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RESUMO

A producéo de uvas para a elaboracdo de vinhos finos na regido do Sul de Minas Gerais tém
se tornado relevante nos Gltimos anos. A adesdo de produtores ao plantio dessa cultura tem
aumentado a cada ano na regido e consequentemente a demanda por mudas de qualidade
segue 0 mesmo padrdo. Para os produtores de mudas algum fator tem limitado a producéo,
como por exemplo, a baixa taxa de enraizamento das mudas nos viveiros. Nesse sentido,
apesar das pesquisas com a cultura da videira nessa etapa do sistema produtivo ainda serem
escassas, a utilizacdo de microrganismos com acgdes benéficas tem demonstrado resultados
positivos em diversos outros sistemas de cultivo similares a videira. Alguns géneros
bacterianos estdo entre 0s microrganismos mais utilizados na agricultura atualmente, sendo
bastante estudados e empregados como base de diversos bioprodutos. Esses microrganismos
sdo encontrados naturalmente em solos e associados a rizosfera de plantas. O objetivo desse
trabalho foi selecionar isolados de bactérias gram-positivas capazes de auxiliar na emisséo de
raizes e no pegamento de mudas de videira. Os isolados foram obtidos de amostras de solos
coletados préximos as raizes (‘Bulk soil’) e do ambiente rizosférico de mudas de videira.
Estacas de porta-enxerto IAC572 foram mergulhadas por 24 h em suspensfes bacterianas de
cada isolado. Posteriormente, as estacas inoculadas foram plantadas em recipientes plasticos,
com uma mistura de areia e substrato, e mantidas em casa de vegetacdo. Como controle
positivo foi utilizado o hormonio vegetal &cido 1-naftaleno- acético (ANA) e negativo apenas
agua destilada autoclavada. As avaliagdes consistiram em andlises quantitativas de
pegamento, massa seca de raiz e parte aérea, comprimento de ramo e teor de clorofila. Os 10
isolados mais promissores foram testados in vitro quanto a capacidade de solubilizacdo de
nutrientes (P, K) e hidrolisagdo de proteinas (caseina). Nenhum isolado selecionado nos
experimentos in vivo foi capaz de solubilizar as fontes disponibilizadas de fosfato (FePOs) e
potassio (mica em pd). A maioria dos isolados com resultados promissores nos testes em casa
de vegetacdo foi capaz de hidrolisar caseina, liberando nitrogénio. As estacas tratadas com 0s
isolados SY01 e INV ndo se diferenciaram significativamente daquelas tratadas com
hormdnio vegetal em todas as varidveis analisadas, demonstrando potencial de bioestimulacéo
em estacas de videira. Além desses, os isolados SY18, SY30, BO04 e BOO5 também
apresentaram resultados semelhantes ao tratamento com hormdnio na maioria das variaveis
testadas. Os resultados desse trabalho disponibilizam mais uma ferramenta promissora para a
producdo de mudas de videira, contribuindo com a sustentabilidade do processo. Por fim, se
faz necessario a realizacdo de outros estudos, a fim de investigar os mecanismos utilizados
por esses isolados e se suas combinagdes no incremento do pegamento de mudas nos viveiros.

Palavras-chave: enraizamento; mudas de videira; bioestimulantes; bactérias benéficas.



ABSTRACT

The production of grapes for fine wines in the southern region of Minas Gerais has become
relevant in recent years. Grapevine planting has increased every year in the region and
consequently the demand for high quality grafted grapevine has followed the same trend.
However, some factors have limited the production, such as the low rooting rate of grafted
vines in nurseries. In this sense, although regional research on grapevines at this stage of
production is still scarce, the use of microorganisms with beneficial effects has demonstrated
positive results in several other crops. Beneficial bacteria are among the most studied and
used microorganisms in agriculture nowadays and are the basis of various bioproducts. These
microorganisms can occur naturally in soils and are associated with the plant rhizosphere. The
objective of this work was to select isolates of gram-positive bacteria capable of promoting
rooting and setting of grafted grapevine plants. The isolates were obtained from soil samples
collected close to the roots (‘Bulk soil’) and from the rhizospheric environment of grapevine
plants. Cuttings of rootstock IAC572 were immersed for 24 h in bacterial suspensions of each
isolate and subsequently planted in plastic containers filled with a mixture of sand and
substrate and kept in a greenhouse. The plant hormone 1-naphthalene-acetic acid (ANA) was
used as positive control and autoclaved distilled water as negative control. The evaluations
consisted of quantitative analyses of plant settiing, root and shoot dry mass, branch length and
chlorophyll content. The most promising isolates were evaluated in vitro for nutrient
solubilization (P, K) and protein hydrolyzation (casein) tests. None of the selected isolates
was able to solubilize P (FePOs) and K. Most of the isolates that showed promising results in
the in vivo tests were able to hydrolyze casein, releasing nitrogen. The cuttings treated with
isolates SY01 and INV did not differ significantly from those treated with the plant hormone
in all variables analyzed, demonstrating the potential for biostimulation in grapevine cuttings.
In addition to these, the isolates SY18, SY30, BO04 and BOO5 also showed results
comparable to the hormone treatment in most of the variables tested. The results of this work
contributed by providing yet another promising tool for the production of grapevine grafted
planting material that may contribute to the sustainability of the process. Finally, it is
necessary to carry out more studies to investigate the mechanisms used by these isolates and
their combinations to increase setting and growth of grapevines in nurseries.

Keywords: attachment; vine cuttings; beneficial bacterias; biostimulants.
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1 INTRODUCAO

O Brasil, quando comparado aos paises europeus, é considerado novo no cultivo da
videira. Apesar disso, a qualidade e produtividade da cultura no pais sdo consideravelmente
altas, principalmente devido a utilizacéo de técnicas de manejo especificas e apropriadas para
cada regido (Favero et al., 2008). Na regido do Sul de Minas Gerais, a producéo de uvas para
vinhos finos tem se tornado relevante nos Gltimos anos. A maioria das &reas produtoras da
regido, até entdo, realizavam uma Unica colheita no ano durante os meses de verdo (entre
dezembro e fevereiro) (Amorim; Favero; Regina, 2005). Entretanto, as condi¢des climaticas
como altas temperaturas e excesso de chuvas durante o periodo de maturacdo das bagas
prejudicava a colheita e favorecia a ocorréncia de doencas, principalmente o aumento da
incidéncia de podriddes dos cachos (Amorim; Favero; Regina, 2005; Jackson; Lombard,
1993). No inicio do século atual, alguns trabalhos realizados pelo Nucleo Tecnoldgico da
EPAMIG Uva e Vinho (NTEUV) viabilizaram a utilizacdo do manejo de dupla poda, sendo
uma no inverno e outra no verdo (Amorim; Favero; Regina, 2005; Favero et al., 2008). Esse
manejo possibilitou uma mudanga no ciclo produtivo da cultura, transferindo a colheita do
verdo (chuvoso) para o outono/inverno (seco) (Amorim; Favero; Regina, 2005). As baixas
precipitacbes, boa iluminacdo e amplitude térmica do inverno na regido do Sul de Minas
possibilitou a colheita com maior acimulo de aclcares nas bagas e favoreceu a sintese de
alguns compostos fendlicos durante a maturacdo do fruto, fazendo com que o sudeste
brasileiro obtenha destaque mundial na produg¢do de “vinhos de inverno” (Favero et al.,
2011). Esse manejo viabilizou a mudanca no ciclo produtivo da cultura, contribuindo com a
qualidade dos frutos e consequentemente com a maior adesdo de produtores a esse sistema de
cultivo. O aumento no interesse de agricultores pela cultura contribuiu para o aumento na
demanda de propagulos de qualidade, fazendo-se necessario a otimizacdo dessa etapa do
sistema produtivo, a fim de contribuir com o abastecimento de mudas de videira no mercado.

O processo mais comum de producdo de mudas de videira € através do sistema de
enxertia de mesa. As estacas de porta-enxertos e borbulhas das variedades produtoras
comerciais, geralmente, sdo enxertadas mecanicamente. As mudas enxertadas precisam passar
por um periodo de estratificacdo (~25 dias), que ocorre em salas com umidade e temperatura
controladas, visando a cicatrizacdo da enxertia. Apos esse periodo, as mudas sdo plantadas em
canteiros no campo (comumente chamados de viveiro pelos produtores) durante os meses de
verdo (novembro-dezembro), onde os brotos e raizes irdo se desenvolver para completar o

processo de formacgédo de mudas. Ao final do inverno (agosto), as mudas sdo retiradas do



viveiro e submetidas a uma toalete (poda de raizes e brotos) e teste de resisténcia dos
enxertos. As mudas entdo sdo armazenadas em camara fria (4°C), durante 2 a 3 meses, até
serem disponibilizadas para venda (novembro). Este procedimento auxilia na quebra de
dorméncia e na conservacao das estacas enxertadas antes do plantio definitivo no campo
(Regina et al., 1998).

A produgdo de uvas de qualidade estd relacionada a diversos fatores, incluindo a
cultivar copa, o0 porta-enxerto e a interacdo entre eles. A utilizacdo de porta-enxertos de
origem americana na viticultura tornou-se obrigatdria na producdo de mudas. Cultivares
americanas sdo resistentes a filoxera (Daktulosphaira vitifoliae), um anfideo que danifica o
sistema radicular ocasionando a morte das videiras. Essa praga afeta principalmente de
cultivares eurdpeias, que nao possuem resisténcia (Granett et al., 2001). A utilizacdo de porta-
enxertos na viticultura tem como intuito aumentar o nivel de resisténcia a doencas das plantas,
assegurar o desenvolvimento vegetativo da variedade copa, encurtar a dura¢do no ciclo
fenoldgico da cultura e viabilizar a producdo em diferentes condigdes climaticas (Garrido;
Soénego; Gava, 2004; Dias et al., 2012). No Sul de Minas Gerais, 0s porta-enxertos que se
destacam entre os mais utilizados pelos produtores de mudas sdo ‘IAC 572 Jales’, ‘IAC 766
Campinas’ e ‘Paulsen 1103’, que apresentam boa adaptacao as condi¢des de solo e clima da
regido (Souza et al., 2002). Apesar de serem porta-enxertos vigorosos, alguns trabalhos
realizados para avaliar a taxa de enraizamento apresentaram alta variacdo nos resultados.
Driusso e Trevisan (2020), por exemplo, avaliaram a taxa de enraizamento e o crescimento
inicial dos porta-enxertos ‘IAC 572’ e ‘IAC 766’ com diferentes doses de hormonio vegetal
acido indol-3-butirico (AIB) e observaram uma varia¢ao no tratamento com a dose padrdo de
38-72% no pegamento das mudas.

O AIB € um exemplo de regulador de crescimento vegetal aplicado de forma exdgena
muito utilizado na propagacao de mudas. Trata-se de uma auxina que promove o estimulo dos
primordios radiculares, auxiliando no aumento do numero e qualidade das raizes formadas.
Sdo moléculas naturalmente produzidas pelas plantas, que séo estabilizadas e multiplicadas
sintéticamente visando sua maior efetividade na formacgéo de raizes dos organismos vegetais
(Magevski et al., 2011; Monfort et al., 2018). Entretanto, os resultados da aplicagéo de
reguladores vegetais podem variar dependendo da espécie ou cultivar utilizada, das condicGes
ambientais, da concentragdo e modo de aplicacdo do produto, da época do ano e do tipo de
estaca (Fachinello et al., 1995).

Objetivando a otimizagdo do sistema de producdo de mudas e a disponibilidade de um

leque maior de produtos voltados para o desenvolvimento radicular inicial de mudas de



videira, novos insumos tém sido desenvolvidos em instituicbes publicas e privadas,
destacando-se o desenvolvimento de bioestimulantes a base de microrganismos. Aplicados
diretamente sobre a planta ou na rizosfera, a acdo desses microrganismos € variada, podendo
contribuir na melhoria das propriedades fisicoquimicas do solo, na absor¢éo, translocacédo e
utilizacdo dos nutrientes pelas plantas, no aumento da resiténcia a pragas e doencas e
tolerdncia a estresses abioticos, na germinacdo de sementes e no desenvolvimento geral das
plantas (Calvo; Nelson; Kloepper, 2014).

Dentre os microrganismos estudados atualmente, fungos e bactérias sdo os mais
empregados na agricultura. Bacillus spp. é o género do Dominio Bactéria mais utilizado em
plantas cultivadas atualmente (Stone; Polishook; White, 2004). S&o individuos gram-positivos
gue possuem alta capacidade de sobrevivéncia, principalmente devido a formacdo de
enddsporos. Possuem de multiplicacdo e elevada variacdo genética dentro do género (Kdse et
al., 2005). S&o frequentemente descritos como agentes de biocontrole de doencas de plantas.
Estudos realizados por Furuya et al. (2011), observaram que isolados de Bacillus subtilis
vivendo endofiticamente foram capazes de suprimir o crescimento de Botrytis cinerea (agente
causal do mofo cinza da videira) e Colletotrichum gloeosporioides (agente causal da podriddo
madura da videira) em vinhedos ja estabelecidos. Além disso, diversos estudos relacionam a
acdo de metabolitos produzidos por isolados do género a fungdes fitobenéficas voltadas para o
sistema radicular (Chen et al., 2009; Riickert et al., 2011). Alguns autores denominam
espécies do género Bacillus como Rizobactérias Promotoras de Crescimento de Plantas
(RPCP), estimulando o desenvolvimento radicular, através da biodisponibilidade de nutrientes
e do estimulo da biossintese de hormdnios vegetais (Compant; Clément; Sessitsch, 2010;
STEIN, 2005). Esses estimulos também estdo diretamente ligados a tolerancia das plantas a
estresses abioticos e resiténcia a estresses bidticos (Compant; Clément; Sessitsch, 2010). Kdse
et al., (2005) observaram que a aplicagdo de Bacillus spp. promoveu o aumento na taxa de
calosidade total em porta-enxertos de videira e proporcionou um incremento na taxa de
emisséo de raizes.

Nesse sentido, a utilizagdo de microrganismos que auxiliam as plantas no
desenvolvimento radicular é bastante conhecida e aplicada na agricultura moderna. No Brasil,
o0s estudos séo principalmente direcionados para culturas que sdo produzidas em larga escala e
com valor universal, denominadas commodities agricolas. Para culturas perenes como a
videira existem poucos trabalhos que avaliam o papel desses microrganismos como
promotores de crescimento vegetal. Quando estreitamos as buscas na literatura para a

utilizacdo desse tipo de manejo biologico na producdo de mudas de videira, as pesquisas séo
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ainda mais escassas. Através do exposto acima, observamos que a etapa de enraizamento
dentro do sistema de producdo de mudas de videira pode ser aprimorada, obtendo um maior
aproveitamento de mudas enraizadas por muda plantada e produzindo um sistema radicular de
qualidade. O manejo biolégico é uma excelente ferramenta, que tem sido bastante explorada
nos ultimos anos e pode contribuir com esse objetivo. Dentre os microrganismos benéficos
utilizados como agentes bioldgicos na agricultura atualmente, as bactérias entdo entre as mais
pesquisadas e utilizadas nos sistemas agricolas brasileiros. Dessa forma, espera-se que a
aplicacdo de suspensdes concentradas de isolados bacterianos obtidos do solo e ambientes
rizosféricos da propria cultura de interesse auxilie na bioestimulacdo de raizes em mudas de
videira, visando contribuir com a disponibilidade de mais uma ferramenta de manejo voltada

para a otimizacgdo dessa etapa do processo de producdo de mudas.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Cultura da videira

2.1.1 Aspectos gerais

A videira é a planta frutifera mais cultivada no mundo e a producdo de uvas representa
cerca de 9,5% da produgdo mundial de frutas (FAO, 2018). As uvas podem ser utilizadas
como frutas frescas, frutas secas (passas), suco fresco ou concentrado, vinhos de mesa,
espumantes, champanhe, vinhos finos e nobres, licores e destilados derivados de vinhos
(conhaque e aguardente). A videira pertence a familia Vitaceae, que inclui cerca de 60 a 70
espécies do género Vitis selvagens distribuidas pela Asia, América do Norte e Europa
subtropical (Keller et al., 2010). Teve seus primeiros registros de cultivo ha cerca de 7 mil
anos, na regido do Oriente Médio. Sua dispersdo foi intensificada durante o periodo de
dominio do Império Romano, que expandiu o cultivo e consumo da uva por todos 0s
territorios conquistados, sendo eles: Inglaterra, Portugal, Franca, Alemanha e regido norte da
Africa (Neto; Almeida, 1955). Dada & sua alta capacidade de adaptacdo ao clima e solo de
diferentes locais e a possibilidade de utilizacdo de diversas técnicas de manejo, atualmente a
videira € cultivada em todos os continentes (OIV, 2017). A China lidera o ranking de
producdo de uvas com cerca de 19,2% (14,8 milhdes de toneladas) do total produzido no
mundo (77,5 milhdes de toneladas). A Italia vem em seguida, sendo responsavel por 10,6% da
producdo mundial e os EUA com 9,2%. O Brasil ocupa a posicao de numero 17 no ranking de
producdo mundial de uvas, com cerca de 1,5 milhGes toneladas (1,3%) (FAO, 2018).

No Brasil, os primeiros registros do cultivo da fruta datam os anos de 1532, quando foi
trazida por navegadores portugueses. No inicio, o grande entrave para a producao de uvas de
qualidade no pais estava relacionado a variacdo climatica das diferentes regides brasileiras. As
condicdes encontradas por vitivinicultores na época eram bem diferentes do clima europeu,
que ja produzia vinhos desde 4 mil anos a. C. Contudo, os avancos tecnoldgicos e as
pesquisas realizadas no século XX foram essenciais para que a cultura pudesse se desenvolver
nas diferentes regifes edafocliméticas brasileiras. A evolucdo da cultura no pais foi
proporcionada pelo desenvolvimento de porta-enxertos adaptados aos variados solos e climas
brasileiros, assim como a escolha de cultivares resistentes, a projecdo de novas cultivares-
copa e, principalmente, a utilizacdo de técnicas de manejo adaptadas a cada regido do pais.
Todo esse avango na pesquisa fez com que o Brasil pudesse ser capaz de produzir uvas com
qualidade e sustentabilidade, de Norte a Sul do pais. Atualmente, a vitivinicultura brasileira

ocupa uma &rea de 75 mil hectares e a uva ja alcangou a terceira posi¢édo entre as frutas mais
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produzidas no Brasil, ficando atrds somente da laranja e banana. Para o abastecimento do
mercado interno, os produtores brasileiros utilizam cultivares americanas para frutas de mesa
(ex.: Niagara Rosada) e para producdo de sucos e vinhos comuns (ex.: Isabel, Bord6). Além
disso, na regido do Vale do S&o Francisco, também sdo produzidas uvas de origem europeia,
conhecidas como uvas finas (com ou sem sementes), que abastecem tanto o mercado interno
quanto externo. O Brasil tem ganhado notoriedade na produgdo de vinhos de excelente
qualidade, produzidos principalmente nas regides Sul, Sudeste e Nordeste do pais (Viséo
Agricola, 2021).

Em Minas Gerais, a tradicional zona viticola voltada para elaboracdo de vinhos se
concentra na regido sul do estado. Nessa regido, assim como na maioria das regides
produtoras do Brasil, a videira comeca sua fase de brotacdo em setembro, floresce em outubro
e inicia a maturacdo das bagas em dezembro, para serem colhidas entre janeiro e fevereiro
(Favero et al., 2008). Nesse periodo, € comum que os indices de precipitacdo pluviométrica
mensal da regido sejam elevados, o que prejudica a maturagéo das bagas e fornece condicbes
ideais para o surgimento de doengas (Amorim; Favero; Regina, 2005). Estudos analisaram
possiveis manejos que permitiram com que a colheita ocorresse em meses com menores
indices de precipitacdo pluviométrica, associados a amplitude térmica na fase de maturacdo
(Amorim; Favero; Regina, 2005; Favero et al., 2008; Favero et al., 2011). Esse processo
favorece o acimulo de agUcares nas bagas aliado ao maior equilibrio entre actcares e acidos,
além de possibilitar um aumento na sintese de polifendis em comparacdo ao manejo
tradicional (Amorim; Favero; Regina, 2005; Favero et al., 2011). Dias et al., (2011)
verificaram boa adaptacdo de algumas cultivares a um novo manejo, que faz com que o ciclo
produtivo seja transferido para os meses de janeiro a julho, permitindo que a colheita seja
realizada no periodo seco da regido. Para que ocorra essa mudanca no ciclo da cultura, uma
abordagem proposta por Favero et al., (2011) tém sido utilizada. Essa proposta consiste
basicamente na realizacdo do manejo de dupla poda (uma no inverno e outra no verdo), o que
possibilita realizar a colheita na estacdo seca (outono-inverno). Embora esta abordagem
pareca muito promissora, outras praticas culturais, como combinag¢Ges de enxertos, melhorias
no enraizamento de estacas e supressdo de doengas precisam ser avaliadas para otimizagdo da
producéo (Dias et al., 2017).

2.1.2 Problemas fitossanitarios

A videira ¢é afetada por um grande nimero de patégenos como fungos, oomicetos e

bactérias (Gouadec et al. 2007), que podem causar doencas desde 0 processo de preparacdo e
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formacdo de mudas até as etapas de pds-colheita. As injarias causadas pelos fitopatégenos na
cultura ocasionam perdas em varias etapas do processo produtivo como na producdo em
campo, no processamento dos frutos e na exportacdo do produto final, acarretando em
prejuizos para os produtores. A severidade das doencas causadas por fungos, por exemplo,
tendem a aumentar quando as plantas sdo atacadas por insetos como a filoxera
(Daktulosphaira vitifoliae), que provocam lesdes severas nas raizes das plantas, servindo
como portas de entrada para a penetracdo e infeccdo de fitopatogenos (Edwards et al., 2007;
Lotter; Granett; Omer, 1999). Além disso, essas doencas afetam a qualidade dos frutos,
gerando danos drasticos também na qualidade dos vinhos e em suas propriedades sensoriais e
organolépticas (Gouadec et al. 2007). Algumas das doencas mais comuns em Vitis vinifera
sdo: mofo cinzento, oidio e mildio, causados por Botrytis cinerea, Erysiphe necator e
Plasmopara viticola, respectivamente (Armijo et al., 2016). Outras doencas de suma
importancia na cultura sdo conhecidas por ocasionarem murchas e podrides das raizes,
causadas por patégenos fungicos como Armillaria spp., Fusarium spp. e Verticillium dahliae,
que foram relatados causando prejuizos de até 100% na producdo (Garrido; Sénego; Gomes,
2004; Jiang et al., 2009; Rolshausen et al., 2010; Ziedan; Embaby; Farrag, 2011). O primeiro
estudo para investigar a ocorréncia de fungos fitopatogénicos associados a morte e podriddo
radicular em videira constatou a presenga e a patogenicidade de Fusarium oxysporum f. sp.
herbemontis, causando a morte das plantas da cultivar Herbemont (Tocchetto A., 1954).
Estudos posteriores observaram sintomas similares na videira e atribuiram a diferentes
fitopatdgenos, como: Rhizoctonia solani (Walker, 1994), Pythium ultimum (Utkhede, 1992),
Phytophthora spp. (Spies; Mazzola; Mcleod, 2011) e Phymatotrichium omnirorum (Ramirez
Arredondo, 1994).

2.1.3 Propagacéo

Em meados do século X1X, a cultura da uva na Europa sofreu com ataques da filoxera
(Daktulosphaira vitifoliae), um pulgdo sugador de raizes que causa a morte das plantas da
especie Vitis vinifera, sensivel aquela praga. Desde entdo, o processo de enxertia da videira
passou a ser uma pratica considerada obrigatoria para a cultura, sempre buscando a introducéo
de porta-enxertos resistentes a praga. A partir de entdo, a propagagédo da videira passou a ser
realizada através da enxertia, que poder ser realizada diretamente no campo, em porta-
enxertos enraizados no local de cultivo ou através da enxertia mecanica (ou de mesa).
Atualmente, a principal forma de propagacdo da videira é através de mudas enxertadas,

obtidas através da enxertia de mesa.
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A propagacdo assexuada é amplamente utilizada, gerando plantas que mantém as
caracteristicas herdadas da planta-matriz. Essa estratégia de multiplicacdo através de estaquia
¢ uma das principais formas de propagar porta-enxertos de plantas frutiferas atualmente
(Tecchio et al., 2007). Algumas cultivares porta-enxerto de videira apresentam alta
capacidade de formarem raizes adventicias atraves de suas estacas. Em contrapartida, existem
cultivares que demostram grande dificuldade nessa etapa de enraizamento (Tofanelli, 1999).
A dificuldade de enraizamento das estacas constitui um dos mais sérios problemas de
propagacao na cultura da videira (Biasi, 1996; Mayer, 2006). O processo de emissdo de raizes
em estacas de videiras é afetado por véarios fatores como avariabilidade genética, a condicdo
fisiologica da planta matriz, a idade da planta, o balango nutricional, o tipo de estaca, a época
do ano, as condicBes ambientais, o substrato e a capacidade de producdo hormonal, que
podem atuar de forma isolada ou combinada (Bettoni et al., 2014; Nachtigal; Pereira, 2000).
Tem sido observado que o fornecimento de condicGes e fatores ideias para 0 enraizamento
pode afetar de forma positiva a emissdo de raizes em espécies de dificil pegamento (Oliveira
et al., 2002). Desse modo, uma forma de potencializar a capacidade de enraizamento de
estacas de videira é através da aplicacdo exdgena de reguladores de crescimento. Tém sido
utilizados principalmente produtos a base de auxinas como o acido indolbutirico (AIB) e o
acido naftalenacético (ANA), que possuem efeitos positivos no impulso inicial da emissao de
raizes (Villa et al., 2003). Antes do tratamento com horménios vegetais as mudas enxertadas
passam por um processo de estratificacdo, no qual sdo acondicionadas em ambientes com
temperatura e umidade controlados. Essa é uma técnica essencial na cicatrizacdo do enxerto e
na formagdo das mudas, favorecendo o aumento do enraizamento e a emissdo de raizes no
campo (Salibe et al., 2010). Embora o uso de auxinas sintéticas seja frequente no processo de
producdo de mudas enxertadas de videira, a porcentagem de pegamento das mudas ainda é
relativamente baixa, quando comparados com outras culturas propagadas de forma
semelhante. Regina et al. (2012) por exemplo, ndo observaram efeito no uso de AIB durante
0 enraizamento de mudas de Carbernet Sauvignon exertadas sob porta-enxertos de
1103Paulsen.

Na tentativa de aumentar o desenvolvimento vegetativo de plantas de videira, alguns
estudos buscam investigar os resultados proporcionados com a utilizacdo de fungos e
bactérias benéficas (Compant et al., 2005; Compant; Clement; Sessitsch, 2010; Erdogan et al.,
2018; Kose et al., 2005; Linderman; Davis, 2001). Entretanto, a maioria das pesquisas nesse
sentido é realizada com foco no desenvolvimento vegetativo de plantas adultas, ja instaladas

no campo. Por isso, € interessante investigar a acdo desses agentes bioldgicos como
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ferramenta bioestimulante no processo de propagacdo das mudas de videira.

Bioestimulantes sdo substancias de origem bioldgica que estimulam direta ou
indiretamente melhor desempenho no processo fisiologico das plantas (Rodrigues et al.,
2020). Sdo capazes de melhorar a eficiéncia na absorcdo de nutrientes pelas raizes, tornar as
plantas mais tolerantes a estresses abidticos e resistentes a estresses bidticos. A aplicacdo de
bioestimulantes na cultura da videira tornou-se uma estratégia interessante também para a
prevencdo de doencas de plantas (Gutiérrez-Gamboa et al., 2019). Os bioestimulantes
comerciais contém geralmente, além de reguladores vegetais, outras substancias que
promovem o crescimento vegetal como carboidratos e aminoacidos. Estes produtos podem ser
adicionados préximos as raizes, acompanhando os exsudatos produzidos na rizosfera. Sdo
compostos, em sua maioria, por aminoacidos, acidos organicos, acgucares, fendis e outros
metabolitos secundarios, capazes de influenciar na manutencdo do contato entreo solo e a
raiz e contribuir para o desenvolvimento das plantas (Walker et al., 2003). Entre o0s
bioestimulantes podemos citar uma quantidade variada de produtos, tais como: inoculantes
microbianos, extrato de algas, compostos contendo aminoacidos, acidos humicos e falvicos,
elicitores, biofertilizantes e reguladores vegetais (Rodrigues et al., 2020). Esses produtos tém
capacidade de serem utilizados em vérias etapas do ciclo de producdo da videira. Na etapa de
enraizamento de estacas, por exemplo, uma das linhas de pesquisa mais estudadas é o
emprego de reguladores de crescimento, tornando o processo de producdo de mudas mais
eficiente (Calvo; Nelson; Kloepper, 2014). Esses reguladores sdo capazes de acelerar a fase de
formacdo de raizes, além de melhorar a qualidade e a uniformidade das mudas (Hartmann;
Kester, 1978; Fachinelo, 1994). Entretanto, mesmo com 0 uso desses reguladores vegetais,
algumas cultivares possuem maior dificuldade de emitir raizes. Varias pesquisas analisaram o
uso de bioestimulantes na cultura da uva, porém os estudos sao direcionados principalmente
para a aplicacdo de extratos de algas, elicitores e residuos da industria, além de reguladores de
crescimento (Belhadj et al., 2008; Calvo; Nelson; Kloepper, 2014; Samuels; Setati;
Blancquaert, 2022). Em contrapartida, a utilizacdo de microrganismos que possuem acoes
promotoras de crescimento vegetativo € pouco estudada na cultura (Rolli et al., 2017;
Shcherbakov et al., 2016) e sdo ainda mais escassos trabalhos que analisam a influéncia
desses microrganismos benéficos no auxilio do desenvolvimento radicular de mudas de
videira.

A utilizacdo de microrganismos com agdes benéficas as plantas é bastante estudada
em diversas culturas. Estudos realizados em culturas como soja (Araujo; Henning; Hungria,
2005), tomate (Gonzalez-Pérez et al., 2022), milho (Calzavara et al., 2018) e feijao (Veja et
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al., 2018) observaram que alguns microrganismos, tais como bactérias, sdo capazes de
acompanhar a sintese de exsudatos das raizes, se desenvolvendo junto com o crescimento
radicular e realizando um recrutamento microbiano benéfico de populagdes ja estabelecidas
no solo. Apesar do potencial observado no uso desses microrganismos promotores de
crescimento para auxiliar no impulso inicial da emissao de raizes em outras culturas (Rolli et
al., 2017; Shcherbakov et al., 2016), poucos trabalhos procuraram investigar o emprego dessa

ferramenta biologica em culturas perenes como a videira.

2.2 Microrganismos benéficos do solo e ambientes rizosfeéricos

A maioria dos estudos de interacdo planta-microrganismos benéficos se concentra em
abordagens moleculares para supressdo de possiveis fitopatogenos (Oliveri et al., 2007;
Schmidt et al., 2003; Singh; Hughes, 2006). A interagdo entre comunidades de
microrganismos benéficos e suas plantas hospedeiras esta longe de ser totalmente elucidada.
Em videiras, os estudos estdo relacionados principalmente com a investigacdo de
comunidades bacterianas associadas ao solo (Andreolli et al., 2016, 2019; Bulgari et al., 2009,
2011; Compant et al., 2005, 2013; Koranda et al., 2011). Nas Ultimas décadas o interesse por
bactérias benéficas vem aumentando devido a descoberta de inUmeras aplicacBes na
agricultura, seja utilizando o proprio microrganismo ou seus produtos naturais (Compant et
al., 2013). Vérios estudos relatam a colonizagdo interna das plantas por bactérias em diversas
espécies hospedeiras e/ou oportunistas. Essas plantas podem abrigar de forma simultdnea uma
grande variedade genética de bactérias, tanto gram-positivas, quanto gram-negativas
(Lodewyckx et al., 2002; Ulrich; Stauber; Ewald, 2008). Esses microrganismos agindo em
sinergia com 0s organismos vegetais podem gerar inimeros beneficios de protecdo as plantas,
como interferir na sinalizacdo de fitopatdgenos, competir por espaco e nutrientes com
possiveis microrganismos invasores ou até mesmo induzir resisténcia nas plantas colonizadas
(Compant et al., 2005). Dependendo das condicdes, essas bactérias benéficas podem atuar
também como promotoras de crescimento (PGPB), influenciando no desenvolvimento
radicular dos vegetais (Compant; Clément; Sessitsch, 2010). Varios estudos demonstraram
que alguns géneros bacterianos podem auxiliar na remogdo de compostos quimicos
indesejaveis, na fixacdo de nitrogénio e na solubilizacdo de alguns nutrientes, tornando-os
prontamente disponiveis para as plantas (Hayat et al., 2010; Validov; Kamilova; Lugtenberg,
2009; Compant et al., 2005). Tais beneficios podem ser mediados pela produgdo de
fitohorménios e estimulacdo de atividades enzimaticas especificas na planta hospedeira,

levando a um aumento na absor¢do de dgua e nutrientes, e promovendo respostas de defesa
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das plantas a fatores bioticos e abiodticos (Stone; Polishook; White, 2014). Além disso, a
utilizacdo de microrganismos é bastante promissora como estratégia de reducdo no uso de
defensivos quimicos na producédo de uvas (Compant et al., 2013).

Entre os varios géneros de bactérias benéficas encontradas no solo, Bacillus,
Enterobacter e Pseudomonas estdo entre as mais amplamente distribuidas (Adesemoye et al.
2008; Leon et al., 2009; Park et al. 2015). Essas bactérias possuem diversas caracteristicas
benéficas para as plantas, como a capacidade de produzir metabdlitos secundérios, alto
potencial de colonizacdo, grande versatilidade nutricional e capacidade de sobrevivéncia em
diversos nichos ecolégicos (Chanway et al. 2000; Aagot et al., 2001; Singh et al., 2018;
Vejan et al. 2016). Considerando essa abordagem de exploracdo de comunidades bacterianas
associadas ao solo e ambientes rizosféricos de mudas de videira, sdo raros os estudos
encontrados na literatura, tanto em termos de diversidade microbiana e suas interacbes com as
plantas hospedeiras, quanto no potencial desses microrganismos para aplicacGes
biotecnoldgicas na cultura.

As populacbes bacterianas em ambientes rizosféricos podem ser até 1.000 vezes
superiores aquelas encontradas no solo (Lugtenberg e Bloemberg 2004), cujas variancias nao
estdo apenas relacionadas com as caracteristicas do microambiente, mas também aos
mecanismos genéticos das plantas e dos microrganismos (Campos et al., 2013; Vacheron et
al. 2013). Como o rizoplano é nutricionalmente um ambiente mais rico em relacdo as outras
porcdes do solo (Walker et al. 2003), essas diferencas na densidade e diversidade
populacional microbiana podem ser parcialmente explicadas pela liberacdo dos exsudados das
raizes (Lamb et al. 1996; Elvira-Recuenco; Van Vuurde 2000). A medida em que as
observacdes se afastam do ambiente rizosférico ocorre um gradiente reducional desses
exsudatos no solo, moldando a abundéancia, riqueza e composicdo das comunidades
microbianas presentes (Trabelsi; Ridha 2013). A excecdo desses padrdes sdo geralemente
observados em bactéerias gram-positivas, que tendem a ter preferéncias por por¢des de solo
mais afastados das acdes dos exsudatos radiculares, encontrando menos competicdo em um
ambiente mais inospito a maioria dos géneros bacterianos. Estudos realizados por Loguercio
et al., (2023), encontraram densidades populacionais de bactérias gram-positivas (ex. Bacillus
spp.) 10x maior em amostras coletadas de solos em relacdo as amostras coletadas de raizes de
cacau. O contrario foi observado com bactérias gram-negativas (ex.. Pseudomonas),
revelando maior densidade populacional nas raizes das plantas estudadas. Isso acontece
porque bactérias gram-positivas possuem maior capacidade de sobrevivéncia no solo através

da formacdo de endosporos, mas menor capacidade competitiva em ambientes ricos em
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nutrientes como € o caso da rizosfera. Foi demonstrado que nesses ambientes, bactérias gram-
positivas tendem a ser inibidas, enquanto bactérias gram-negativas tendem a ser estimuladas
(Silva; Nahas, 2002; Geetanjali; Jain, 2016). Sdo encontrados indices menores de diversidade
e densidade populacional de bactérias gram-positivas em solos desprovidos de nutrientes, nas
quais espécies com menor crescimento potencial e maiores habilidades de sobrevivéncia
predominam (Smit et al., 2001).

Algumas bactérias encontradas nos sistemas agricolas sdo capazes de colonizar as
raizes das plantas e estimular o crescimento e rendimento produtivo das culturas hospedeiras.
Esses organismos bacterianos sdo denominados como Bactérias Promotoras de Crescimento
de Plantas (BPCP) (Chanway et al., 1989). Atualmente, o uso de BPCP nos solos agricolas
vém ganhando espaco no mercado, podendo ser encontradas como base de biofertilizantes,
biocontroladores e fitoestimulantes (Berg; Smalla, 2009; Beneduzi; Ambrosini; Passaglia,
2012). Varios isolados bacterianos sdo conhecidos por cumprirem fungdes auxiliares no
desenvolvimento de plantas e, alguns géneros evoluiram na cadeia produtiva e se tornaram
produtos comerciais, como Pseudomonas, Bacillus e Azospirillum (Jha; Saraf, 2015).

O género Bacillus ¢ um dos mais utilizados na agricultura como base de diversos
bioprodutos formulados. Séo bactérias gram-positivas e podem ser anaerdbias ou aerdbias
facultativas, dependendo da espécie. Possuem alta capacidade de produzir uma ampla gama
de enzimas, antibidticos e metabdlitos secundarios (Grover et al., 2011; Vejan et al., 2016).
Sdo bactérias formadoras de enddsporos, o que lhes permite sobreviver em condicGes
abioticas adversas (Siddikee et al., 2010). Possuem capacidade de formar biofilmes nas
superficies radiculares e de induzir resisténcia sistémica do hospedeiro, além de estimularem
o crescimento vegetal (Kinsinger et al., 2003). Essas caracteristicas fez despertar o interesse
da cadeia produtiva agricola e, atualmente é o género de bactérias mais utilizado na
agricultura extensiva (Kinsinger et al., 2003).

Algumas espécies bacterianas possuem a capacidade de atuar tanto na supressdo de
doencas (Li et al., 2015) como na promocéo de crescimento vegetal (Kinsinger et al., 2003).
Seus varios mecanismos de acdo, diretos e indiretos, como a secre¢do de algumas enzimas
como proteases, quitinases e glucanases, que atuam como antibioticos e contribuem
diretamente na supressdo de fitopatogenos (Ali et al., 2018; Tsotetsi et al., 2022). Esses
mirorganismos bacterianos benéficos também sdo capazes de secretarem metabolitos
secundarios como surfactina, que fazem parte do processo de ISR (Resisténcia Sistémica
Induzida), auxiliando a planta no combate de microrganismos invasores (Garcia-Gutiérrez et

al., 2013; Cawoy et al., 2014). Espécies de Bacillus spp., por exemplo, sdo boas
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colonizadoras e competidoras por espaco e nutrientes, o que dificulta o estabelecimento de
possiveis microrganismos fitopatogénicos. Além disso, alguns isolados bacterianos possuem
potencial em estimular a tolerancia de plantas a estresses abioticos (Santoyo et al., 2012).

A incorporacdo de bactérias benéficas como bioestimulantes em sistemas de cultivo
tem se mostrado ser uma ferramenta interessante como estratégia para uma agricultura mais
sustentavel (Backer et al., 2018). A aplicacdo desses microrganismos em culturas agricolas
pode promover o crescimento de plantas por meio de mecanismos diretos como a producao de
sideroforos, fixacdo de nitrogénio e solubilizacdo de alguns nutrientes; e indiretos como a
producdo de exopolissacarideos (EPS), formacdo de biofilme e producdo de enzimas liticas
(Vejan et al., 2016). Além disso, ap6s a colonizacdo, algumas espécies sdo capazes de
secretarem compostos organicos volateis (COVs), que modificam o balangco hormonal das
plantas, promovendo a diviséo celular e o crescimento radicular (Arkhipova et al., 2005). A
capacidade de producdo de horménios vegetais por bactérias promotoras de crescimento é
considerada um dos mecanismos mais importantes dentro de seus atributos multifuncionais,
auxiliando no desenvolvimento vegetativo (Martinez-Viveros et al., 2010). Os principais
fitorménios produzidos por BPCP sdo auxinas, citocininas e giberelinas. Esses fitohormonios
sd0 responsaveis por promover o crescimento vegetal, divisdo, expansdo e diferenciacdo
celular, auxiliando na absorcdo de nutrientes pelas plantas e na emissao de raizes primarias
(Tsavkelova et al., 2007; Glick, 2014; Wong et al., 2015).

E comum encontrar estudos envolvendo diversas espécies de géneros bacterianos
benéficos no crescimento vegetal de culturas como feijdo (Manjula; Podile, 2005), algodéo,
milho e soja (De Araujo et al., 2008). Entretanto, para culturas frutiferas perenes como a
videira, as pesquisas sdo mais escassas e limitadas a aplicagbes com intuito de estimular o
desenvolvimento de plantas adultas (Sabir et al., 2012; Andreolli et al., 2016; Kose et al.,
2005). Apesar disso, ha um potencial enorme a ser explorado na utilizagcdo desses organismos
promotores de crescimento em outras etapas do processo produtivo, principalmente para

culturas frutiferas que se propagam de forma assexuada, através da produgdo de mudas.

3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Coleta

Foram coletadas mudas enxertadas de videira com porta-enxertos das variedades 1AC
572 e 1103Paulsen e cultivares copa 'Syrah' e ‘Bocaina’, no viveiro de mudas da Estacao
Experimental de Viticultura e Enologia da EPAMIG (Empresa de Pesquisa Agropecuaria de

Minas Gerais), localizada no municipio de Caldas, Minas Gerais. Amostras de raizes, solos da
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rizosfera e solos proximos as raizes (‘bulk soil’) foram colocados em sacos plasticos e
identificados. As amostras foram mantidas a 4°C no Laboratério de Fitopatologia Molecular
da Universidade Federal de Lavras (UFLA) até a realizacdo dos procedimentos de isolamento

dos microrganismos das amostras.

3.2 Isolamento seletivo de bactérias gram-positivas e contagem de UFCs

O isolamento seletivo de bactérias gram-positivas através de amostras de solo da
rizosfera foi realizado de acordo com método de diluicdo seriada (Silva, 2014). Inicialmente 5
g de solo foi pesado e colocado em estufa a 60°C por 5 h. Apos a secagem das amostras, 1 g
de cada solo foi transferido para tubos de Falcon contendo 9 mL de solucéo salina. Os tubos
foram agitados com auxilio do Vortex por 1 min, deixados em banho maria a uma
temperatura de 80°C por 12 min e posteriormente transferidos para um recipiente com gelo
por 5 min. A suspensdo foi agitada novamente em Vortex por 1 min e realizado dilui¢Ges até
10" em microtubos de 2 mL. Foi pipetado 100 pL da solucdo diluida (10) foram transferidos
para placas de Petri contendo meio AN (Agar-Nutriente) e espalhados com auxilio da alca de
Drigalski. Foram realizadas 3 repeticOes para cada amostra de solo. As placas foram
acondicionadas invertidas em BOD a 25°C por 24 h. Apés o periodo de incubacéo, col6nias
com caracteristicas morfolégicas semelhantes ao género Bacillus foram selecionadas,
contabilizadas e transferidas para novas placas de Petri contendo meio AN (Agar-Nutriente),
de forma a certificar a auséncia de outros organismos contaminantes. Os isolados purificados
foram transferidos para erlenmeyers de 250 mL, contendo 50 mL de caldo nutriente (peptona
bacterioldgica e extrato de carne). Os erlenmeyers foram colocados em mesa agitadora a 150
rpm por 24 h. Ap6s o crescimento das bactérias em meio liquido, foram pipetados 0,9 mL da
suspensdo em microtubos de 2 mL, juntamente com 0,9 mL de glicerol diluido a 40% e
armazenados a -20°C para avaliacdes posteriores. O isolado INV foi o Unico isolado testado
nos experimentos que ndo foi originado desse trabalho. Esse isolado fazia parte da colecdo de
culturas do Laboratério de Fitopatologia Molecular da Universidade Federal de Lavras
(DFP/UFLA).

3.3 Extracdo de DNA, amplificacdo do gene recA e sequenciamento

As coldnias puras de cada isolado foram cultivadas em placas de Petri contendo meio
AN por 24 h a 28°C. Posteriormente foi retirado com uma alca de repicagem uma colbnia de
cada isolado e transferido para erlenmeyers de 250 mL contendo caldo nutriente. Apos 24 h, a

solugdo com os isolados multiplicados foram transferidas para microtudos de 1,5 mL,
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centrifugado e ressuspendido em 100 pL de tampao de extracdo (0,05 Mol.L "*NaOH + 0,25%
SDS). Os microtubos foram incubados em banho-maria a ~97°C por 15 min, sendo agitados
manualmente a cada 2 min. Ap0s esse processo, as amostras foram resfriadas a temperatura
ambiente por 2 min e centrifugados a 10.000 rpm por 2 min. O DNA total presente no
sobrenadante foi diluido 20x em tampdo agua “MilliQ” ultrapura e armazenado a -20°C para
uso posterior.

Para a amplificacao foi utilizado um par de primers do gene recA, que representa uma
das regides conservadas no genoma do género Bacillus spp. e outras bactérias gram-positivas.
As  sequéncias dos  primers utilizados foram as  seguintes: recA-R
(TTCTTCATAAGAATACCACGAACCGC) e recA-F
(TGAGTGATCGTCAGGCAGCCTTAG), produzindo produtos com tamanho de 600-1000
pb. Um mix de PCR (25 uL) foi preparado para cada isolado utilizando 1 U de Taq
polimerase (Ludwig), 3 mM MgCly, 0,2 uM dNTPs, 2 uM de cada primer recA e 4 uL DNA
(30-120 ng pL1). O programa de PCR utilizado consistiu de um ciclo inicial de denaturagdo a
94°C por 3 min, seguido de 35 ciclos de denaturacdo a 94°C por 30 seg, anelamento a 57,5°C
por 50 seg e extensdo a 72°C por 1 min, e um ciclo de extensdo final a 72°C por 5 min. Os
produtos amplificados foram corridos em gel de agarose a 0,8% e visualizados em
transiluminador UV.

Os produtos da PCR foram purificados com kit de purificacdo para produtos de PCR
da Biocell (Bioflux) conforme instrucdo do fabricante, e posteriormente seuquenciados pelo

método de Sanger por meio da contratacao do servi¢o da empresa ACTgene.

3.4 Experimento in vivo (casa de vegetacao)

Os experimentos in vivo foram conduzidos na casa de vegetacdo do Laboratério de
Fitopatologia Molecular (LFP) localizado na Universidade Federal de Lavras (UFLA).
Estacas porta-enxerto foram cedidas pela EPAMIG (Campo Experimental de viticultura e
enologia de Caldas). Os ensaios foram realizados com os porta-enxertos mais utilizados pelos
produtores da regido (IAC572 e 1103Paulsen).

3.5 Selecéo dos isolados mais promissores (screening)

Apenas os isolados que atingiram a concentracdo padréo estabelecida, medida em
espectofotometro (ODeoo = 0,7), no tempo de 24-48 h seguiram para 0S screenings em
experimentos in vivo. Os testes iniciais (screenings) foram divididos em duas partes com o

total de isolados que atingiram a concentracdo padrdo no tempo estabelecido (32 isolados)



22

(Apéndice A). No primeiro screening, foram testados 23 isolados, utilizando 4 plantas por
repeticdo por tratamento. No segundo, foi utilizado o restante dos 11 isolados, utilizando 8
plantas por repeticdo por tratamento. As estacas porta-enxerto foram plantadas em recipientes
plasticos de aproximadamente 20 x 7 cm, sendo utilizado como substrato uma mistura de 1:1
de subtrato vegetal Tropstrato® e areia autoclavada. Para os screenings foram utilizados
ambos os porta-enxertos 1AC572 e 1103Paulsen, sendo que, cada um foi representado em
metade das plantas utilizadas por tratamento. O delineamento experimental utilizado foi em
DIC (Delineamento Inteiramente Casualisado). Como controle positivo foi utilizado

hormonio vegetal ANA 0,0042% e agua destilada estéril como controle negativo.

3.6 Ensaios com os isolados selecionados

Foram escolhidos aqueles isolados que obtiveram médias elevadas de massa seca de
parte aérea (MSPA) e massa seca de raiz (MSR), com valores semelhantes aos do tratamento
padrdo (horménio vegetal ANA). Além disso, aqueles isolados que obtiveram médias
semelhantes ao controle negativo (agua), também seguiram para 0s proéximos ensaios. Ao
todo 15 isolados foram selecionados nos screenings, seguindo para experimentos com um
maior nimero de repeticdes apenas com a cultivar IAC 572, que é o porta-enxerto mais
utilizado na regido. A variedade 1103Paulsen ndo respondeu a maioria dos tratamentos nos
screenings, incluindo o tratamento com horménio. O experimento foi realizado duas vezes,
sendo conduzido em DBC (Delineamento em Blocos Casualisados), com 5 blocos e 20

estacas do porta-enxerto por tratamento.

3.7 Producao dos indculos bacterianos e aplica¢do nos porta-enxertos

Para produzir as suspensoes livres de metabdlitos, uma Unica col6nia de cada isolado
foi transferida para erlenmeyers de 250 mL contendo caldo nutriente (peptona bacterioldgica
e extrato de carne) e incubado em agitador rotativo (150 rpm) por 48 h a 28°C. A densidade
Otica das suspensdes foi medida em um espectrofotometro a 600 nm (ODgoo). Uma ODeoo =
0,7 correspondeu a aproximadamente 108 UFC mL. Apés a multiplicagdo e padronizacio de
concentragdes, as suspensdes bacterianas foram transferidas para tubos Falcon e centrifugadas
duas vezes a 14.000 rpm por 10 min. O sobrenadante foi descartado e apenas as células livres
foram resuspendidas em agua destilada esteril e utilizadas nos experimentos in vivo. Antes do
plantio, as estacas foram mergulhadas nas suspensdes bacterianas por 24 h, plantadas em
copos pléasticos de 700 mL contendo o substrato e mantidas em casa de vegetacdo. Apos 60

dias, as estacas foram retiradas e realizadas as avaliagdes. Nos screenings, as variaveis
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analisadas foram: Pegamento (P%), Massa Seca de Raiz (MSR) e Massa Seca de Parte Aérea
(MSPA). Ja no experimento com os isolados selecionados, foram avaliados ainda teor de
clorofila (TC), com o equipamento SPAD-502, medindo trés pontos na folha média do ramo

de cada planta e comprimento de ramo (CR), além das varidveis mensuradas anteriormente.

3.8 Solubilizacéo de nutrientes

Nos experimentos in vivo foram selecionados 10 isolados (6 considerados
promissores, se assemelhando com os resultados do hormdnio vegetal e 4 que obtiveram
resultados semelhantes ao controle negativo) para buscar compreender os mecanismos
utilizados para o pegamento das estacas. Para isso, foram realizados ensaios in vitro, com o
objetivo de observar a capacidade dos isolados em solubilizar fontes de fosfato (P), potassio
(K) e nitrogénio (N).

3.8.1 Solubilizacéo de fosfato (FePOa4)

Para detectar bactérias que utilizam fosfato de ferro (FePO4) como fontes de fosfato,
um meio basal modificado foi preparado de acordo com Gadagi et al. (2002) contendo por
litro: 10 g de sacarose, 0,1 g de NaCl, 0,5 g de MgS04.7H20, 0,2 g de extrato de levedura, 0,5
g NH4Cl, 0,1 g MnSO4.H20, 2 g de FePOg4, 20 g de agar e 0,025 g de bromocresol verde. Os
isolados foram multiplicados em caldo nutriente e padronizados em uma concentracao
aproximada de 108 UFC.mL™1. Uma aliquota de 8 uL da suspensdo bacteriana foi transferida
para placas de Petri contendo o meio basal descrito anteriormente. As placas foram
acondicionadas invertidas em BOD a 28°C por 5 dias. A capacidade de solubilizar FePO4 foi
classificada como positiva ou negativa de acordo com a formacéo ou ndo de um halo ao redor

das col6nias.

3.8.2 Solubilizagdo de potéssio (K)

Os isolados foram testados utilizando o meio Aleksandrov modificado para detectar
bactérias que utilizam silicato de aluminio e potassio como uma fonte Gnica de potassio (K).
Este meio foi preparado conforme descrito por Parmar e Sindhu (2013), utilizando mica em
p6 como fonte de potassio insolivel. O meio de Aleksandrov continha por litro: 5 g de
glicose, 0,5 g de MgS0O4.7H20, 0,1 g de CaCOs, 0,005 g FeCls.6H20, 2 g Cas(POa)2, 2 g de
mica em po pura, 0,5 g (NH4)2SO04; 0,2 g NaCl, 0,2 g KCI, 0,5 g de extrato de levedura, 0,002
g de MnSO4.H20 e 15 g de agar. O indculo foi preparado em caldo nutriente como descrrito

acima e as placas foram incubadas invertidas a 28°C por 5 dias. A avaliacdo foi realizada de
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forma idéntica ao teste descrito acima para FePOa.

3.8.3 Hidrolisacao de caseina

As proteinas sdo feitas de aminoacidos ligados por ligacbes peptidicas e
microrganismos com atividade hidrolitica podem quebrar essas ligagdes, liberando nitrogénio
por meio dessa hidrdlise proteica (Wang et. al., 2013). O meio agar caseina é utilizado para
detectar microorganismos hidrolisantes (Frazier; Rupp, 1928), utilizando leite desnatado em
p6 como Unica fonte de caseina. O meio de cultura continha por litro: 50,0 g de leite
desnatado, 5,0 g de caseina pancreatica digerida, 2,5 g de extrato de levedura, 1,0 g de glicose
e 12,5 g de agar. Os isolados foram crescidos como ja descrito e 3 pL. da suspensédo bacteriana
padronizada foram transferidos para placas de Petri contendo 0 meio &gar caseina. As placas
foram incubadas a 28°C por 24 h e posteriormente avaliadas de acordo com a formacgéo ou

nao de um halo ao redor das coldnias.

3.9 Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas com o software R (R Core Team, 2022) e 0s
resultados submetidos aos testes de normalidade dos residuos por Shapiro-Wilk e
homogeneidade das variancias por Bartlett’s. Os dados que apresentaram distribui¢cdo normal
e homocedasticidade foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA) pelo teste F (p <
0.05) com as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott para os experimentos in vivo e
Tukey para as avaliagfes dos resultados obtidos nas coletas das diferentes porcées de solo (p
<0.05).

4 RESULTADOS
4.1 Diferengas na densidade populacional bacteriana entre ‘bulk soil’ e rizosfera

As densidades populacionais (UFC/mL™) das amostras coletadas do ambiente
rizosférico foram menores que as densidades em amostras coletadas do ‘bulk soil” em ambas
cultivares. As densidades populacionais em amostras advindas tanto do ambiente rizosferico
quanto de ‘bulk soil’ para a cultivar IAC 572/Syrah foram significativamente superiores
guando comparados com a cultivar 1103 Paulsen/Bocaina (Figura 1).

Um total de 62 isolados foi obtido das amostras coletados dos dois tipos de amostras,
‘bulk soil” e rizosfera, e de ambas cultivares de videira, IAC 572/Syrah e 1103

Paulsen/Bocaina, os quais foram utilizados nos experimentos descritos abaixo.
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Figura 1 — Densidades populacionais (UFC/g) de bactérias benéficas gram-positivas coletadas
de mudas de videira enxertadas em diferentes porcdes do solo.

Bulk soil ‘444444fffffffiiffffffff444444GGGGQQQQGGGGGGGQGG*‘] aA

Rizosfera

Bulk soil |###| bA

Rizosfera E bA
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BocainaBocaina| /Syrah | /Syrah
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UFC.mL1x 10?

E& Rizosfera [ 'AC 572/Syrah
£21 Bulk Soil [] 1103Paulsen/Bocaina

Legenda: Densidades populacionais (UFC/g) de bactérias benéficas gram-positivas em amostras de
‘bulk soil” e da rizosfera, coletadas de mudas de videira enxertadas com as combinagdes
1103Paulsen/Bocaina e IAC572/Syrah. As amostras coletadas foram submetidas a uma metodologia
seletiva para o isolamento apenas de bactérias gram-positivas. Foram comparados os resultados das
duas combinacBes de mudas enxertadas (IAC572/Syrah e 1103Paulsen/Bocaina), independente da
porcéo do solo coletada. Além disso, também foram correlacionadas as duas porg¢des de solo coletadas
(bulk soil e rizosfera), independente da combinagdo de muda enxertada. As letras minasculas referem-
se ao teste de Tukey (p < 0.05), feito entre as combinagdes de mudas enxertadas, independente da
porcao de solo (‘bulk soil” ou rizosférico™). As letras mailsculas refem-se ao teste Tukey (p < 0.05)
feito em relacdo as diferentes porcbes de solo coletadas, independente da combinagdo de mudas
enxertadas. As médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem significativamente de acordo com o
teste de Tukey (P < 0,05).

Fonte: Do autor (2024)

4.2 Experimento in vivo

Nos experimentos in vivo, realizados em casa de vegetacdo, foram testados 15
isolados, selecionados através dos screenings realizados anteriormente. Os resultados
demonstraram basicamente uma separacdo em dois grupos: aqueles isolados que tinham seus
resultados se agrupando com o tratamento com hormonio vegetal e aqueles que se agrupavam
com as estacas tratadas apenas com agua. As variaveis responsaveis por analisar o Pegamento
(P%), Massa Seca de Raiz (MSR), Massa Seca de Parte Aérea (MSPA) e Comprimento de
Ramo (CR) demonstraram estarem relacionadas entre si (Figura 1A-D). Ja a variavel de Teor
de Clorofila (TC) ndo demonstrou relagdo com nenhuma das outras variaveis analisadas
(Figura 1E).
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As estacas porta-enxerto tratadas com hormonio vegetal (HORM) foram
significativamente distintas das estacas tratadas apenas com &gua (controle negativo) em todas
as variaveis analisadas (Figura 1A-E). Dos isolados bacterianos testados, seis (SYO01, SY18,
SY30, BO04, BO05 e INV) alcancaram resultados significativos em quatro das cinco
variaveis testadas (P%, MSR, MSPA e CR). Esses isolados ndo diferiram significativamente
dos resultados obtidos pelas estacas inoculadas com horménio vegetal (p > 0,05). Além
desses, os isolados SY04 e SY27 foram significativamente iguais ao tratamento com
horménio na maioria dessas variaveis, com excecao de MSR para o isolado SY27 e P% para o
isolado SYO04. Observando apenas a variavel pegamento (P%), sete isolados obtiveram
resultados singnificativamente iguais aos resultados obtidos pelo hormonio (Figura 1A). Para
a variavel MSR esses mesmos isolados ndo diferiram significativamente do horménio, além
do isolado SY04 (Figura 1B). Em relacédo as variaveis da parte aérea (Comprimento de Ramo
- CR e Massa Seca de Parte Aérea - MSPA), nove isolados foram significativamente
semelhantes ao tratamento com hormonio (Figura 1C-D). Enquanto para Teor de Clorofila
(TC) apenas quatro isolados tiveram seus resultados significativamente semelhantes ao
horménio vegetal (Figura 1E).

Os isolados BO28, SY14, SY16, SY07 e SYO03 apresentaram resultados
significativamente distintos do tratamento horménio em todas as variaveis analisadas. Esses
isolados obtiveram resultados semelhantes aos resultados obtidos pelas estacas tratadas

apenas com agua destilada.

Figura 2 — Pegamento (%), Peso de Massa Seca de Raiz (g), Peso de Massa seca de
Parte Aérea (g), Comprimento de Raiz (CR) e Teor de Clorofila (TC) de
estacas inoculadas com isolados bacterianos.
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Legenda: Efeito da inoculagdo de isolados bacterianos benéficos na promoc¢do de crescimento de
porta-enxertos de videira da variedade IAC 572. (A) Pegamento de estacas porta-enxerto de videira
representada em porcentagem. (B) Massa seca de raiz (MSR) de estacas porta-enxeto representados
em gramas (g). (C) Massa seca da parte aérea (MSPA) de estacas porta-enxerto representados em
gramas (g). (D) Comprimento do ramo (CR) da parte aérea das estacas porta-enxerto representados em
centimetros (cm). (E) Valores obtidos de Teores de clorofila (TC), medidos em clorofildmetro (SPAD-
502). Os valores representam as médias de 20 repeticdes por tratamento. O Tratamento “AGUA”
representa o controle negativo, enquanto que o tratamento “HORM” representa o controle positivo, no
qual foi aplicado o horménio vegetal sintético Acido 1-naftalenoacético (ANA). As estacas porta-
enxerto foram inoculadas durante 24h com as suspensfes bacterianas preparadas previamente e
posteriormente foram plantadas em recipientes plasticos na casa de vegetacdo. Os resultados foram
obtidos com 60 dias apés o plantio. As médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem
significativamente de acordo com o teste Scott-knott (P < 0,05). Em todos os gréficos, as barras de
erro representam o erro padrdo das médias.

Fonte: Do autor (2024)
4.3 Experimentos in vitro

Os testes in vitro foram realizados com aqueles isolados que obtiveram resultados
consistentes nas variaveis analisadas nos experimentos in vivo, sejam eles se assemelhando
significativamente com as estacas tratadas com hormonio ou apenas com agua. Ao todo foram
selecionados 10 isolados para 0s experimentos in vitro.

Nenhum dos isolados selecionados foi capaz de solubilizar as fontes de potassio e
fosfato que foram utilizadas nos meios de cultura dos testes (Mica em p6 e FePQg,
respectivamente). A maioria dos isolados testados foi capaz de hidrolisar caseina, em maior

ou menor quantidade, com excessdo dos isolados SY14, BO28 e BO04 (Tabela 1).
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Tabela 1 — Testes de hidrolisacdo de caseina, solubilizacdo de potassio e solubilizacdo de
fosfato com isolados bacterianos selecionados nos experimentos in vivo.

TESTES DE CARACTERISTICAS SOLUBILIZADORAS

ISOLADOS HIDROLIZACAO DE SOLUBILIZACAO DE SOLUBILIZACAO DE
CASEINA POTASSIO FOSFATO
sYo1 ® O O
SY30 ® ® ®
BO0O4 O O O
BOO5 ® ® ®
syY1s8 ® O 5
BO28 ® ® ®
sy14 O O O
SYo7 ) o ®
sYo3 ® O o
SsY16 ® ° o

Nota: Capacidade dos isolados bacterianos selecionados nos experimentos in vivo em hidrolisar
caseina e solubilizar fonte de fosfato (FePO,) e potassio (Mica em p6). Os bioensaios foram realizados
em placas de Petri com meios de culturas especificos para cada teste. Os resultados foram pontuados
como positivos (circulo preenchido) ou negativos (circulo vazio). Os testes foram realizados com 3
repeticOes por tratamento. As caracteristicas avaliadas foram: Hidroliza¢&o de caseina; Solubilizacéo
de potassio (K); Solubilizacdo de fosfato (FePO.).

Fonte: Do autor (2024)
5 DISCUSSAO

A producdo de uvas no Sul de Minas Gerais vem se tornando o principal cultivo de
varias pequenas propriedades na regido. Com isso, a demanda por propagulos de qualidade
segue no mesmo ritmo. Em contrapartida, a producdo de mudas de videira € um processo
longo e oneroso, com varias possibilidades de perdas durante as etapas de producdo. Um dos
principais gargalos na obtencdo das mudas é o baixo indice de pegamento nos viveiros,
ocasionando perdas médias de 30% das mudas plantadas (Villa et al., 2003; Bettoni et al.,
2014). O desenvolvimento de novas variedades de porta-enxertos e a utilizacdo de horménios
vegetais produzidos de forma sintética tem ajudado a otimizar o sistema. Nesse contexto,
varios estudos identificam o potencial de microrganismos benéficos para promover o
crescimento radicular e auxiliar no desenvolvimento vegetal (Compant et al., 2005; Compant;
Clément; Sessitsch, 2010; Erdogan et al., 2018; Kdse et al., 2005; Linderman; Davis, 2001).
Nesse trabalho, isolamos e selecionamos cepas bacterianas coletadas de ‘bulk soil’ e
ambientes rizosféricos de duas cultivares bastante utilizadas pelos produtores da regido (IAC
572/Syrah e 1103 Paulsen/Bocaina). O foco do estudo foi analisar a capacidade desses

isolados em auxiliar no enraizamento de mudas de videira, por meio de testes in vivo. Além
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disso, através de ensaios in vitro, procuramos identificar possiveis mecanismos utilizados por
esses isolados que auxiliam as plantas a emitir raizes.

Coletas realizadas em solos de ambas as cultivares revelaram populagdes,
determinadas por meio de unidades formadoras de coldnias (UFC/mL™), mais altas na por¢éo
‘bulk soil” em relagdo ao ambiente rizosférico (Figura 1). Normalmente, as maiores
populacbes bacterianas sdo encontradas mais proximos ao rizoplano, por ser um ambiente
nutricionalmente mais rico em relacdo ao solo (Walker et al., 2003). Esse comportamento se
deve pela liberacdo de exsudatos das raizes e fotoassimilados pelos vegetais (Lamb et al.,
1996; Elvira-Recuenco; Van Vuurde, 2000), realizando um recrutamento microbiano de
microrganismos que utilizam em seu metabolismo esses compostos liberados. Esses exsudatos
e fotoassimilados formam um gradiente reducional em direcéo contréaria as raizes, moldando a
abundancia, riqueza e composicdo das comunidades microbianas no solo (Trabelsi; Ridha,
2013). Entretanto, bactérias gram-positivas geralmente sdo excessbes a essas tendéncias,
tendo preferéncias por microambientes mais pobres nutricionalmente e que possuem menor
competicdo. Esse comportamento pode ser explicado por algumas espécies apresentarem
habilidades de sobrevivéncia em maiores niveis, ocasionados principalmente pela capacidade
desses microrganismos em formarem enddsporos (Silva; Nahas, 2002; Geetanjali; Jain, 2016;
Loguercio et al., 2023). Resultados semelhantes foram observados por Loguercio et al., 2023,
que relataram densidades populacionais de Bacillus spp. (gram-positiva) maiores longe do
ambiente rizosférico de plantas de cacau, enquanto outros géneros bacterianos como
Pseudomonas (gram-negativa) se concentravam em maior densidade proximos as raizes das
plantas.

As mudas de videira para serem consideradas aptas para a comercializacdo precisam
ter equilibrio entre sistema radicular e parte aérea, capaz de manter a planta metabolicamente
ativa apos o plantio definitivo, além de se desenvolver com eficiéncia no campo (Regina et
al., 1998). Nesse sentido, alguns isolados obtiveram resultados de destaque nos experimentos
in vivo como SYO01, SY18, SY30, BO04, BO05 e INV. As estacas tratadas com esses isolados
apresentaram resultados que ndo se diferenciaram significativamente daquelas estacas que
foram tratadas com hormonio vegetal ANA (tratamento padrdo dos produtores). Esses
resultados demonstram que esses isolados sdo capazes de auxiliar no pegamento de mudas de
videira, proporcionando mudas com sistema radicular de qualidade e bom desenvolvimento
de parte aérea. Além desses isolados destacados, outros também apresentaram resultados
promissores no experimento em casa de vegetacdo, como SY27 e SYO04. Esses isolados

demonstraram resultados semelhantes ao tratamento com hormonio na maioria das variaveis
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analisadas, proporcionando estacas bem formadas, tanto em relacdo a parte aérea quanto ao
sistema radicular. Além disso, outro ponto de destaque nos experimentos in vivo € o contraste
dos resultados das estacas inoculadas com o hormonio vegetal ANA e aquelas tratadas apenas
com &gua, sem nenhum estimulador radicular. Esses resultados corroboram com aqueles
obtidos por Bettoni et al. (2014), no qual a aplicacdo de auxina exdgena através da utilizacéo
de hormonio vegetal sintético ANA na base das estacas promoveu o incremento na
porcentagem de enraizamento, nimero, comprimento e massa fresca das raizes de estacas
porta-enxerto de videira, em relacéo ao tratamento controle (Agua).

Um dos mecanismos utilizados por bactérias benéficas para auxiliar no
desenvolvimento radicular das plantas é a solubilizacdo de alguns nutrientes, deixando-os
disponiveis para os vegetais. Além disso, alguns microrganismos sdo capazes de realizar a
hidrolise de proteinas, liberando compostos organicos no solo que sdo prontamente
absorvidos pelas raizes das plantas. Os isolados bacterianos testados nesse estudo ndo foram
capazes de solubilizar as fontes de fosfato e potassio que foram disponibilizadas (FePOa e
mica em po, respectivamente) (Tabela 1). Em contrapartida, a maioria dos isolados que foram
submetidos ao teste de hidrolisacdo de caseina mostraram resultados positivos, por meio da
formagdo de halo ao redor das colbnias (Apéndice C), indincando que sdo capazes de
hidrolisar caseina, liberando nitrogénio prontamente disponivel para as plantas. Esses dados
corroboram com os resultados obtidos por (De Oliveira, 2022), que observou que uma das
caracteristicas mais difundidas entre as bactérias testadas foi a capacidade de hidrolisar
caseina (47,1%) engquanto a menos difundida foi a capacidade de solubilizar fosfato através da
FePO. como fonte insoltvel (5,8%). Ao contrario do observado em nosso trabalho, a maioria
das bactérias testadas no estudo citado anteriormente também foi capaz de solubilizar fontes
insoltveis de K (61,5%). Essa divergéncia pode ser explicada pelo fato das bactérias testadas
no estudo citado serem gram-negativas e filogenéticamente distantes dos isolados testados em
nosso trabalho, apresentando caracteristicas solubilizadoras distintas. Além disso, as fontes de
K insoluvel disonibilizadas para os microrganismos foram diferentes.

Além de fosforo e potéassio, o nitrogénio é um elemento quimico que as plantas
necessitam absorver em grandes quantidades para se densenvolverem. Proteinas como a
caseina sdo constituidas por cadeias de amino&cidos unidas por ligagdes peptidicas. A
hidrolise da proteina na presenca de um agente capaz de quebrar essas ligacdes provoca a
liberacdo desses grupos de aminoacidos, liberando protons e nitrogénio no sistema (Wang et
al., 2013). A maioria dos isolados selecionados para o teste de hidrolisacdo de caseina que

obtiveram resultados positivos foram estatiticamente semelhantes ao hormonio vegetal ANA



32

em, a0 menos, uma varidvel analisada nos testes in vivo. Provavelmente, esses isolados
utilizaram como mecanismo de acdo promotora a quebra dessas proteinas presentes no solo,
liberando nitrogénio prontamente absorvido pelas plantas e auxiliando no desenvolvimento
radicular inicial das estacas porta-enxerto. Nesse sentido, os isolados BO28 e SY 14 ndo foram
capazes de hidrolisar caseina. Esses mesmos isolados obtiveram médias em todas as variaveis
analisadas nos experimentos in vivo significativamente distintas do tratamento com hormaénio,

corroborando com os resultados dos testes in vitro (Tabela 1).

6 CONCLUSAO

Com base nos resultados dos experimentos in vivo e in vitro foi observado que alguns
isolados obtidos nesse trabalho tém grande potencial de auxiliar no pegamento de mudas de
videira. Alguns isolados como SY01, SY18, SY30, BO04, BOO05 e INV foram capazes de
produzir mudas com sistema radicular e parte aérea de qualidades, sem nenhuma diferenca
significativa em comparacdo as estacas tratadas com o horménio vegetal ANA. Além desses
isolados, outros também foram capazes de auxiliar as estacas a emitirem raizes e completarem
seu processo de formagdo como SY 04 e SY27, obtendo resultados semelhantes ao tratamento
com hormdnio na maioria das variaveis analisadas. Os dados ainda sugerem que a
solubilizacdo de fosfato e potassio pode ndo fazer parte do leque de mecanismos utilizados
por esses isolados para auxiliarem no enraizamento das mudas de videira, a0 menos através
das fontes disponibilizadas nos estudos in vitro (FePO4 e Mica em po, respectivamente). Em
contrapartida, a maioria dos isolados foi capaz de hidrolisar caseina, liberando prétons e
nitrogénio no sistema. Esses isolados, assim como seus mecanismos de acdo voltados para a
promocdo de crescimento radicular, precisam ser melhor estudados, buscando compreender
aspectos moleculares da sua interacdo com o sistema radicular das mudas. Além disso, seria
interessante investigar se as combinac@es de isolados, ou até mesmo a utilizacdo em conjunto
com o0s hormonios vegetais sintéticos, pode incrementar 0 pegamento das mudas de videira

Nos Vviveiros.
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APENDICE A — Screening realizado em casa de vegetacdo com os 32 isolados bacterianos

coletados.

ISOLADOS/PORTA-ENXERTOS

AGUA

BO02

BO05

BO09

BO14

BO22A

BO29

BO36

INV

SY02

SY04

SY09

SY14

SY16

0,19 bA

1,23 aB

1,81 aB

0,34 bA

0,00 bB

1,33 aA

0,60 bB

0,00 bA

0,08 bB

0,77 bB

0,29 bB

1,20 aA

0,38 bB

1,82 aA

1103 Paulsen

0,07 bA

0,60 bB

1,43 aB

0,20bA

0,00 bB

1,03 aA

0,36 bB

0,00 bA

0,08 bB

0,37 bB

0,06 bB

0,46 bB

0,14 bB

1,53 aA

IAC 572

0,90 bA

2,91 aA

3,43 aA

0,50 cA

2,24 aA

2,15aA

2,77 aA

0,00 cA

1,60 bA

2,20 aA

3,43 aA

2,32 aA

1,33 bA

1,40 bA

0,70 cA

1,63 bA

3,18 aA

0,56cA

1,89 bA

1,58 bA

1,58 bA

0,00 cA

1,17 cA

1,28 cA

2,00 bA

1,69 bA

1,99 bA

1,11 cA
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SY18 1,12 aA 0,85 aA 1,06 bA 0,72 cA

SY21 0,78 bB 0,59 bB 3,54 aA 1,96 bA

SY27 0,82 bA 0,58 bA 1,21 bA 0,86 cA

SY30 0,18 bB 0,09 bB 2,19 aA 1,86 bA

Legenda: Screening realizado em casa de vegetagdo com todas as cepas bacterianas isoladas de ambos
0s porta-enxertos testados, tanto da porgdo “bulk soil”, quanto da regido rizosférica das mudas de
videira. As letras minasculas referem-se ao teste Scott-Knott (p < 0.05) feito entre os isolados
bacterianos para cada porta-enxerto testado. Ja as letras maiusculas refem-se ao teste Scott-Knott (p <
0.05) feito em relacdo aos diferentes porta-enxertos (IAC 572 e 1103 Paulsen). Houve diferenca
significativa entre os isolados em ambos os porta-enxertos e também entre 0s porta-enxertos. As
médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem significativamente de acordo com o teste de Scott-
Knott (P < 0,05). PA = Massa Seca de Parte Aérea; PR = Massa Seca de Raiz.

APENDICE B — Unidades Formadoras de Col6nias (UFCs) realizado apds o isolamento
seletivo de bacterias gram-positivas.

Cultivares Local de coleta UFC.mL1x 10* (Médias)
IAC572/Syrah Bulk Soil 299 aA

IAC572/Syrah Rizosfera 231 aB

1103P/Bocaina Bulk soil 21 bA

1103P/Bocaina Rizosfera 8 bA

Legenda: Contagem de Unidades Formadoras de Col6nias (UFC), realizado ap0s coleta de solo e
isolamento seletivo de bactérias gram-positivas. O teste apresenta a comparacdo entre as quantidades
de UFCs encontradas nas diferentes porg¢oes de solo (‘bulk Soil” e rizosfera) e as duas combionagoes
de mudas enxertadas (1103P/Bocaina e IAC572/Syrah). As letras minusculas referem-se ao teste
Tukey (p < 0.05), feito entre as cultivares. Ja as letras maiusculas refem-se ao teste Tukey (p < 0.05)
feito em relagdo as diferentes porcGes de solo coletadas. Houve diferenca significativa entre as
cultivares. Houve diferenca significativa entre as porcdes de solo coletadas em éareas de
IAC572/Syrah. As médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem significativamente de acordo com
o teste de Tukey (P < 0,05).
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APENDICE C — Teste de hidrolisacdo de caseina com os 10 isolados selecionados através do
experimento in vivo.

Legenda: Isolados bacterianos selecionados no experimento in vivo demonstrando suas capacidades ou
ndo em hidrolisar caseina, liberando nitrogénio. Meio de cultura especifico para deteccdo de
microrganismos hidrolisantes (Frazier; Rupp, 1928). Os isolados que apresentaram halo ao redor do
crescimento colonial foram aqueles que demonstraram atividade hidrolitica. Uma colénia pura de cada
isolado foi transferida para placas de Petri contendo o meio de cultura especifico. As placas foram
incubadas a 26°C por 24h e avaliadas apos esse periodo.
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APENDICE D — Teste de solubilizagdo de potéassio com os 10 isolados selecionados no
experimento in vivo.

BOO5 SY18 BO28 SY09
SY03 SY14 SY16 BOO0O4
SYO1 SY30

.90

Legenda: Isolados bacterianos selecionados no experimento in vivo demonstrando suas capacidades
em solubilizar potassio. Meio de cultura especifico (Aleksandrow medium) para deteccdo de
microrganismos solubilizadores de potéassio (Zhang e Kong, 2014). Nenhum isolado formou halo ao
redor das colondnias bacterianas, demonstrando que ndo foram capazes de solubilizar a fonte de
potéssio disponivel no meio de cultura. Uma colbnia pura de cada isolado foi transferida para placas
de Petri contendo o meio de cultura especifico. As placas foram incubadas a 26°C por 5 dias e
avaliadas apo6s esse periodo.
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APENDICE E — Teste de solubilizacdo de fosfato com os 10 isolados selecionados no
experimento in vivo.

SY18 SY14 BOO5 SYO1
BO0O4 SY16 SY30 SY09

SY03 BO28
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Legenda: Isolados bacterianos selecionados no experimento in vivo demonstrando suas capacidades
ou ndo em solubilizar fontes de fosfato. Meio de cultura especifico para deteccdo de microrganismos
solubilizadores de fosforo (Gadagi et al., 2002). Nenhum isolado formou halo ao redor das colonénias
bacterianas, demonstrando que ndo foram capazes de solubilizar a fonte de fosfato disponivel (FePO.)
no meio de cultura. Uma colénia pura de cada isolado foi transferida para placas de Petri contendo o
meio de cultura especifico. As placas foram incubadas a 26°C por 5 dias e avaliadas ap6s esse periodo.
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APENDICE F — Gel de agarose (0,8%) dos produtos obtidos através da PCR dos 30 isolados
bacterianos utilizados nos screenings.
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Legenda: Gel de agarose (0,8%) dos produtos obtidos através da PCR dos 30 isolados bacterianos
utilizados nos screenings. Foi utilizado os primers: recA-F (TTC TTC ATA AGA ATA CCA CGA
ACC GC) e recA-R (TGA GTG ATC GTC AGG CAG CCT TAG) para amplificagdo do gene recA
dos isolados.



