha sido detectada inibição no 

crescimento micelial no antagonismo por compostos voláteis, foram observadas anormalidades 

no desenvolvimento fúngico em relação ao controle. De forma similar, Chaurasia et al. (2005) 

reportaram alterações no micélio e em hifas de Alternaria alternata, Cladosporium oxysporum, 

F. oxysporum e Pythium afertile decorrentes da produção de compostos voláteis e difusíveis por 

B. subtilis. 
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Em relação à germinação de conídios, verificou-se que o emprego de suspensão 

bacteriana e o filtrado da cultura promoveram inibição na germinação de esporos de Fusarium 

sp. Similarmente, estudos conduzidos por Sotoyama et al. (2016) demostraram que tanto a 

suspensão de B. amyloliquefaciens IUMC7 quanto o filtrado da cultura bacteriana inibiram a 

germinação de conídios de F. oxysporum f. sp. lycopersici. Boubakri et al. (2015) confirmaram 

o efeito inibitório de B. subtilis linhagens Bs1 e Bs2 sobre o crescimento in vitro de Botrytis 

cinerea através de metabólitos filtrados, porém de forma menos expressiva que a inibição 

empregando células bacterianas. Os autores reportaram, ainda, que as linhagens Bs1 e Bs2 não 

inibiram a germinação de conídios de Plasmopara viticola em discos foliares de videira da cv. 

Chardonnay. 

Diversos outros estudos descreveram o potencial de do filtrado da cultura bacteriana e 

seus metabólitos na inibição da germinação de conídios. Zhang et al. (2009) verificaram que 

metabólitos produzidos por dez linhagens de B. subtilis promoveram inibição de germinação 

de macroconídios com redução de 20% a 48% da germinação em F. oxysporum e de 14% a 32% 

em F. graminearum em relação ao controle. Benitez et al. (2010) observaram que B. 

amyloliquefaciens LBM 5006 reduziu a germinação de conídios e ocasionou o desenvolvimento 

anormal do tubo germinativo em Aspergillus spp., Fusarium spp. e Bipolaris sorokiniana. Cao 

et al. (2012) reportaram que o uso B. subtilis SQR 9 inibiu germinação de conídios de F. 

oxysporum f. sp. cucumerinum. Resultados semelhantes foram verificados por Gong et al. 

(2014) que estudaram o efeito do metabólito bacilomicina em conídios e verificaram 96,63% 

de inibição sobre a germinação de esporos e 98,10% sobre a esporulação de Aspergillus flavus. 

No ensaio em estacas de SO4, Bacillus sp. F62 apresentou efeito significativo na 

promoção do crescimento. Similarmente, Santos et al. (2016) reportaram um aumento no 

comprimento do broto primário (CBP) e no número de nós no broto primário (NBP) em videiras 

cv. Merlot enxertadas sobre Paulsen 1103 com um ano de idade quando tratadas com B. subtilis 

em relação ao controle. No entanto, os autores detectaram redução no número de nós totais 

(NT), brotos totais (BT), massa seca das raízes e da parte aérea (MSA e MSR). Por outro lado, 

Toffanin et al. (2016) avaliaram o efeito da bactéria promotora de crescimento Azospirillum 

brasilense Sp245 no enraizamento de estacas de SO4 e verificaram um incremento do número 

de raízes e da biomassa total quando tratadas na etapa de hidratação e antes da enxertia. No 

entanto, estacas tratadas durante a hidratação e após a forçagem não apresentaram aumento de 

biomassa estatisticamente significativo. Essa diferença nos resultados pode ser decorrente da 

forma pela qual se deu a colonização dos tecidos, da linhagem bacteriana empregada nos 

experimentos e da interação planta-bactéria.   
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No ensaio com plantas micropropagadas foi verificado efeito positivo de Bacillus sp. 

F62 sobre o crescimento de SO4, inclusive em mudas infectadas com Fusarium sp. De forma 

semelhante, Ziedan et al. (2010) verificaram um incremento na produtividade em videiras cv. 

Superior empregando a bactéria promotora de crescimento Streptomyces associada ao 

biofertilizante Rhizobacterin, que contém Klebsiella planticola linhagem BIM B-161. 

Similarmente, Hao et al. (2017) avaliaram o efeito de Paenibacillus sp. linhagem B2 em plantas 

micropropagadas de SO4 e no biocontrole em coinoculação com o nematoide Xiphinema index 

e verificaram aumento na biomassa de raízes, sendo que essa promoção do crescimento não foi 

afetada pela coinoculação com o nematoide. 

Resultados semelhantes foram obtidos empregando bactérias promotoras de 

crescimento em outras culturas. El-Hassan & Gowen (2006) verificaram ação antagonística de 

B. subtilis sobre F. oxysporum f. sp. lentis, tanto na aplicação em sementes quanto no solo, além 

de elevação da massa seca em plantas de lentilha. Ramyabharathi et al. (2016) verificaram altas 

taxas de germinação, aumento do comprimento de brotações e raízes ao realizar tratamento em 

sementes de tomate com B. subtilis EPCO 16. Além disso, Kejela et al. (2017) reportaram 

promoção do crescimento, elevação na taxa de germinação, redução na incidência de doenças 

e aumento na atividade de enzimas relacionadas à defesa em café, após tratamento com 

Pseudomonas linhagem PT11. 

Em estudo realizado em estacas de videira cv. Sauvignon blanc submetidas a 

tratamentos com Pseudomonas sp., Burkholderia sp. e Serratia sp. através de aspersão no solo 

ou inóculo em ferimentos no tronco, verificou-se presença de Pseudomonas sp. linhagem I2R21 

em ramos 3 cm acima do ferimento dois meses após a inoculação (Wicaksono et al., 2017). Por 

outro lado, os demais endófitos não conseguiram colonizar estacas quando inoculados no solo, 

tendo sobrevivido por até quatro semanas após a inoculação. De acordo com Balmer et al. 

(2012), barreiras físicas como a parede celular, toxinas antimicrobianas e outros mecanismos 

de defesa podem dificultar o estabelecimento e a migração de endófitos. No entanto, as bactérias 

empregadas no estudo foram isoladas da planta mãnuka (Leptospermum scoparium), sendo a 

videira, nesse caso, um hospedeiro heterólogo. Isso sugere que diferentes espécies ou isolados 

bacterianos apresentam diferentes habilidades de colonização do hospedeiro (Hardoim et al., 

2008; Wicaksono et al., 2017). 

Diferentes efeitos sobre a promoção do crescimento podem ser decorrentes da forma 

pela qual se deu a colonização bacteriana, visto que o sistema radicular não é colonizado 

uniformemente. Esse padrão distinto de colonização está associado à liberação diferenciada de 

exsudatos pela planta, taxa de crescimento das rizobactérias e interações bactéria-hospedeiro 
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(Benizri et al., 2001; Compant et al., 2010).  Além disso, a composição de exsudatos varia com 

o genótipo, condições de estresse, estádio de desenvolvimento da planta e até mesmo interação 

com a microbiota natural do solo (Haichar et al., 2008). Todos esses fatores influenciam no 

modo como a bactéria coloniza as raízes e como, posteriormente, ocorre a migração para os 

tecidos internos. Após o estabelecimento em tecidos vegetais, a comunidade endofítica 

apresenta caráter dinâmico, sendo influenciada por características físico-químicas do solo, fase 

de desenvolvimento da planta, condições fisiológicas e ambientais (Mercado-Blanco & 

Lugtemberg, 2014). Aliado a isso, bactérias endofíticas possuem relação mais intensa com o 

hospedeiro do que rizobactérias (Rosenblueth & Martínez-Romero, 2006). 

Em relação ao biocontrole de Fusarium sp. pode-se dizer que diferentes níveis de 

inibição fúngica podem ser decorrentes da virulência do fitopatógeno, da colonização 

bacteriana e do mecanismo de ação e de produção de metabólitos antifúngicos por diferentes 

espécies de Bacillus (Shafi et al., 2017). Além disso, para que o fitopatógeno ocasionar a 

infecção é necessário o reconhecimento das raízes do hospedeiro, a penetração das hifas, a 

degradação de barreiras físicas, a proliferação de hifas, a adaptação às respostas de defesa da 

planta e, ainda, a secreção de fitotoxinas (Di Pietro et al., 2003).  

A infecção por fitopatógenos altera o padrão de liberação de exsudatos influenciando a 

colonização bacteriana (Compant et al., 2010) e, com isso, o mecanismo de ação de endófitos 

que envolve a síntese de enzimas líticas, antibióticos e sideróforos os quais inibem o 

desenvolvimento e o processo de infecção dos fitopatógenos (Van Loon & Bakker, 2005). É 

importante que endófitos apresentem diferentes mecanismos de ação sobre fitopatógenos a fim 

de evitar resistência. Assim, caso uma forma de biocontrole não seja tão eficaz, haverá 

mecanismos distintos para impedir ou minimizar a infecção (Eljounaidi et al., 2016). 

No presente estudo, comprovou-se a capacidade de Bacillus sp. F62 atuar no biocontrole 

de Fusarium sp., através na inoculação em solo, em estacas e mudas micropropagadas de SO4. 

Diferentemente, Baumgartner & Warnock (2006), verificaram que a aplicação no solo de B. 

subtilis, B. lentimorbus, Comamonas testosteroni, Pseudomonas aeruginosa e P. mendocina em 

videiras Cabernet Sauvignon enxertadas em 110R (V. berlandieri × V. rupestris) não controlou 

a podridão de raízes causada por Armillaria mellea. Contudo, plantas sintomáticas tratadas com 

as bactérias apresentaram maior produtividade e rendimento. Wicaksono et al. (2017) avaliaram 

o efeito de Pseudomonas sp. I2R21 e W1R33 no biocontrole das espécies botriosferiáceas 

Neofusicoccum luteum e N. parvum em estacas de videira cv. Sauvignon blanc e verificaram 

redução do comprimento de lesões causadas pelo patógeno de 32% a 52% em relação ao 

controle. 
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A eficácia do gênero Bacillus no biocontrole de Fusarium spp. foi relatada em diversas 

culturas. El-Hassan & Gowen (2006) verificaram atividade antagonística de B. subtilis com 

redução superior a 70% da incidência de F. oxysporum f. sp. lentis empregando o agente de 

biocontrole no tratamento do solo e de sementes na cultura da lentilha. Zhang et al. (2009) 

verificaram que oito linhagens de B. subtilis reduziram a severidade da infecção por F. 

oxysporum e F. graminearum em soja, quando inoculadas em sementes ou no solo. No 

tratamento de sementes, houve de 43 a 63% de redução na severidade da doença, 18% de 

aumento na altura das plantas e 19% de aumento da massa seca de raízes em relação ao controle. 

No tratamento do solo, a redução na severidade da doença foi superior atingindo 74%, além 

disso, houve aumento do comprimento das plantas em até 23% e da massa seca de raízes em 

até 24%. Ramyabharathi et al. (2016) verificaram que a inoculação de formulação líquida B. 

subtilis linhagem EPCO16 em sementes de tomateiros, a inoculação no solo e a aspersão foliar 

permitiram a redução na incidência de F. oxysporum f. sp. lycopersici em até 68,42%. 

De forma geral, pode-se afirmar que Bacillus sp. F62 demonstrou ação antagonística in 

vitro sobre quatro isolados de Fusarium sp. obtidos de videiras sintomáticas reduzindo o 

crescimento micelial e a germinação de conídios. Ensaios in vivo demonstraram que a bactéria 

apresenta potencial de redução da incidência de Fusarium sp. e na promoção do crescimento, 

principalmente, em mudas do porta-enxerto SO4 obtidas através de micropropagação. Sendo 

assim, Bacillus sp. F62 tem potencial aplicação como bioagente no auxílio do controle do 

desenvolvimento da fusariose no porta-enxerto suscetível SO4. 
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5.6 MATERIAL SUPLEMENTAR (MS1) 

 

 

 

 

 

Gráfico do diâmetro micelial de isolados de Fusarium sp., ao longo dos 14 dias em meio BDA, no ensaio de 

antagonismo por compostos difusíveis em dois tratamentos distintos: controle e Fus + Bac. 

 

0,00

10,00

20,00

30,00

40,00

50,00

60,00

70,00

80,00

90,00

1 2 3 4 5 7 10 14

M
yc

el
ia

l d
ia

m
et

er
 (

m
m

)

Days

FusA93-09

0,00

10,00

20,00

30,00

40,00

50,00

60,00

70,00

80,00

90,00

1 2 3 4 5 7 10 14

M
yc

el
ia

l d
ia

m
et

er
 (

m
m

)

Days

FusA44-11

0,00

10,00

20,00

30,00

40,00

50,00

60,00

70,00

80,00

90,00

100,00

1 2 3 4 5 7 10 14

M
yc

el
ia

l d
ia

m
et

er
 (

m
m

)

Days

FusA49-10

0,00

10,00

20,00

30,00

40,00

50,00

60,00

70,00

80,00

90,00

1 2 3 4 5 7 10 14

M
yc

el
ia

l d
ia

m
et

er
 (

m
m

)

Days

FusA12-15



80 

  

5.7 MATERIAL SUPLEMENTAR (MS2) 

 

 

 

 

 

Gráfico do diâmetro micelial de isolados de Fusarium sp., ao longo dos 14 dias em meio BDA, no ensaio de 

antagonismo por compostos voláteis em dois tratamentos distintos: controle e Fus + Bac. 
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6. DISCUSSÃO GERAL 

 

A viticultura brasileira vem sofrendo sérios problemas nos últimos anos, com destaque 

para o declínio e morte precoce de videiras que tem afetado principalmente vinhedos jovens, 

levando à erradicação de plantas que estariam no início da fase produtiva. A baixa 

disponibilidade de novas áreas destinadas à viticultura, somada às restrições impostas pelo novo 

Código Florestal limitam significativamente os locais adequados para a implantação de 

vinhedos. Além disso, área vitícolas antigas necessitam de um manejo adequado, visto que 

muitas vezes apresentam resíduos culturais infectados ou, até mesmo, altas concentrações de 

cobre dificultando a sobrevivência da videira. 

Levando em consideração essas limitações, o produtor necessita não somente de 

material vegetativo com qualidade fitossanitária, mas também, de todo um aparato tecnológico 

para assegurar que seus investimentos na viticultura apresentem rentabilidade. Para isso, as 

mudas adquiridas precisam estar preparadas para resistir às condições ambientais adversas 

existentes nos vinhedos. 

Os fungos associados a doenças de tronco e raízes são considerados patógenos 

agressivos cujo controle químico é significativamente caro, impactante e ineficaz, 

representando um entrave para a viticultura (Gramaje & Armengol, 2011). Nesse contexto, o 

desenvolvimento de tecnologias que possibilitem um controle preventivo desses fitopatógenos 

é uma alternativa interessante. O tratamento de mudas com agentes de biocontrole, previamente 

ao seu plantio a campo, pode contribuir para promover o crescimento das plantas e torná-las 

menos suscetíveis a infecções fúngicas. 

O gênero Bacillus está entre as principais bactérias antagonistas empregadas em estudos 

visando à promoção do crescimento em plantas, bem como, ao biocontrole de diferentes agentes 

fitopatogênicos (Eljounaidi et al., 2016; Shafi et al., 2017). Bacillus sp. destaca-se por ser uma 

bactéria natural de solo, apresentar altas taxas de multiplicação, ser resistente a condições 

ambientais adversas, possuir amplo espectro de biocontrole e produzir endósporos de 

resistência (Castillo et al., 2013; Shafi et al., 2017). 

Considerando o potencial de Bacillus spp., este trabalho teve como objetivo avaliar o 

efeito de Bacillus sp. linhagem F62 no controle da fusariose e do pé-preto na videira. Dessa 

forma, diferentes ensaios foram conduzidos in vitro e in vivo em dois porta-enxertos de 

importância econômica para a viticultura brasileira. A ação antagonística de Bacillus sp. F62 

sobre Fusarium sp. e “Cylindrocarpon” sp. foi inicialmente avaliada in vitro; tendo sido 

demonstrado o potencial da bactéria na inibição do crescimento micelial e na inibição da 
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germinação de conídios desses fitopatógenos. Diferentemente de outros estudos, a rizobactéria 

não demonstrou antagonismo através de compostos voláteis, muito embora, metabólitos 

difusíveis tenham sido secretados em meio de cultura, ocasionando má-formação de hifas, 

alterações miceliais e halos de inibição, condizentes com dados obtidos por Chaurasia et al. 

(2005). Assim, iniciou-se a etapa seguinte do estudo para verificar se ação bacteriana 

apresentada in vitro era mantida em ensaios in vivo. Resultados contraditórios in vitro e in 

planta foram relatados em outros estudos (Xiao et al., 2002; Ghazalibiglar et al., 2016) e podem 

estar relacionados à disponibilidade diferenciada de nutrientes, a qual influencia a produção de 

antibióticos pela bactéria (Wicaksono et al., 2017). Além disso, o biocontrole pode ser afetado 

pela extensão e pela intensidade da colonização bacteriana (Roberts et al., 2005). 

Nesse contexto, decidiu-se realizar o experimento in vivo simulando a inoculação de 

Bacillus sp. F62 em mudas de videira dentro do padrão ideal de qualidade requerido pelo 

mercado, seja através de mudas produzidas em viveiros que passam por etapas de enxertia de 

mesa, forçagem e aclimatação; ou ainda, através de plantas oriundas de cultivo in vitro. Para 

garantir maior sanidade do material vegetal empregado no experimento e impedir que o efeito 

de outros agentes fitopatogênicos pré-existentes pudessem interferir no experimento, realizou-

se tratamento com água quente do material vegetativo coletado a campo. Esse tratamento 

consiste na imersão de estacas em água quente a aproximadamente 50 ºC durante 30 minutos 

(Gramaje, 2016), tendo sua eficácia sido validada para as cultivares e condições brasileiras 

(Lerin et al., 2017).  

No experimento in vivo realizado com estacas dos porta-enxertos, foi realizada a 

inoculação de Bacillus sp. F62 após a aclimatização de estacas saídas da forçagem, no momento 

do transplantio e diretamente no substrato. Dentre os isolados de “Cylindrocarpon” sp. e 

Fusarium sp. testados in vitro, foi selecionado um isolado de cada fitopatógeno com 

comportamento mediano no screening realizado para avaliar a inibição de Bacillus sp. F62. 

Estacas de Paulsen 1103 tratadas com a suspensão bacteriana não apresentaram efeito 

estatisticamente significativo no crescimento e vigor. Diferentemente, estacas de SO4 tiveram 

incremento no desenvolvimento, conforme reportado por outros autores (Santos et al., 2016; 

Toffanin et al., 2016). Por outro lado, o tratamento com a rizobactéria reduziu o percentual de 

reisolamento de “Cylindrocarpon” sp. em 27,8% em SO4 e em 10,3% em Paulsen 1103. Assim, 

pode-se dizer que os porta-enxertos responderam de forma distinta à inoculação com o 

“Cylindrocarpon” sp., sendo que a incidência da doença foi superior em SO4, assim como o 

biocontrole demonstrado por Bacillus sp. linhagem F62. Além disso, no tratamento preventivo 

das estacas seguido da inoculação do patógeno, o material vegetativo de SO4, diferentemente 



83 

  

de Paulsen 1103, apresentou um incremento estatisticamente significativo do desenvolvimento 

das plantas. 

Esses diferentes níveis de inibição fúngica de um mesmo isolado fitopatogênico em 

diferentes porta-enxertos é provavelmente decorrente da interação bactéria-planta hospedeira. 

O padrão de liberação de exsudatos pelos porta-enxertos, assim como o mecanismo de 

colonização bacteriana podem influenciar o modo pelo qual se dá o estabelecimento da bactéria 

nos tecidos internos da planta e, posteriormente, na forma pela qual ocorrerá a inibição do 

fitopatógeno (Haichar et al., 2008; Compant et al., 2013). 

Além disso, os porta-enxertos apresentam diferentes características morfológicas, 

agronômicas e genéticas. SO4 é um porta-enxerto oriundo do cruzamento V. berlandieri x V. 

riparia, caracterizado pelo médio vigor, resistência à seca e a solos com alto teor de alumínio, 

bom pegamento da enxertia, rápido desenvolvimento, sensibilidade à fusariose e ao 

dessecamento da ráquis (Silva, 2008; Camargo et al., 2011; Ollat et al., 2016). Já, Paulsen 1103 

é proveniente do cruzamento V. berlandieri x V. rupestris, apresenta alta vigor, fácil 

enraizamento, boa pega de enxertia e afinidade com diversas cultivares de copa, além de alta 

resistência ao míldio, fusariose e filoxera nas raízes (Camargo et al., 2011).Vale ressaltar que o 

crescimento e o desenvolvimento do sistema radicular dos porta-enxertos não dependem apenas 

do genótipo, mas também de condições ambientais, características físico-químicas do solo, 

fatores climáticos e interações com outros micro-organismos (Kocsis et al., 2016). Assim, as 

condições de realização dos experimentos podem ter induzido diferentes respostas nos porta-

enxertos. 

Diferentemente, o tratamento com Bacillus sp. F62 em estacas de SO4 desafiadas com 

Fusarium sp. reduziu o percentual de reisolamento fúngico em 17,6%, indicando que no mesmo 

porta-enxerto o potencial de ação da bactéria foi superior no controle da fusariose do do que no 

controle do pé-preto. Tal resultado pode ser decorrente da interação agente de biocontrole-

fitopatógeno que afeta o processo de colonização, infecção e reprodução desses micro-

organismos. Além disso, a competição por espaço e nutrientes ou a biossíntese de substâncias 

antimicrobianas pela bactéria podem ter afetado mais intensamente o isolado de Fusarium sp. 

avaliado neste estudo (Castillo et al., 2013; Santos et al., 2015). Ademais, o agente de 

biocontrole pode agir através da indução da resistência no hospedeiro (Tokpah et al., 2016), ou 

ainda, através da produção de enzimas líticas como quitinases, glucanases, proteases, etc. 

(Leelasphakul et al., 2008; Lanna Filho et al., 2010). 

O ensaio in vivo foi realizado, também, em mudas micropropagadas de ambos os porta-

enxertos. O material vegetativo para estabelecimento in vitro foi obtido de estacas submetidas 
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à tratamento com água quente (Gramaje, 2016) e mantidas em casas de vegetação em condições 

fitossanitárias adequadas. Esses explantes foram micropropagados a fim de obter uma 

população de plantas homogêneas e sadias (Cid & Teixeira, 2014). Nesse ensaio houve 

significativa promoção do crescimento em ambos os porta-enxertos, diferentemente dos 

resultados observados em estacas desses porta-enxertos. Isso pode ter ocorrido em virtude da 

maior concentração de reservas nutricionais e fitormônios em estacas que contribuem para o 

enraizamento (Facchinello, 1994; Nogueira et al., 2007), tornando o efeito de Bacillus sp. F62 

menos perceptível que em mudas micropropagadas. Além disso, o efeito da bactéria promotora 

de crescimento pode ser mais facilmente visualizado em cultivares de copa (Vitis vinifera) do 

que em porta-enxertos, visto que estes últimos tendem a apresentar maior vigor.  

A ação de Bacillus sp. F62 na promoção de crescimento ocorreu tanto na parte aérea 

quanto em raízes de ambos os porta-enxertos. Em Paulsen 1103 foi verificado um incremento 

significativo do número de folhas e da massa seca de parte aérea, enquanto em SO4 observou-

se maior comprimento da parte aérea, o qual se manteve ao longo do período de avaliação do 

experimento. Ambos os porta-enxertos apresentaram aumento da massa seca de raízes. Dessa 

forma, pode-se dizer que foram observados diferentes comportamentos dos porta-enxertos 

quando tratados com Bacillus sp. F62, indicando diferenças na interação da planta com micro-

organismos (Benizri et al., 2001). 

Em relação ao antagonismo de Bacillus sp. F62 em mudas micropropagadas, observou-

se uma redução no percentual de reisolamento de “Cylindrocarpon” sp. de 36,0% tanto em 

Paulsen 1103 quanto em SO4. Diferentemente, o biocontrole de Fusarium sp. em mudas 

micropropagadas de SO4 reduziu o percentual de reisolamento fúngico em 52,4%, indicando 

que o isolado fúngico avaliado apresentou maior sensibilidade ao antagonismo bacteriano. A 

sensibilidade distinta a doenças apresentada pelos porta-enxertos avaliados pode ser decorrente 

do metabolismo de cada planta, assim como do mecanismo de defesa dos porta-enxertos frente 

aos fitopatógenos (Liminana et al., 2009). Sabe-se que o padrão de liberação de exsudatos é 

modificado pela infecção por fitopatógenos, influenciando a colonização bacteriana (Compant 

et al., 2010). Dessa forma, ocorrem alterações no mecanismo de ação de bactérias promotoras 

de crescimento que envolve a síntese de enzimas líticas, antibióticos e sideróforos que inibem 

o desenvolvimento e o processo de infecção dos fitopatógenos (Van Loon & Bakker, 2005, 

Eljounaidi et al., 2016). 

De acordo com Eljounaidi et al. (2016), bactérias endofíticas como Bacillus spp., 

apresentam alto potencial no biocontrole de patógenos causadores de murchas vasculares, como 

a fusariose, visto que ambos colonizam tecidos vasculares de formas semelhantes; no entanto, 
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os endófitos enfrentam competição com a microbiota natural de solos e fatores ambientais. 

Além de apresentar potencial na redução da incidência dos fitopatógenos, Bacillus sp. 

linhagem F62 possibilitou que mudas desafiadas com Fusarium sp. e “Cylindrocarpon” sp. 

apresentassem um melhor desenvolvimento vegetativo, com minimização de sintomas adversos 

ocasionados pelos patógenos. Houve incremento de diversas respostas em plantas de Paulsen 

1103 tratadas com suspensão bacteriana em relação às plantas inoculadas com 

“Cylindrocarpon” sp. e de plantas de SO4, também tratadas com Bacillus sp. F62 em relação 

às plantas infectadas com Fusarium sp. 
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7. CONCLUSÕES 

 

A partir dos resultados obtidos no presente estudo foi possível concluir que: 

 

 Bacillus sp. F62 apresentou potencial de controle in vitro de cinco isolados de 

“Cylindrocarpon” sp. e quatro isolados de Fusarium sp. A inibição do crescimento micelial 

ocorreu através do antagonismo por compostos difusíveis; 

 

 No ensaio in vitro de inibição da germinação de conídios fúngicos, tanto o 

tratamento com suspensão de Bacillus sp. F62 quanto o tratamento com filtrado da cultura 

bacteriana, apresentaram significativa inibição na germinação de esporos de Fusarium sp. e de 

“Cylindrocarpon” sp.; 

 

 Mudas micropropagadas dos porta-enxertos de videira Paulsen 1103 e SO4 

apresentaram redução no percentual de reisolamento fúngico de “Cylindrocarpon” sp. e 

Fusarium sp. quando submetidas à tratamento com suspensão de Bacillus sp. F62; 

 

 Estacas dos porta-enxertos de videira Paulsen 1103 e SO4 apresentaram redução 

no percentual de reisolamento de Fusarium sp. e “Cylindrocarpon” sp. através de tratamento 

com suspensão de Bacillus sp. F62, contudo, a redução da incidência fúngica foi menos 

expressiva que em mudas micropropagadas desses porta-enxertos; 

 

 Bacillus sp. F62 demonstrou potencial na promoção do crescimento de mudas 

micropropagadas dos porta-enxertos Paulsen 1103 e SO4, quando inoculado na fase de 

aclimatização das mudas, com significativo incremento no número de folhas, comprimento, 

massa seca de raízes e parte aérea. No entanto, a ação bacteriana na promoção do crescimento 

em estacas dos porta-enxertos foi distinta, com efeito positivo em SO4 e sem efeito 

estatisticamente significativo em Paulsen 1103. 
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8. PERSPECTIVAS  

 

Para a continuidade deste trabalho, seria importante: 

 

 Analisar o uso do filtrado da cultura de Bacillus sp. F62 através da aplicação em 

mudas micropropagadas de Paulsen 1103 e SO4, visando determinar efeitos antagonísticos 

sobre Fusarium sp. e “Cylindrocarpon” sp., além de determinar a composição química dessas 

substâncias; 

 

 Determinar se ocorreu a indução de resistência sistêmica nos porta-enxertos 

Paulsen 1103 e SO4 inoculados com Bacillus sp. F62 através da ativação de genes de defesa, 

biossíntese de enzimas e outras substâncias envolvidas em mecanismos de resistência; 

 

 Realizar novamente experimento in vivo com estacas de porta-enxertos de 

videira realizando enxertia de cultivar de copa para verificar se haverá efeito estatisticamente 

significativo na promoção do crescimento, no vigor e na qualidade das mudas obtidas; 

 

 Avaliar o desempenho de mudas micropropagadas de Paulsen 1103 e SO4 

inoculadas com Bacillus sp. F62 em viveiros, a fim de verificar ação bacteriana na promoção 

do crescimento e na prevenção de doenças fúngicas radiculares, bem como determinar 

interações com demais micro-organismos existentes no ambiente; 

 

 Determinar concentrações e intervalos para reaplicação da suspensão bacteriana 

com intuito de manter uma população bacteriana adequada, além da colonização em tecidos 

vegetais e persistência ao longo do tempo. 
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