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APRESENTACAO

A necessidade cada vez mais premente de se estudar as
relacdes entre planta, patdégenos e microrganismos benéficos e
aprender a manejar o ambiente de forma racional objetivando
melhorar a producdo agricola contribuird sobremaneira para o
eguillbrio ecolégico do agroecossistema

0 controle biolégico de fitopatdgenos tem apresentado
avancos relevantes e alteracdes significativas tem ocorrido tanto
na qualidade como na quantidade das pesquisas, com reflexos
altamente positivos a comunidade.

Pretende-se com esta reunido a integracdo entre os
participantes e, o0s conhecimentos adquiridos, venham estimular
novos grupos de estudiosos, fazendo com que a pesquisa sobre
controle biolégico se estenda a todo territério nacional.

Os promotores da Ill Reunido, o CNPDA e o Departamento
de Genética/ESALQ, esperam que essa realizacdo, substanciada na
presente publicacdo, tenha o maximo de aproveitamento e desejam a
todos os participantes um feliz congragcamento durante esta

estadia em Piracicaba.

Itamar Soares de Melo
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Carlos Magno Campos da Rocha - Presidente da EMBRAPA
Flavio Fava de Moraes - Diretor Cientifico da Fapesp
Roland Vencovsky - Chefe do Departamento de Genética
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Paulo Fernando Cidade de Araujo - Diretor Presidente/FEALQ
Walter Lazarini - Secretario da Agricultura
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PRESIDENTE/Chairman: Dr. A. BERGAMIN FILHO - ESALQ/USP

10:45 - 11:30 H - CONFERENCIA/Conference: Dr. John L. Lockwood
Michigan State University
"The Role of Microbial Energy Stress in
Blological Control™.

SESSAO 1/Session | - PRESIDENTE/Chairman:
Dr. M. HOMECHIN - CNPSo/EMBRAPA
SECRETARIO/secretary:
Dr. Eduardo Bagalhi - UNESP/BOTUCATU - SP

CONFERENCIAS/conferences

14:00 - 14:40 h - BACTERIAS PARA NUCLEAGAO DE GELO: SEU CONTROLE
E IMPORTANCIA NA AGRICULTURA Brasileira/lce
nucleation bactéria: biocontrol and implication
on brazilian agriculture.

Dr. Rui P. Leite - 1APAR/PR

14:40 - 15:30 h - SOLARIZACAO DO SOLO PARA CONTROLE DE
FI1TOPATOGENOS/Solar heating for control of
plant pathogens in the soil.

Dr. Nilton Luiz de Souza - UNESP/BOTUCATU - SP.

15:30 - 16:00 h - Intervalo/Coffee break.

16:00

16:45 h - CONTROLE BIOLOGICO DE DOENGAS EM POS-
COLHEITA/Biocontrol of post-harvest diseases.
Dra. Aike Kreftschmar - CNPFT/EMBRAPA-VACARIA-
RS.
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16:45 - 17:30 h - PERSPECTIVAS DE UTILIZAGAO DE FUNGOS DO SOLO NO

10/0utubros/1989 -

08:30 -

08:30

08:45

09:00

,-09:15

09:30

09:45

10:45

11:30 h

BIOCONTROLE DE NEMATOIDES DE GENERO
Meloidogyne: Influéncia do tipo de solo e fontes
de matéria organica/Using soil - borne fungi on
biocontrol of nematode of the genus
MeLoidogyne: influence of soil type organic
matter sources.

Dra. regina Gomes Carneiro - UEL, LONDRINA/PR.
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SESSAO 11/ Session Il - PRESIDENTE/Chairman:
Dra. RAQUEL GHINI CNPDA/EMBRAPA
Secretario/Secretary.

Dr. Wagner Bettiol CNPDA/EMBRAPA

Selecéo de microrganismos antagonicos a
fitopatogenos. BETTIOL, W.

Efeito de Bacillus subtilis no controle do mofo
cinzento (Botrylis cinerea) do morango.
BETTIOL, W.

Efeito de protecdo a ferrugem do cafeeiro
determinado por bactérias do genéro Bacillus
ROVERATTI, D.S. et alii.

Sensibilidade de Agrobacterium tumefaciens a
alguns antagonistas. BERIAM, L.0.S. et alii

Selecéo de Streptomyces no controle de
Verticillium dahliae. ALMEIDA, 0.C. et alii.

Efeito de Saccaromyces cerevisiae na reducdo da
antracnose em plantas de milho mantidas em
casa-de-vegetacdo. SILVA, S_.R. et alii.

Intervalo/Coffee Break

Isolamento e regeneracdo de protoplastos de
Talaromyces Flavus: um agente de biocontrole de
fitopatdbgenos. Santos, T.M.C. & Melo, 1.S.

Resisténcia de Verticillium lecanii: um agente
de biocontrole de Hemileia vastatrix (agente
causai da ferrugem do café) a benomyl e
oxicloreto de cobre. CONUS, G.A. & MELO, 1.S.

Obtencdo de bidtipos de Verticillium lecanii
resistentes a luz ultravioleta. CONUS, G.A. &
MELO 1I.S.



11:00

11:15

SESSAO I111/Session

Temperaturas em campos solarizados e
determinacéo de temperaturas letais para
fitopatdgenos do solo. LEFEVRE, A.F.V. & SOUZA,
N.L.

Fungos endoflticos da gramlnea Digitaria
insularis (“capim amargoso'™). BAGALHI, E i
PAGLIARINI, A.C.

111 - PRESIDENTE/Chairman:
Dra. SIU MUl TSAl - CENA/USP
Secretario/Secretary
Dr. Jalio Rodrigues Neto, I1.B. - SP

CONFERENCIAS/Conferences

14:00

14:45
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16:00

16:45

16:45

17:15

20:00

14:45 h

15:30 h

16:00 h
16:45 h

18:30 h
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FORMULAGAO COM AGENTES DE CONTROLE BIOLOGICO/
Formulation with biological control agents.
Dra. Ilracema de Moraes - UNICAMP, Campinas - SP

CONTROLE BIOLOGICO DE DOENGAS FOLIARES /
Biological Control of Foliar Diseases.

Dr. Yigal Elad - Agriculture Research
Organization - Israel.

Intervalo/Coffee Break

INDUGAO DE RESITENCIA EM CAFEEIRO PARA
CONTROLE DA FERRUGEM (Hemileia
vastatrix)/Resistance induction in coffee tree
for control of rust (Hemileia vastatrix)

Dra. Walkyria B.C.Moraes-Instituto Bioldgico-SP.

SESSAO 1V/Sesslon 1V - PRESIDENTE/Chairman:
Dra. ALINE A. PIZZIRANI-KLEINER - ESALQ/USP
Secretario/Secretary:

Dr. Roberto Bonetti - CENA/USP

Purificacdo, clonagem e expressdo da arcelina
em espécies de feijdo susceptiveis ao atague de
caruncho: estudo comparativo da expressédo
obtida através de técnicas de retrocruzamento e
engenharia genética. SOUZA, C.R. et alii.

Formacdo de comissdes para analisar o que vem
sendo feito e propor novos trabalhos e metas
em relacao as varias Aareas de controle
bioldégico

Programa Sécio-Cultural/Socio-Cultural Programme
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08:30 -

08: 30

08:45

09: oo

09:15

09:30

09:45

10 :00
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11:30 h - SESSAO V/Session V - PRESIDENTE/Chairman:

Dra. LUZIA D.PACCOLA-Meirelis - UEL/Londrina-PR
Secretario/Secretary.
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Variabilidade em Trichoderma harzianum. PERES,
E.C.MELO, 1I.S.
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dahllal em berlnaela. PIMENTEL. M. & MELO. 1.S.
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Obtencdo de bidtipos de Trichoderma harzianum
resistentes ao fungicida Iprodione. SILVA,
A.C.F. & MELO, 1.S.

Sobreviéncia de linhagens de Trichoderma
resistentes a lIprodione em morangueiro. VITTI,
A.J. & GHINI, R.

Atividade celulolltlca da linhagem selvagem e
mutantes mono e duplo auxotroéfico de
Trichoderma pseudoteoningii RIFAI. FURLANETO,
M.C. & PIZZIRANI-KLEINER, A.A.

Obtencdo de mutantes de Paecilomyces [Illacinus
para utilizacdo no controle blologico de nema-
toides. Pimentel, 1.C. S Azevedo, J.L.

Obtencdo de protoplastos de Paecilomyces 1lla-
clnus agente utilizado no controle blologico de
nematdides. Pimentel, I1.C. & Azevedo, J.L.

SESSAO VI1/Session VI - PRESIDENTE/Chairman:

14:00 -

Dr. JO&0 LUCIO DE AZEVEDO - ESALQ/USP
SECRETARIO/Secretary:
Dr. Tasso Leo Krugner - ESAIXJ/USP

-MESA REDONDA: "'POSSIBILIDADES DE
BIOCONTROLE DE IMPORTANTES FITOPATOGENOS
NO BRASIL"/Possibility of biological
control of important pathogens in Brazil.

14:30 h - BIOCONTROLE DE Crinipellis perniciosa DO

CACAUEIRO/Biocontrol of Crinipellis perniciosa
of cacao-tree.
Dr. CLEBER N. BASTOS - CEPLAC, Para.
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16:50
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xi

BIOCONTROLE DE Phytophthora cactorum DA
MACIEIRA/Biocontrol of Phytophthora cactorum of
apple-tree.

Dra. ROSA MARIA V. SANHUEZA - CNPFT/EMBRAPA
VACARIA/RS.

BIOCONTROLE DE Pseudomonas avenae DO
MIEHO/Biocontrol of Pseudomonas avenae of
maize.

Dr. CARLOS ALBERTO LOPES
CNPH/EMBRAPA ,BRASTLIA/DF

INTERVALO/Coffee break

BIOCONTROLE DE Gaoumannomycoo giaminis DO
TRIGO/Biocontrol of the wheat take-all
(Gaeumannomyces graminls).

BIOCONTROLE DE Catacauma torrendella
Coccostroma palmicola AGENTES DE eLIXA” DO
COQUEIRO/Biocontrol of Catacauma torrendella
an?_ Coccostroma palmicola agents of coconut
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Dr. SHINOBU SUDO - Centro de Pesquisa e
Desenvolvimento, Cia Souza Cruz.

DEBATE/Discussion

Debatedores:

Dr.John L.Lockwood - Michigan State University
Dr. Hiroshi Kimati - ESALQ/USP

Dr. Charles F.Robbs - CNPDA/EMBRAPA

Dra. Cecilia S. Sadi - CNPDA/EMBRAPA

ENCERRAMENTO/Meeting End.
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THE ROLE OF M1CROB1AL ENERGY STRESS IN BIOLOGICAL CONTROL

John L. Lockwood

Michigan State University
USA

Most research on biological control envolves the application
of a single strain of an antagonistic microorganism to soil or a plant
part. However, biological control in nature can occur through the joint
action of several or many meinbers of the indigenous microbial community,
most often operating via competition for limited energy sources. Some of
the characteristic responses of pathogenic fungi to energy stress in soil
are fungistasis, debilitation in germinability and virulence, and autoly-
sis of hyphae. These responses would seem to be exploitable for biological
control, but their study in this respoct has been neglected. Some approa
ches to employing soil fungistasis in biological control include the addi-
tions of organic matter or calcium to soil to increase fungistasis, and
the substltution of pathogen-free soil for pathogen-bearing soil in the
planting site. The debilitation of fungai propagules might be augmented
by use of specific chemicals that increase exudation. Exploitation of the
germination-lysis phenomenon depends on finding effective germination sti-
mulants that would not support the production of new inoculum. On folia-
ge, biological control appears to occur naturally through competition for
energy sources by resident yeasts and filamentous fungi. The use of biolo
qical control that is broadly based microbiologivally might offer advan-
tages of reliability and stability.



SOLARIZACAO DO SOLO

Nilton Luiz de Souza
Prof. Assistente Doutor
DeptC Defesa Fitossani-
taria-FCA/UNESP-Cx. Pos
tal 237

18600 - Botucatu-SP

Ainda que o tratamento térmico seja um dos mais antigos méto-
dos de controle de doencas de plantas, tem sido usado para termoterapia de
sementes infestadas e/ou infectadas, material de propagacdo e para desin-
festacdo de solos em canteiros e casa-de-vegetacdo. Somente na Ultima dé-
cada o tratamento térmico, em condicdes de campo, mereceu interesse pelos
progressos na eficiéncia da solarizagdo e pelas crescentes restrigdes con
cernentes ao uso de defensivos.

Solarizacdo é um termo proposto por Katan et al.(1976) e usado
para descrever o aquecimento do solo, através do calor solar como tratamen
to de pré-plantio; o processo envolve a cobertura do solo uUumido com filme
de polietileno, que de maneira geral aumenta a temperatura a niveis letais
para diversos fitopatdgenos, pragas e sementes de plantas daninhas.

Embora Grooshevoy (1939) tenha utilizado a energia solar para
desinfestacdo do solo, visando o controle de TKigtaviopd io badi-cula, a ex-
posicdo ao sol foi feita diretamente, sendo que Adams (1971) foi o pionei-
ro no emprego do filme de polietileno objetivando elevar a temperatura do
solo com a finalidade de controlar fitopatdgenos em cultura em desenvolvi-
mento .

Desde 1976 vem crescendo, a cada ano, o numero de trabalhos re
latando os beneficios da solarizacdo no que diz respeito ao seu papel de
reduzir a populacdo de fitopatégenos do solo, minimizando seus efeitos so-
bre as culturas (Katan et al., 1987). O emprego da solarizacéo mostrou-
se como realmente efetivo no controle de importantes agentes causais de
doencas de plantas como por exemplo: rtiAa>txum spp. (Katan et al., 1981 e
Katan et al., 1983); Phytoph thotia cinamomi (Pinkas et al., 1984); Pythium
ultimam (Pullman et al., 1981); Sctclotium spp. (Grinstein et al., 1979 e
porter & Merriman, 1981); Sclc-lutinia spp. (Porter & Merriman, 1983, 1985);



Vzntizittium dalitiae (Katan et al., 1976; Pullman et al., 1981; Ashworth &
Gaona, 1982) além de outros citados por Katan (1987).

Os mecanismos de inativacdo dos fungos, quando submetidos a so
larizacdo, ndo sdo bem conhecidos, porém, Pullman et al. (1981) sugerem o
envolvimento de acgdo enzimdtica, mudanca nos compostos das membranas e sen
sibilidade das proteinas ao calor, além do efeito térmico direto. Consi-
derando os valores necesséarios para a inativacdo térmica dos fungos TFitopa
togénicos (Bollen, 1969), nem sempre as temperaturas atingidas pela solari
zagdo sdo letais aqueles microrganismos; ainda assim existe um efeito ad-
vindo do enfraquecimento do patégeno aumentando a sua vulnerabilidade aos
agentes antagdnicos ou simplesmente reduzindo a sua patogenicldade (Free-
man a Katan, 1988).

0 efeito da solarizacdo também é relatado como efetivo no con-
trole de varios géneros de fitonematdides (Siti et al., 1982; Lamondia &
Brodie, 1984; Barbercheck & Von Broembsen, 1986), assim como na reducdo da
populacdo de diversas ervas daninhas. Com relacdo as bactérias, foram ob-
servados efeitos letais sobre Ag-tobacfetium spp. , Pipudomonai pectinoliti-
cas, sendo que em cultura de nogueira a populacdo de Agtobacfetxum tadio-
bcctet biovar tumefacienl atingiu niveis indetectaveis ap6és a solarizacéo
(Stapleton & De Vay, 1983).

A solarizacédo possui efeitos adicionais. Solos solarizados
apresentam geralmente minerais sollveis, como nitrogénio amonlacal e nitra
to, Ca™+, Mg2+, p, K+, além de maior condutividade elétrica que solos néo
tratados. Esse aumento do nivel dos nutrientes representa segundo Staple-
ton & De Vay (1985, 1986), um adicional beneficio econdmico. Outro aspec-
to vantajoso do método é a seletividade com relacdo aos microrganismos (Sta
pleton, 1984). E frequentemente observado uma alta densidade populacional

de actinomlcetos e fungos termofilicos em solos solarizados, em niveis
maiores que em solos ndo tratados, por outro lado, s&o relatados efeitos
neutros ou estimuladores da solarizagdo na populacdo de Rhizobium sp. e
Titiclioditma sp. (Katan et al., 1976; Elad et al., 1980; Pullman et al.,

1981; Mihail 5 Alcorn, 1984; Martyn 8 Hartz, 1986). A alta tolerancia tér
mica dos fungos micorrizicos (51,5°C por 10 minutos para Gtomui “adeZcufa-
tui) tem sido observada, ja que plantas perenes ou anuais crescendo em so-
los recentemente solarizados sdo bem colonizadas por micorrizas (Pulmann
et al., 1981; Stapleton & De Vay, 1984, 1986). Diversos trabalhos tém fo-
calizado beneficios como: maior crescimento das plantas, réapida germinacéo



das sementes, padronizacdo, maturagdo precoce e maior produtividade (Sta
pleton & De Vay, 1984; Stapleton & Garza-Lopez, 1988).

Sdo poucos os trabalhos que discutem alternativas sobre o tem-
po de cobertura do solo, necessario para o controle dos patdgenos ou efeti
vacdo de outros beneficios da solarizacdo (Katan, 1987). Pullman et al.
(1981) e La Mondia & Brodie (1984) mostraram as vantagens da utilizacdo de
polietileno transparente quando comparado cora o de coloracédo preta. Siti
et al.(1982) e Stapleton & Garza-Lopez (1988) utilizaram filmes com espes-
suras que vao desde 18 até 40 um com spcesso. A utilizacdo de plasticos
finos promove melhor transmissdo do calor, resultando em uma solarizacao
mais efetiva (Pullman et al., 1981; Barbercheck s Von Borembsen, 1986).

Com relacdo a umidade do solo, ao que tudo indica (Stapleton &
De Vay, 1985) quando o aquecimento do solo é méximo, a importéncia da umi-
dade na sobrevivéncia dos microrganismos é diminuida; e quando o aquecimen
to é minimo, a importancia é aumentada.

A possibilidade do uso da solarizacdo, também em pds-plantio,
tem apresentado resultados promissores (Stapleton & De Vay, 1986; Sztejn-
berg et al., 1987; Stapleton & Garza-Lopez, 1988).

A solarizacdo empregada como complementacdo & outros métodos
de desinfestacdo do solo, é descrita como viavel, como por exemplo: fumiga
cdo (Smith et al., 1984; Barbercheck s Von Broembsen, 1986); adicdo de agen
te blocontrolador (Elad et al., 1980); incorporacdo de residuos organicos
(Ramirez Villapudua & Munnecke, 1987) .

Segundo Katan (1981) o método da solarizagdo, sendo simples,
seguro e efetivo no controle de pragas e doencas, reduz o uso de produtos
quimicos. E uma técnica especialmente promissora para culturas que cres-
cem em regides quentes do mundo.
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CONTROLE BIOLOGICO UE PATOGENOS QUE OCORREM EM POS-COLHEITA EM FRUTEIRAS

Aike A. Kretzchmar
Pés-Graduagdo da UFPel
Caixa Postal 354

96100 - Pelotas-RS

INTRODUGAO

As perdas de frutas ap6és a colheita podem ser aumentadas pelo
manejo inadequado dos produtos, por condicdes desfavoraveis de colheita,
armazenamento e comercializacdo, por modificagbes, TFisicas e bioquimicas
do processo de senescéncia e pela atividade microbiana, causadora de po-
dridoes

Estas podriddes sédo de dificil controle e tém sido apontadas
por diversos autores como responsaveis por grande porcentagem de perdas de
produtos colhidos. Na Espanha, as cifras médias globais de perdas em ma-
cas e peras submetidas & frigoconservacdo devem-se em 2 a 3% a perdas por
podridbes, 2 a 3% a perdas por alteracdes fisioldgicas e 3 a 7% a perdas
por diminuicdo do peso (11). No Chile, a percentagem de podriddes de poma
ceas varia, em condig¢cBes normais, entre 15 e 35%, apdés um manejo regular-
mente bom da fruta e com um periodo de armazenagem otimo (19). O levan-
tamento do Departamento de Agricultura demonstra que as perdas de poés-co-
lheita em frutas, nozes e vegetais somam em volta de 23%"do total de pro-
duto colhido, nos EUA (20). As perdas sdo ainda maiores em regides subde-
senvolvidas, devido & inferioridade de armazenagem e tecnologia de manu-
seio de alimentos (20). |Inspecdes em paises tropicais tém revelado que
perdas de pés-colheita de 25 a 50% s&o comuns em situagdes onde as vanta-
gens da refrigeragcdo ndo sao utilizadas (4). Estudos sobre perdas em poés-
colheita de magcds no Brasil indicam que na cultivar Golden Delicious arma-
zenada na safra 82/83 ocorreu podriddao em 5,7% dos frutos (2).

Levantamentos realizados nos Estados do Rio Grande do Sul e
Santa Catarina demonstraram a importancia do mofo-azul como agente causai
de podriddes de magds conservadas em camara frigorifica (17). Outro pato6-
geno, atte inata tem sido indicado como um dos mais importantes
organismos dentre os associados a podriddo de magds em poés-colheita, ocor-
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rendo também em outros paises produtores de pomaceas da América do Sul e
Europa (18).

Além de Peiu spp- e Atte-lnaiia. spp., sdo citados ainda
os fungos Gfomoleffd cingutata, RhizopuA A totuni , PhtjAaCoA po\a matonum,
Moni.ti.nta ~ucucofa, BotlytiA cinma, PhomopAiA mati., Phoma sp., Fuba-
ni.un sp., Pe.Atatotia spp., 3otnyodiptodia sp. e Bo tayoAphaetia dothtdea co
mo causadores das podriddes dos frutos da macieira na pos-colheita. @A3).
Os fungos Penicittium expanAum, RhizopuA nigsiicanA, Atteinaita te.nu.tA, Bo-
tMjtiA etnetea, BtocoApo ium atbum e Phoma sp. sdo considerados como os
maiores causadores de podriddes de peras e macds na Espanha, sendo que ape
nas Penictttium expanAum tem sido responsavel por 80 a 90% das perdas ocor
ridas por podriddes em pds-colheita (11). BotiytiA cine.tea e Penicittium
expanAum sdo citados como principais causadores de podriddes de macéds e pe
ras em armazenamento refrigerado (2, 9).

Como forma de controlar as doengas ocorridas no periodo de
pOs-colheita tem sido utilizados varios métodos, como tratamentos quimi-
cos, calor e irradiacdo. Os tratamentos quimicos sdo usualmente mais uti-
lizados, na pré e pds-colheita. Os tratamentos realizados na pds-colheita
sdo mais usados no controle das doencas por serem mais econdmicos, porém
tém eficacia relativa. Os tratamentos utilizados em camaras frias para
conservacdo de frutos tém sido banho de imersdo em tanques com solucédo fun
gicida e tratamento com fumigantes dentro das cémaras. No Brasil, o Unico
fungicida registrado para tratamento p&s-colheita é o Tiabendazol, que
possui sérias restricfes de uso, devido ao fato de selecionar estirpes re
sistentes de certos fungos (17). O uso de fungicidas sistémicos do grupo
dos benzimidazdis tem o maior nimero de surgimentos de organismos resisten
tes (1). Vérios autores (5, 9, 10, 12 e 17) j& constataram o surgimento
de estirpes resistentes de fungos a benzimidazbdis. A falta de um produto
mais eficaz e o surgimento destas estirpes resistentes tem contribuido pa-
ra a busca de alternativas mais viaveis para a conservacdo de frutos. Além
disto, o uso de produtos quimicos na conservacdo de alimentos pode acarre-
tar sérios prejuizos ao consumidor quando ndo sdo observados os periodos
de caréncia e as doses maximas de residuos toleradas pela legislacéo.



e Experiéncias realizadas com controle bioldgico de doencas pés-colheita
em fruteiras

Um dos grandes empecilhos na utilizacdo de microrganismos para
controle de doencas através de antagonismo tem sido a impossibilidade de
controle das condigbes ambientais (20). Assim sendo, multas vezes um tra-
balho promissor em condic¢cfes de laboratdério ndo logra éxito a campo devido
a condicOes adversas aos microrganismos utilizados, principalmente destrui”®
cdo por raios ultra-violeta e dessecamento. Os produtos armazenados nor-
malmente estdo sob condicdes controladas de temperatura e umidade relati-
va, principalmente no caso de armazenagem a frio. Existem trés fatores que
apresentam o controle biolégico como uma alternativa viavel e passivel de
exploragdo para controle de patégenos em poés-colheita:

- controle das condicdes ambientais
- limitagdo das éareas de aplicacéo
- economicamente praticavel sob condicdes de armazenamento(20).

Varios trabalhos realizados com controle biolégico tém sido
bem sucedidos (Quadro 1). Apesar de serem poucas as publicacdes na area

de controle biolégico de pés-colheita, estas pesquisas vém tendo bons re-
sultados .

Em macieira, a infeccdo de frutos por Botii/tid cinema foi re-
duzida pelo controle do inéculo no campo. O controle do patdégeno foi obti
do apd6s inoculacédo artificial das flores por tratamento “com conidios de
Tti.chode ima pdéeudokoningii (15). Porém, devido ao fato deste fungo ser in
capaz de crescer em temperaturas abaixo de 9°C, a ocorréncia de baixas tem
peraturas no periodo de floracdo poderia ter incapacitado o antagonista de
se desenvolver normalmente, motivo pelo qual o sucesso deste experimento
foi considerado limitado. O fungo Tt<chodeima hatzianum foi testado com o
mesmo procedimento e foram obtidos melhores resultados (16). Neste traba-
lho, tratamentos com T. hatzianum controlaram a doenca de forma semelhante
a diclofluanida 0,038% + benomil 0,015%, reduzindo significativamente a in
feccdo de frutos por cinema.



Quadro 1. Principais doencas de pés-colheita em fruteiras de clima tempera
do estudadas quanto ao controle biolégico.

Hospedeiro

Péssego M. filue tico ta 8. 4ubti t<4 Wilson & Pusey (1984)

Abrico M. (tucticola 8. 4ubtx (<4 Wilson & Pusey (1984)

Nectarina M. (lucticota 8. 4ubfcl.<4 Wilson & Pusey (1984)

Ameixa M. 4a.uc.tic.ota 8. 4ubH1t<4 Wilson & Pusey (1984)

Péssego Il. ilueticota 8. oubtiCd Fortes

Maca B. C«<lle<ea A. bT( Janisiewicz (1988)

Maca B. crte<ea T. hatzdahu Tronsmo & Ystaas (1980)

Maca P. exP<uidum Péeu.dvmona.6 sp. Janisiewicz (1988)

Maca 8. coi’tea T. pacl(p’ke»l(H()44  Tronsmo 8 Raa (1977)

Péssego R. 4 toteni ijet E. ctvacat Wilson; Pulsey 8 Franklin

(1987)

Maca P. vxpayijum Bactéria antagonista Janisiewicz (1987)

Macéa/Pera P. expansum p. cepacia Janisiewicz & Roitman
8. c+rtelea p. cepacia (1988)

Maca P. expari4um B. 4abt<fc4 Kretzschmar 8 Yaldebenito

* Trabalhos em desenvolvimento no Brasil

Suspensdo de células de Actemonium bteve no controle de Botag-
til cinetea e Pieudomonai sp. no controle de Penicittium expanaum fcram
utilizadas em frutos de magd (7). Os frutos feridos foram protegidos com
suspensdes dos antagonistas e posteriormente tratados com suspensdo de es-
poros de patégeno. Segundo o autor, testes com macds Golden Deliclous lo-
go apés a colheita mostraram que total protecdo de 8. ctnetea (I0* esp/mi)
fol obtida com 101 CFU/mf de A. bteve, sendo esta a mais baixa concentra-
cdo aplicada. A protecdo durou por dez semanas, até o final do experimen-
to. Quando foram testadas misturas de antagonistas, a combinacdo de Pieu-
domonai sp. e A. bteve deram excelentes resultados, inibindo Botuytil ci-
nelca e Pinicittium expanium. Foram também realizados testes para verifi-
cacdo da inibicdo "in vilto". Os resultados indicaram que a relagdo entre
acdo antagonista em placas e sobre frutos parece ser limitada, embora em
alguns casos houve correlagcdo, ou seja, forte inibicdo em placas foi para-
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leia a forte inibicdo em frutos. O mesmo autor, em 1987 utilizou uma bac-
téria antagonista (L-22-64) e uma levedura (F-43-31) para controlar o mofo
azul em macds, causado por P. expanbum. A mais alta concentracdo de espo-
ros do patdégeno (107 esp/m£) foi totalmente controlada por altas concen-
tracdes do antagonista. Esta protecdo foi continua, porque reinoculacdes
subsequentes de ferimentos, apés 7 a 10 dias, ndo resultaram em desenvolvi
mento de lesdes (6).

Experimentos com a bactéria Enteiobacten ctoacac (isolado D-3)
foram realizados para controle de Riuzopud itcfonifei em péssegos feridos
e inoculados artificialmente (21). Foram isolados 70 antagonistas, dos
quais apenas treze inibiram crescimento e/ou esporulacdo de R. oOtotcnijen
"in vitro". Destes isolados, somente E. ctoacae reduziu desenvolvimento
de podriddo comparavel a Dicloran. Segundo os autores, apesar de a bacté-
ria inibir infeccdo por R/t<zopu4 oOtotoni”en. em até 70% nos frutos, e o ata-
que de podriddo ter sido reduzido em frutos tratados, nado foi obtido con-
trole completo de podriddo de R/uziupué. Mesmo que observacdes dos autores
em outros ensaios demonstrem que possivelmente E. ctoacae possa vir a ter
uma larga aplicacdo no controle biolégico, é necessario neste trabalho, in
dicar os riscos de uso deste organismo, que sendo habitante do intestino
de animais e do homem, poderia causar problemas a salde.

P6 eudomoiui6é ccpacia, Péeudumvuad (Jfuoiedcend, Bacifiud t/iuidi-
gten6/4 e BactEfué O6ubNftd foram testados em laboratério para antagonismo
contra MoiuCZiiia ~"tucftcofa sobre furtos feridos de péssegos, nectarinas,
abricos e ameixas (13). Todas as cinco bactérias inibiram crescimento ra-
dial de M. sobre meio de cultura. No entanto, apenas Bacjffud
o6ubtcfcéd, (isolado B-3), controlou a podriddo parda em todos os tipos de
frutos, sendo mais efetivo sobre péssegos e abricds do que nectarinas e
ameixas. Benomil foi mais efetivo do que o isolado B-3 contra a podridao
parda. Possivelmente um antagonista como B-3, nado sensivel a fungicidas,
possa ser misturado com estes produtos ou outro antagonista para melhor
controle desta doenga.

A compatibilidade de Bac<f££ué 6ubZiZA6 (isolado B-3) com  ou-
tros agentes ou procedimentos de pés-colheita usados comercialmente foi
testada (14). Neste trabalho, observou-se que o tratamento Dicloram + B-3
tiveram baixa porcentagem de frutos atacados, menor que Dicloram e B-3 usa
dos isoladamente. No entanto, quando misturado com cera e cerat Dicloram,



0 antagonista ndo teve o mesmo efeito. Aparentemente, a cera teve um efei
to negativo sobre a atividade do isolado B-3 contra imticohi.
Frutos tratados com B-3 foram também submetidos a condic¢cdes simuladas de
armazenagem a frio (2 a 4°C) durante 21 dias. A atividade de B-3 contra
M. fitiucttcoZa em frutos tratados com cultura e com suspensdo de células
foi mantida durante todo o periodo, com apenas 10 e 20% de podriddo de fru
tos para os dois tratamentos, respectivamente. Isto indica que o antago-
nista BaciffuA (B-3) tem um bom potencial para controle biolégico
sob baixas temperaturas e em mistura com outros produtos.

0 desenvolvimento de podriddo causada por cutetea e
Pevi<c< <um expamum em peras e magds Tfoi inibido pulverizando os frutos
feridos com suspensdo de Pdéeudcmcnud ccpac<rt (8). Um composto antifingi-
co efetivo foi isolado das células bacterianas e de meio de cultura, iden-
tificado como pirrolnitrina. Este composto inibiu crescimento dos dois pa
tégenos em uma concentracdo de 1 mg/£ em teste de difusdo em agar, "in vi-
tro”. Em concentracdo de 10 mg/f de pirrolnitrina foi obtida completa pro
tecdo de B. cinetea em macds e peras com concentracdes do patégeno de 103
a 105 conidios/mf. Para Penec<££<um cxpandéum, a mesma concentracdo do com
posto antifungico controlou concentragdes de 103 conidios/mE em peras e
103 a 10u conidios/mf em macds. Em concentragbdes de 50 mg/f ou maiores,
foi obtido completo controle em ambas doencas e ambos frutos em todos os
niveis de inéculo testados. Segundo os autores a estirpe testada de P ce
pacia protegeu macads e peras em concentracbes suficientemente baixas para
considerar possivel o desenvolvimento comercial desta bactéria.

No Brasil, na area de controle bioldgico de doencas poés-colhei
ta, o Centro Nacional de Pesquisa de Fruteiras de Clima Temperado de Pelo-
tas/RS, vem conduzindo um projeto de controle biolégico de podriddao parda
em péssego utilizando bactérias, porém os trabalhos ainda ndo tém sido pu-
blicados (Dr. Joel Fortes, comunicacado pessoal).

No Campo Experimental de Vacaria (CNPFT, Vacarla/RS), sob a
orientacdo da Dra. Rosa M9 Valdebenito-Sanhueza, foram realizados alguns
ensaios com controle biolégico de doengas pdés-colheita em maca, visando
principalmente o controle do fungo Pemrtffxum fixpanium, responsavel pela
maior porcentagem de perdas de frutos em camara fria. Nos testes realiza-
dos "in vitro" .foi observada inibicdo da germinacdo de esporos do fungo P
expansum quando imersos em suspensdo de B Bubf/f<s Nos testes realiza-

Isolado cedido pelo Dr. Joel Fortes (CNPFT/Peiotas/RS)
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dos em frutos, observou-se que 8. Aubt<(<6 e 8. thu ittgieiti<A ocasionaram
a reducédo da Incidéncia de podriddo por P. expctnbum em até 80%, em pré-ino
culacddé a temperatura ambiente. Quando realizado o teste em camara fria,o
melhor controle foi obtido por B. 4ubfxf<4 em pré-inoculacédo, reduzindo a
incidéncia do patégeno em até 70%. O mesmo antagonista quando misturado
em suspensdo com o patdgeno controlou a doenca em apenas 56%. Isto demons
tra que existem possibilidades de se obter antagonistas com bom controle
de P. expdnéum em camara fria.

CONSIDERACOES FINAIS

Mesmo ndo sendo esta uma revisdo exaustiva sobre o assunto,
os trabalhos apresentados demonstraram que hd necessidade de se estender
as pesquisas nesta area, pois o controle biolégico de patdgenos em pés-co-
lheita tem muitas dificuldades a serem vencidas.

0 antagonismo testado "in vitro'" nem sempre ocorre "in vivo",
sendo necessario enorme numero de isolamentos e testes para obter alguns
antagonistas efetivos. Além disto, a necessidade de utilizar suspensoes
antagonistas em alta concentracdo torna o custo de reproducdo muito alto,
devido principalmente ao substrato utilizado. E preciso desenvolver formu
lacdes de produtos biolégicos para producdo em larga escala que possam com
petir com fungicidas e/ou serem usados em controle integrado, testando tam
bem a viabilidade de misturas de produtos quimicos e antagonistas, e seu
efeito na protecdo de alimentos.

No caso da macieira é preciso procurar antagdnicos ou misturas
deles que possam abranger os diferentes organismos patogénicos que ocorrem
nos tanques de lavagem de frutos, para um controle mais efetivo.

Também no caso de fruta refrigerada existe a necessidade de
pesquisar antagonistas que tenham atividade constante, tanto em condigles
ambientais como em baixas temperaturas.

Outro fator a ser considerado é o efeito toxicoldgico que os
antagonistas possam exercer sobre os alimentos, para evitar problemas de
contaminagcdo de produtos e consequente intoxicagdo do consumidor. Deve-
se lembrar também que a introducdo de organismos estranhos a um ambiente
pode causar certo impacto que deve ser verificado antes de sua utilizacéo
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em larga escala. No caso de armazenamento de frutos em camara frigorifica
o local abrangido é limitado, podendo ser satisfatoriamente controlado.

Pesquisas sobre ciclo de vida dos patdégenos que ocorremem pds-
colheita de fruteiras e respectivos antagonistas, requerimento nutricional
de ambos, bem como composicdo nutricional da superficie dos alimentos tam-
bém deverdo ser implementadas.

0 controle biolégico pode ser uma solucdo pratica e viavel na
conservagdo de alimentos, diminuindo o-acimulo de quimicos na cadeia ali-
mentar, e servindo como nova alternativa para controle de doencas em pds-
colheita

A necessidade de resolucdo dos problemas apontados acima de-
monstra que existe campo aberto nesta area para pesquisa na agricultura
brasileira.
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FORMULAGAO DE AGENTES DE CONTROLE BIOLOGICO

Profa. lracema 0. Moraes
DETA/IBILCE/UNESP - CP 136
15055-S. José do Rio Preto-SP

INTRODUCAO

A formulacdo dos inseticidas microbianos seguiram inicialmente
as mesmas etapas utilizadas na preparacdo de inseticidas quimicos, entre-
tanto, devido as muitas diferencas existentes entre ambos, nos ultimos tem
pos, vem se tentando desenvolver formulacdes mais adequadas.

0 inseticida bioldégico contém como principio ativo, na maioria
das vezes o proprio microrganismo em sua forma esporulada e é a atuacéo
desse microrganismo ou seus produtos de metabolismo que sdo téxicos, nesse
caso todo cuidado é necessario para ndo inibir a atuagdo do microrganismo
através de formulacdo inadequada e se possivel a formulacdo deve ampliar o
espectro toéxico. Deve-se evitar o uso de agentes antimicrobianos e no ca-
so de Bactffui thuningieniii (Bt) os compostos capazes de desnaturar pro-
teinas devido ao carater toxico do cristal proteico.

Alguns autores estudaram equipamentos para aplicacdo de insetl
cidas bioldégicos, com métodos e caracteristicas de formulacdo, bem como a
compatibilidade do inseticida com aditivos e outros pesticidas quimicos
(Bailey and Smith, 1951; Martin, 1959; Angus and LUthy, "1971; Schaefer et
al., 1986; Entwistle, 1986; Killick, 1986; Most and Qulnlan, 1986; Brown,
1951; Potts, 1958).

E importante rever algumas caracteristicas dos inseticidas,
tais como: atributos; tipos de formulacdo; aditivos; compatibilidade com
outros pesticidas (Angus and Luthy, 1971).

0 desenvolvimento de formulacdes de pesticidas microbianos,
especialmente aqueles baseados em Bacittui , progrediram des-
de a plataforma inicial de um potente produto estavel e aspergivel, a um
leque de materiais adaptados para obter determinadas exigéncias. Tais de-
senvolvimentos foram necessarios quer para se empregar 0s microbianos em
areas especificas do mercado (aplicacdo aérea em florestas), quer para com
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petir diretamente com alternativas quimicas (como exemplo, o desenvolvimen
to das formulagbes granuladas contra mosquitos)

0 desenvolvimento de uma formulacdo varia desde o simples in-
grediente ativo, passando por otimizacdo da produgdo, comportamento do pro
duto, reducdo de custo, métodos de aplicacdo ou atencdo para diferenciacdo
na demanda do mercado. Most and Quinlan (1986) citam o exemplo do desen-
volvimento de formulagbes do Bacittui thu.Hingie.niA.6 H 14, larviclda contra
mosquitos e moscas, apresentando as vantagens e desvantagens de cada uma
delas. Concluem seu trabalho afirmando que os cientistas de formulacdo es
tdo na interface entre as possibilidades técnicas e a realidade comercial,
transformando um alto potencial em pesticidas que realmente funcionam.

Para as formulacdes do inseticida bioldgico estdo sendo empre-
gados 0os mesmos processos usados para inseticidas quimicos ou seja: pé,
p6 molhéavel, concentrado aquoso, emulsdo, suspensdo oleosa, granulado.

As formulacdes e poténcias sdo ajustadas para dar controle oti
mo aos insetos-alvo (insetos-testes). Bulla and Yousten (1979) listam al-
guns produtos formulados presentemente disponiveis nos Estados Unidos.
No Pesticide Dictionary, do FARMCHEMICALS HANDBOOK (1985) se apresentam os
diversos preparados, incluindo os pesticidas microbianos, com sua composi-
cdo, denominacdo comercial, formulacdes e produtores.

CARACTERISTICAS DOS INSETICIDAS

Por definicdo estrita, um Inseticida é simplesmente um compos-
to que mata insetos. Na pratica é um composto desenvolvido ou usado com
aquele propoésito (o principio quimico ativo) ou é um blocida dlluidoeapli
cado de tal forma a ampliar a atividade inseticida (0o material formulado).
Inseticidas quimicos baseiam-se num grande numero de elementos ou compos-

tos organicos e inorganicos.

Usualmente o principio ativo é dlluido usando um veiculo ou ex
tensor sé6lido ou liquido. Os liquidos incluem &agua, 6leo, solventes vola-
teis e misturas ou emulsfes destes. As vezes, 0 composto inseticida é um
s6lido e o veiculo é um solvente ou diluente, permitindo uniforme aplica-
Cao por aspersao.
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Na formulacdo seca, o principio ativo é misturado com extenso-
res tais como: TFinas argilas, terra de diatomaceas etc, as quais sdo tam-
bém conhecidas como enchimentos. As vezes o principio ativo é adsorvido
em um s6lido, que além da funcdo de diluidor atua como atraente.

A atuacdo do inseticida pode ser por contato ou envenenamento
estomacal, caso em que o inseto precisa ingerir o produto. Este deve es-
tar presente na folhagem-alimento no ato da ingestdo. O inseticida neste
caso é formulado para ser facilmente aspergido nas folhas, havendo necessl
dade de agentes molhdvels que reduzem a tensdo superficial da gota espergi
da. Multas formulacdes se fazem como p6é molhavel, facilitando a suspenséo

em agua.

No entanto, ao facilitar a aspersdo, também se facilita o pro-
cesso de lavagem da folha, por chuva ou mesmo orvalho. E necessario me-

lhorar a adesdo do inseticida a folha, com o emprego de adesivos ou ligan-
tes.

Se a formulacdo prevé o uso de agua e 6leo (ou algum solvente
imiscivel) h& necessidade da adicdo de emulsificantes para estabilizar a
emulséao

Em algumas formulacdes hd o perigo da formagdo de grumos, para
0 que se necessita adicionar os agentes "antl-caking”. Outros agentes usa-
dos podem atuar como sinergistas, nao tem finalidade inseticida mas poten-
ciam o mesmo (Brown et al., 1967).

Ndo se consegue catalogar todos os agentes pois alguns deles
atuam de forma multipropdésito ora como diluente, adesivo, solvente, etc.
H& aditivos que apresentam ao mesmo tempo duas funcdes, por exemplo: adesi
vo e facilitador da asperséo.

Varios autores discutiram os principais atributos desejaveis
num patdgeno microbiano para ser usado em controle de insetos (Bucher, 1956
Cameron, 1963; Hall, 1963; Angus, 1965; Dulmage, 1967; Rivers, 1967; Mo-
raes, 1976; Moraes, 1988).

Podem-se empregar os mesmos métodos de formulacdo dos insetlci
das quimicos para os inseticidas bioldégicos porém é preciso conhecer e ob-
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servar as especificidades dos microrganismos entomopatdgenos, para se evi-
tarem erros fatais. Um ponto importante é a manutencdo da viabilidade dos
microrganismos no produto formulado pois estes podem sofrer danos por fato
res que nao prejudicam os inseticidas quimicos tais como; luz ultra viole-
ta, temperatura, pressdo (por exemplo durante a moagem); etc (Burges and
Hussey, 1971)

A escolha de formulacdo pode ser virtualmente importante na
aplicacdo préatica, por exemplo, na expectativa de chuva forte, a formula-
cdo em p6 é desaconselhada e um produto aspergivel com um bom adesivo é re
comendavel. Ja, para plantas de pequeno porte, a aplicacdo de pés, no ver
so das folhas é o recomendado. Dias muito luminosos exigem protetores de

U.V., luz solar etc.

FORMULACOES
1. Formulacdo lfquida: em &agua

Inseticidas microbianos usados por aspersdo, constituem suspen
sdes de entidades unicelulares, cuja habilidade téxica desaparece se a cé-
lula é fisicamente ou quimicamente destruida. Por isso a agua é geralmen-
te usada como diluente, por ndo causar a dissolucdo dos patégenos.

Os corpos de inclusdo encontrados em alguns virus entomopatoége
nos geralmente estédo oclusos em uma matriz proteica cristalina. S&o muito
estaveis em agua, sendo que suspensdes aquosas armazenadas a 3°C por ano,

mantém sem nivel de viruléncia.

Os endosporos dos Barfub5 também sdo bem estaveis em agua,
embora a presenga do certos compostos possa provocar a germinagdo prematu-
ra, as exigéncias variam de espécie a espécie (Ignoffo, 1964; Sussman and
Halvorson, 1966).

Os esporos de muitos fungos patégenos, por outro lado, germina
rdo quando um limite de umidade for atingido (Sussman and Halvorson, 1966;
Hedlund and Pass, 1968; Yendol, 1968).

Alguns tipos do esporos de fungos sofrem um processo de matura

cdo, antes da gorrninagao, mas 0s con id iosporos germinam prontamente em agua
(Clark et al., 1968; Krejova, 1968).
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Assim a conservacdo de fungos em &gua ou roni aLta unudade deve
ser evitada Os esporos de protozodrios germinam na &gua, se o pH for
apropriado ou na presenca de determinados ions, visto se parecerem aos es-
poros de Porém, diferentemente de esporos de bactérias e de fun
gos, os de protozodrios sdo muito sensiveis & dessecacao (Kellen and Lin-
degren, 1968; Steinhaus, 1960).

Estas observacfes mostram a adequabil idade da &gua como diiuen
te para formas relativamente resistentes tais como esporos e poliedrus (vi
rus). As fases vegetativas de bactérias, fungos e protozoadrios sao, as ve
zes afetadas adversamente por armazenagem em condi¢8es marcadamente hipotd
nicas ou hipertdnicas Para armazenamento prolongado a pureza da agua (em
termos de pH conteldo de ions e de matéria organica) é fundamental para a
retencdo da viruléncia de certos tipos de patdgenos (Chambers, 1968; Mag-

noler, 1968) Para a adicdo de agua para aspersdo, a pureza ndo é criti-
ca. Agua é seguramente o diluente mais usado quando se preparam pés molha
veis para uso. Os tipos de pds molhaveis contém células secas Jjuntados

inertes adequados, agentes molhantes, aspersivos, adesivos etc.

2. Formulacado liquida: em 6leo

Oleos de varios tipos vem sendo usados em preparagdes insetici
das, devido especialmente ao seu custo, e caracteristicas desejaveis para
aspersdo, como adesividade e espalhamento. O uso em inseticidas microbia-
nos, apareceu, em parte, devido a necessidade de ajustar tais produtos a
procedimentos e equipamentos existentes (Angus et al., Clark and Reiner,
1956) . Inicialmente o uso de 6leo acarretou algumas dificuldades, como no
preparo de suspensdes uniformes, porque primeiro se hidratava o produto se
co para depois dispersa-la no veiculo oleoso.

Em vista da tendéncia dos fungos germinarem prematuramente em
agua e de sensitlvidade das fases vegetativas de alguns microrganismos nes
se veiculo, foi necessario aprofundar os estudos para um maior uso do vei-
culo oleoso, uma vez que a manutencdo de microrganismos em 6leo é jé& um
procedimento laboratorial estabelecido a longo tempo.

0 uso de dleos, &s vezes, é limitado por possivel acdo fitotd-
xica, embora em certos casos o dano a folhas possa ser tolerado em outros
cujo uso é direto como alimenti humano alface couve, ricuia, etc) o re-
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siduo oleoso é inaceitavel Para aspersao de florestas ou programas de re
florestamento o uso dt 6leos é muito interessante.

3. Formulacdo liquida: emulsdes

0 uso de emulsbes surgiu da necessidade de adaptar o produto
para emprego em equipamentos para aplicacdo aérea, ou seja, para aspersao
em florestas (Angus et al., 1961). Outro motivo é que geralmente, pés fer
mentacdo, o produto é separado por centrifugacdo como uma pasta cremosa, e
nesse caso é mais interessante omitir a etapa de secagem (custo e danos ao
produto) e suspender a pasta em uma emulsdo concentrada para depois dilui-
la em agua para aplicacdo. A composicdo de uma particular emulsdo depende
rd de um numero de fatores incluindo a quantidade e tipo de patdgeno, mas,
basicamente Incluird um emulsificante (para misturar as fases 6leo- &gua),
um sal para conseguir a isotonicidade (quando necesséario), agentes molhan-
tes e/ou adesivos (Lewis and Cannola, 1966). Existe um grande numero de
emulsificantes, sendo que, aquelas do tipo usado para alimentos e cosméti-
cos vem sendo usados com sucesso (Angus et al., 1961; Smlrnoff, 1967;
Frear, 1968; Jaques et al., 1968).

0 tipo de emulsédo, 6leo-&gua e sua estabilidade variam com os
componentes e tipo de equipamento gerador usado. Se ndo se conseguir uma

emulsdo permanente, é desejavel que ela possa ser restabelecida rapidamen-
te por uma simples agitacdo ou retro-bombeamento (Winchester, 1967).

0 preparado emulsionavel de B. thun<ngjcno<A, comercializado
como "Thuricide 90 TS"™ é estavel por largos periodos desde que se evite o
congelamento. Precipitados que podem ocorrer, sdo facilmente dispersos,
por agitacao.

4. Formulagdo em pé

Os primeiros inseticidas foram formulados na forma seca e usa-
dos como pés ou pds molhdveis. Os inertes usados foram: atalpulgita, ter-
ra de Fuller, pirofilita, talco, caolin, bentonita, e outros. Em certos
casos, alguns destes inertes agem também como abrasivo, ampliando a susce-

tibilidade dos insetos & infeccdo, portanto este Inerte age também como si
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nergista. A histéria do produto, as vezes recomenda a formulacéo seca.
Por exemplo, entomoviroses, sdo patdgenos obrigatérios e podem ser produzi
dos apenas "in vitro”, no particular hospedeiro. Apds producdo, torna-se
dificil separar os corpos de inclusdo do tecido residual (¢ laboriosa e
consome tempo). Na producédo comercial, este material (corpos de incluséo
mais tecido residual) é macerado e diluido num veiculo inerte. Uma formu-
lacdo liquida pode putrificar-se (restos organicos) e sera menos estavel,
além de ser esteticamente menos aceitavel que um produto seco.

Também para o Bactffu6é popiCti.ae a formulacdo seca é preferi-

vel (pois também é um patdégeno obrigatério)

No caso do Bac(ffui thuiirig<ehs<6, quando cultivado em meio se
mi-sd6lido é mais econdmica a preparacdo em pé ou p6é molhdvel, que a separa
cdo de esporos e cristais dos sOlidos do meio de cultura. A mistura e moa
gem desses materiais contendo os patégenos, para obter fino pd, deve ser
muito cuidadosa para evitar danos aos patégenos. Deve-se evitar aumento
de temperatura e danos fisicos que podem comprometer a toxicidade do patoé-
geno.

A escolha do veiculo inerte para usar na formulacdo em p6, pas
sa pela condicdo de que ndo seja toéxico ao patdégeno que estad sendo Formula
do, nem possa, apos a aplicacdo, na dissolugdo em &gua ou ao ser molhado
pela chuva ou orvalho, produzir uma solugdo hostil ao patégeno (pH desfavo
ravel, alta concentracdo salina, etc).

A decisdo do uso na forma aspersdo ou p6, varia, com a cultura
que estd sendo tratada, o inseto alvo, as condig¢bGes climaticas e primor-
dialmente o patdgeno que estd sendo empregado. Testes usando uma e outra
formulagcdo nado indicam diferencas de resultados.

5. Uso do adesivo

A. Espalhantes

Para assegurar a molhabilidade e o espalhamento do inseticida
usam-se os agentes molhantes e espalhantes (Furnidge, 1959 a, b; llartley,

1960; Frear, 1968). Aspectos fisico-quimicos sdo envolvidos no uso desses
agentes, assim, um espalhante permite obter uma interface estavel liquido/
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s6lido. Os espalhantes usados incluem leite em p6, caseina em p6, sangue
seco, gelatina, saponina, sabdes, etc. Dentre os atributos destes agentes
é essencial que ele ndo induza crescimento do microrganismo e germinacgéo
prematura nem iniba o estabelecimento do patégeno. Algumas peculiaridades
do agente devem ser conhecidas, por exemplo, entre os detergentes dodecil
sulfato de sddio, embora ndo inative o cristal proteico téxico de

thu>ii.ng< en&id, rompe a estrutura do cristal tornando-o mais suscetivel a
destruicdo por outros meios.

A Tabela I, apresenta agentes espalhantes e molhantes usados
ou recomendados para inseticidas microbianos.

B. Adesivos

Alguns dos agentes espalhantes (sabdo, saponinose detergentes
sdo agentes de limpeza e auxiliam na molhabilidade e formacédo de filme, po
rém sdo facilmente arrastados por chuva e orvalho. Para solucionar este
impasse, usam-se o0s adesivos que asseguram a formacdo de um Ffilme resisten
te as intempéries na folhagem (Geering and Lloyd, 1962; Frear, 1968). Sua
presenca é importante quando o patdgeno atua como um envenenador estomacal.
Também, com o uso de adesivos, eles ndo podem atuar reduzindo a patogenici
dade. Farinhas, dextrinas, e gomas (Martin, 1959) e modernos adesivos sin
téticos (solucbes de estearatos aminados e polivinil clorado) formam sus-
pensfes dispersiveis em 4gua, que secam e formam Filmes insollveis em agua
Na Tabela | apresentam-se alguns dos adesivos usados ou recomendados para
formular inseticidas microbianos.

C. Protetores

Alguns patdgenos sdo altamente suscetiveis a dessecacdo, expo-
sicdo & luz solar ou a radiacdo ultravioleta (Stephens, 1957; Cantwell and
Franklin, 1966; Cantwell, 1967; David, 1967; David et al., 1968; Gudauskas
and Canerday, 1968; Jaques, 1968; Jones and Mckinlag, 1986).

Dentre esses patdgenos estdo bactérias, virus, fungos e proto-
zoarios, suja formulacdo necessita incluir agentes que minimizem estes
efeitos, para evitar a reducdo da patogenicidade
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Umn dos métodos de protecdo é pela encapsulagcao sendo que se-
gundo alguns autores, esporos e cristais de Briciffus thui+tig<c ti encapsu

lados apresentaram menor sensibilidade a luz solar e sua toxicidade foi
mantida (Raun and Jackson, 1966; Raun et al., 1966; Greeves et al., 1968).

Outra metodologia preve a formacdo de grumos, pela adicao de
agentes que induzem a precipitacdo e aglomeracdo, mantendo o agente patdge
no no centro do grumo e protegendo-o. As vezes este material necessita de
uma moagem adicional para se obter a uniformidade.

A formulacdo oleosa de 8 fhul<»ig<ehd<d (Thurricldae 90 TS) foi
tratada para aumentar a resisténcia ao dano pela luz solar, ou piloto, ten
do usado fuba, caolin, talco, bentonita, tween 80, amido, melago, &agua de
maceragdo de milho, etc, como agentes de formulacédo.

Outro ponto interessante a considerar é a compatibilidade do
inseticida microbiano com pesticidas quimicos, com a fin alidade de se es-
tabelecerem programas de controle integrado. A Tabela IT fornece algumas
pesquisas realizadas, sendo que envolvem principaimente B. <Mij<phoc<d e

virus. A compatibilidade com fungos é bastante complicado.

Concluindo, verificamos que ha ainda um grande trabalho a ser
desenvolvido no campo de formulacdo de pesticidas microblanos em funcéo
também dos habitos dos insetos, em funcdo de suas especificidades (moscas
de frutos, insetos de solo, espécies aquativas, etc), em Ffuncdo dos proces
sos fermentativos desenvolvidos, e especialmente em vista da grande impor-
tancia que os danos de muitas espécies representam ndo apenas a Agricultu-

ra mas principaimente & salde publica.



TABELA 1 - Aditivos que tem sido adicionados
inseticidas microbianos

Referéncia

patogeno

Aditivo Tip2 de

Diluent (duit)
Pyiophylite Bt
Tale Bt
Celile Bt
Chalk Bt
Starcli Bt
Synlhetic ubcales Bt
Kaolin Bt
Bentonite Bt
Atlapulgite Bt
Lactose Bt
Lactose \%
Maginabentonite \%

Wetting Agents and Spreaders

Alkyl phenols

Vatsol OT

Sandovit

Novémol

Petro AC

Colloidal X77

Colloidal X77

Triton X45
Triton X100
Triton X100
Inton Xu4
Triton X155
Laters lurfaclant
IgepalCO-630
Arlacel "C™
Tween 20

Adhesives and Stickers
Tun< oil
Arabol E77L
Molaues
Powdered skun milk
Powde/ed ikim milk
Glulolin
Methocel
Methocel

Polyvinyl chioride latexes

Dried blood
Corn »yrup

Bt
Bt
Bt
Bt

<z

*<PRR@W<<<

Bt
Bt
Bt
Bt
\%

Bt

Bt

Bt

Bt

Commercul literature
Commeicial literature
Commercul literature
Commerct) literature
Commeicial literature
Commeicial literature
Commercul literature
Commeicial literature
Commeicial literature
Ignofio and Graham (1967)
Ignofio (1965)
Smlirnoff (1967)

Herfi (1965), Heimpel (1967)

Herii (1965). Heimpel (1967)

Herfr (1965), Heimpel (1967)

Herf» (1965). Heimpel (1967)

Herii (1965), Heimpel (1967)

Tanada and Rciner (1962)

Elmore (1961). lanada and
Reinei (1962)

McEwen and Hervey (1958)

Clark and Remer (1956)

Ignoffoera/ (1965)

Jaquei and Fox (1960)

Hexfi (1965), Heimpel (1967)

Morrir (1969)

Morrn (1969)

Clark and Remer (1956)

Jaquei et al. (1968)

Lewii and Connola (1966)

Commercul literature

Commcrcfil literature

Commeicial literature

Commercial literature

Herfi (1965), Heimpel (1967)

Clark and Remer (1956)

Angus (1959). Herfs (1965).
Heimpel (1967)

Angus (1959). Herfi(1965).
Heimpel (1967)

Sinunofi (1967)

Stelzer (1967)

a formulacdes de

Compatibi-
lidade

1 leld
Lab

Field
Field
Field
Field

Fiekl

Field
Field

29



Kind of additive

Type of
pathogen

Adhesives and Sltckert-aconl.

Com tyrup
Latex D

Geon latex 652
Geon latex 652
Flyac

Casein

Folicote

Lovo 190
Lovo 192

Emulsiliers

9D 207

9D 207
Pinolene 1882
Tween 80
Tween 80
Span 80

Span 80
Triton B 1956

Triton B 1956
Triton B 1956

Bait Constituents

Ground com meai
Cottonieed oil

Honey

Hydroxy elhyl cellulote

MtsceUaneous
Sodium chloride
Propionic acid
Xylene
Lactose
Benzene
Boric acid

Bt
Bt
Bt
Bt
Bt
Bt
Bt

Bt

Bt
Bt

Bt

Bt

TABLE I-conr

Reference

Stelier (1967)

Herfi (1965). Heimpel (1967)

Angus (1959)

Smunoff (1967)

Morris (1969)

Morris (1969)

Morm (1969)

Geering and Lloyd (1962)

Geering and Lloyd (1962),
Morris (1969)

Lewis and Connola (1966)

Wolienbarger (1965)

Monu (1969)

Angus et ai (1961)

Clark and Reiner (1956)

Angus et if (1961)

Clark and Reiner (1956)

Tanada (1956), McEwen and
Hervey (1959), Fox and
Jaques(1961)

McEwen and Hervey (1959)

Clark and Reiner (1956)

Commercial literature

McLaughlin et ai (1968)
McLaughlin et ai (1968)
McLaughlin et ai (1968)

Lewis and Connola (1966)
Lewis and Connola (1966)
Lewis and Connola (1966)
Ignoffo and Graham (1967)
Smirnoff (1961)

Doane and Wallis (1964)

Compatibilityf

= In tome cates, the function it assumed tince it it not ttaled in original reference
* Bt, B thuringientts. f, fungus; V. Virus; p. protozoan
e Lab.: In laboratory lettt no indication that the additive was harmful to the pathogen.
Field: Guod icsulti oblained In field Uials implying that under the conditions tlated
the additive did not aigntficantly reduce cfiecliveness.
Rec.:-Use of additive noted or recommended wilhout supporling evidence about effect

on pathogen; pfesumably harmleu.



TABELA 11 - Pesticidas quimicos ja usados com inseticidas
microbianos.

Pesticida Patégeno Referéncia Cor_npatlbl
lidade
Insecticides
Azinphosmtlhyl bt Herfs (1965). Heimpel (1967) Rec
Azinphosrnethyl v Commeicial bterature Rec
Bidnn Bt Commercial literature Rec.
Carbaryl Bt McEwen et al (1960), Herfs Field
(1965), Heimpel (1967)
Carbophenothion Bt McEwen et al. (1960), Herfs Field
(1965), Heimoel (1967)
DDD Bt Commercial bterature Rec
DDT Bt Herfs (1965), Heimpel (1967) Field
DDT % Wolienbprgcr (1965) Field
Demeton Bt McEwen et al (1960) Field
Diarinon Bt Commercial Uterature Rec
Dieldrin Bt Commercial literature Rec
Dimtrocreaol Bt Herfs (1965), Heimpel (1967) Field
Endosulian Bt Herfs (1965). Heimpel (1967) Field
Endrin Bt Herfs (1965). Heimpel (1967), Rec
Commercial bterature
Endrin v Hoimaster and Ditman (1961). Field

Woiienbajger (1965),
Girardeau and Mitchell (1968)

Malathion Bt Commercial literature Rec
Malathion bt Herfs (1965), Heimpel (1967) Une.
Malathion \ Hoimaster and Ditman (1961) Field
Methyl parathion Bt Herfs (1965), Heimpel (1967). Field
Commercial bterature
Methy! parathion \% Ignoiioera/ (1965) Une
Methy! trithion Bt Commercial literature Rec
Mevinphos Bt Commercial literature Rec
Mevinphos v Hofmaster and Ditman (1961). Field
Wolfenbarger (1965)
Naled Bt Creighton etalL (1964), Field
Herfs (1965), Heimpel (1967)
Nalcd \ Hofmaster and Ditman (1961) Field
Parathion Bt McEwen et al (1960) Field
Parathion \% Hofmaster and Ditman (1961), Field
GeUin (1962). Wolfenbarger
(1965)
Perthane \% Hoimastei and Ditman (1961) Field
Phosphamidon Bt Commercial literature Rec
Pyrethrinr Bt Commercial bterature Rec
Rotenone Bt Commercial literature Rec
Ryania Bt Gatman (1966), Field
Commercial literature
Suobane Bt Commercial literature Rec
TDE Bt Commercial literature Rec
lepp Bt McEwene/o/ (1960), Une

Commercial literature



1ABLt Il cont

. lype of .
Petticide ithogen Rcieicnce
Iniecticides -cont
Tepp \ McEwen and Hervey (1958) Field
Toxaphene Bt Herii (1965). Heimpel (1967) Fiekl
Toxaphene \ Hofmaiter and Lhiman (1961), Field
Getzin (1962). Wolfenbarger
(1965)
Tnchlorfon Bt Herfi (1965), Heimpel (1967) Field
Fungicidei
Captan Bt McEwen ci al (1960) Field
Chloranil Bt McEwen et al (1960) Field
coes Bt McEwen et al (1960) Field
Copper oxychloride Bt Herft (1965). Heimpel (1967) Field
Daconil Bt Rec
Difolatan Ht Commercial literature Rec
Dichlone Bt llerfs (1965). Heimpel (1967) Field
Dimethoate Bt Commercial liteiature Rec
Dithane M22. M45 Z78 Bt i Rec
Dyrene Bt Commercial literature Rec
Dodine Bt McEwen etal (1960), Jaquei Field
(1963), Oatman (1968)
Feibam Bt McEwen et al. (1960) Field
Folpet Bt Commercial literature Rec
Glyodin Bt McEwen et al. (1960). Une
Jaquei (1963)
Maneb Bt McEwen er al. (1960). Field
Jaquei (1963)
Phenyl mercuric acetate Bt McEwen et al. (1960) Field
Sulphur Bt McEwen & —(1960) Field
TInocarbamatei Bt Herft (1965), Heimpel (1967) Field
Zmeb Bt Herii (1965), Hetajpel (1967) Field
Zixam Bt Herft (1965), Haitepel (1967) Field
Acancides
Aramite Bt Commercial literature Rec
Diiocol Bt Herfs (1965). Heimpel (1967). Field
Commercial literature
Tetradifon Bt Commercial literature Rec
Miicelianeous
Maleic hydrazide Bt Commercial literature Rec

« Bt.fi thuringientn V Virui
b Lab In laboratory tem no indication that the additive wai harmful to the pathogen
Field. Good retullt obtained in field triah unplying that. under the conditioni ilated, the
additive did not iignificantly reduce efiectiveneis
Rec lhe oi additive noted or recommended without aupporting evidence about effect
oii pathogen. ptesurnably harmleis
Une On the basis of the reporicd data, oi becaute of the unavaiiabuity of the original
reierence, the effect of the additive on the pathogen ii uncertain
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B1OLOGICAL CONTROL OF FOLIAR DISEASES

Yigal Elad

Dep. of Plant Pathology, Agricul
tural Research Organization, The
Volcani Center

Bet Dagan 50250, Israel

Biocontrol of foliar dtsoaccs is not well studied as this of
soilborne diseases, however, research has advanced considerably in the last
few years. The aim of reduction of fungicide residues in agricultural pro

ducts, the public concern of environmental pollution and the absence of
satisfactory chemical solution for certain diseases has encouraged the
development of foliar biocontrol. Important points to be taken care during

development of an effective biocontrol preparation are: Selection of an
effective microorganisms from the agricultural nisch where it is going to
be applied, by an in vitro biossay. Ability of the candidate to survive
non optimal conditions. Acceptable mode of action preferably competitlon.
Formulation which assists with dispersai, contacts with host and activity.
Compatibility with other procedures involved in the commercial practice.

All the above mentioned demands were applied in the develop-
ment of biological control of gray mold disease by means of Tbichodesuna
spp. The system is presented and discussed. A preparation of the effec-
tive isolate was prepared and applied under commercial conditions. Bo-
tryts disease was controlled on grape berries and in vegetable crops e.g.
cucumber and tomato grown in non-heated greenhouses. A reduction od ca.
50% in disease severity was obtained os stems, fruits and leaves. Leveis
of populatlon of the biocontrol agent over leaves and fruits were above
105-106 after initial applications on plants. Later in the growth season,
after few sprays it becomes stable even between sprays. We hope to select
isolates which will be non-sensitive to fungicides used in greenhouses.
The mode of action of 1t<chudeima sp. against Botbyfid cincbea is competi-
tion for space and nutrients.
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CONTROLE ALTERNATIVO APLICADO A CULTURA DE CAFE

Walquyria B.C. Moraes

Secado de Bioquimica Fitopatoloégi
ca. Instituto Bioldgico

Caixa Postal 7119. Sdo Paulo-SP.

INTRODUGAO

Sob a denominagdo genética de Controle Alternativo, estdo in-
cluidos todos os tipos de controle, quer sejam de pragas oude doencas, que
ndo facam uso de defensivos agricolas, embora possam esses diferentes méto
dos ser associados de maneira integrada aos métodos tradicionais de contro
le quimico.

Sao considerados métodos alternativos o Controle Bioldégico e
o Controle Induzido.

No Controle Bioldgico, o alvo principal é a prépria praga ou
0 patdégeno que se quer combater. O combate é feito através do emprego de
microrganismos isolados do proéprio meio ambiente, n&o-patogénicos, quase
sempre saprofiticos, que vao agir diretamente sobre o patdégeno, inibindo-
0, destruindo-o ou causando um bloqueio de seu desenvolvimento por competi
rem diretamente pelas fontes de alimento e energia. Muitos microrganismos
empregados no controle biolégico sdo produtores de substancias toéxicas que
atuam diretamente sobre o metabolismo do patégeno em potencial. Algumas
dessas substéncias sdo altamente especificas, como as bacteriocinas produzi
das por algumas bactérias, outras sao inespecificas como as enzimas quiti-
noliticas produzidas por diversos fungos saprofiticos e hiperparasitas

0 Controle Induzido, que engloba tanto a indugédode protecdo co
mo a imunizacdo, difere fundamentalmente do primeiro por ter sua acgdo dire
cionada a planta hospedeira, e ndo ao patdgeno propriamente. Certamente,
como um efeito secundario, havera Inibicdo, bloqueio ou mesmo a morte do
patdgeno

Todo controle induzido pressupde o acontecimento de alteracdes
no mecanismo bioquimico da resposta de resisténcia da planta com reflexos
na expressao genética da resisténcia da mesma
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0 termo inducdo de protecdo tanto pode ser utilizado para de-
signar uma protecdo local, isto c, uma resisténcia induzida apenas nos te-
cidos que receberam o tratamento com o agente indutor, como uma resistén-
cia a distancia do local do tratamento de efeito sistémico na planta. En-
tretanto, pesquisadores modernos vém sugerindo que se empregue o0 termo
Imunizagdo quando se tratar de inducdo de protecdo sistémica. 0 termo
imunizacdo leva a uma conotagdo com a vacinacdo empregada no homem e nos
animais. Assim, uma planta imunizada contra um agente fitopatogénico equi®
valeria, guardando as devidas proporc¢fes a uma planta "vacinada". Entre-
tanto, essa conotagdo deve ser tomada com muitas restrigdes, uma vez que
os mecanismos envolvidos nos dois processos sdo fundamentalmente diferen-
tes. No caso das vacinas de uso humano e animal, o efeito é altamente es-
pecifico, enquanto que a imunizagdo de plantas é um processo inespecifico,
geralmente de largo espectro quanto aos patégenos potencialmente atingi-
veis de eficiéncia limitada no tempo, salvo algumas excessfes e pode ser
alcancada ndo apenas a partir do uso de microrganismos vivos ou mortos,mas
também a partir de produtos metabdlicos deles ou mesmo a partir de macromo
léculas indutoras extraidas de suas paredes celulares.

Na presente palestra, procuraremos nos ater mais especificamen
te ao controle alternativo da ferrugem do cafeeiro ém laboratério e campo,
abordando tanto o controle induzido (inducdo de resisténcia e imunizacdo)
como o controle bioldégico.

INDUCAO DE PROTECAO
- Inducdo de resisténcia pelo préprio patégeno ou seus metabélitos

No Brasil, os trabalhos pioneiros sobre inducdo de resisténcia
a fungos se iniciaram com café & época do aparecimento da ferrugem, por injl
ciativa do Instituto Biolégico de Sao Paulo.

Trabalhando com plantas de café cv. Mundo Novo, em condicdes
de laboratério e casa-de-vegetacdo, Martins et al. (1973) verificaram a
possibilidade de induzir protecdo a uma subsequente infeccdo por He.mlfexa
vaitiatu através do tratamento prévio das folhas com uma suspensdo de ure
diniosporos termicamente inativados do patégeno, a intervalos de 24, 48 e
72 horas antes da inocuiacdo com uredinlosporos viaveis. As porcentagens
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de protecdo alcancadas foram da ordem de 67%, 56% e 92%, respectivamente.
Em 1976, Moraes et al. aprofundando-se mais nos estudos anteriormente
iniciados verificaram que intervalos até de 7 dias entre o tratamento e a
inoculacdo ndo afetavam a taxa de protecdo induzida, a partir do que havia
acentuada reducdo da mesma. Também Fficou claro que é necessario um balan-
co entre as concentragbes do indutor e do in6culo para que a protecdo seja
efetiva. Assim, mantendo-se a concentracdo do indutor e aumentando-se a
do inéculo, determina-se uma reducdo no indice de protegdo. A proporcéo
minima que se mostrou efetiva foi de 1:1.

Até aquele momento, a protecdo induzida era tratada como de
efeito apenas local. Restava saber se ela podia ser alcancadaa distancia
ou seja, se ela poderia ser sistémica e se a presenca fisica dos uredinios
poros era essencial para que ela se processasse. Segundo Beretta et al.
(1977), nao apenas a suspensdo de urediniosporos termicamente inativados
era eficiente, mas também o filtrado da agua de lavagem dos mesmos. Uma
protecdo de 65,3% foi alcancada para uma proporcédo de concentracdo de ure-
diniosporos na preparacdo indutora em relacdo ao indéculo de 2:1 e com um
intervalo entre o tratamento e a inoculacdo de 96 horas. Os autores tam-
bém verificaram que a protecdo induzida era sistémica e que se dava tanto
entre meias folhas como entre colhas opostas.

A partir dai, varios trabalhos foram realizados para isolamen-
to e determinacdo da natureza quimica da substancia indutora presente no
lavado de urediniosporos vivos ou autoclavados (Moraes et al., 1981; Mar-
tins et al., 1983), ao mesmo tempo que se processavam outros estudos sobre
os mecanismos de resisténcia da planta, a biologia do patdgeno, o emprego
de métodos serolégicos para uma possivel identificacdo das racas fisioldgi
cas do fungo e sobre os mecanismos de reconhecimento e de infecgcdo do patd
geno. Partindo de estudos preliminares realizados por Moraes et al.(1981),
Guzzo et al.(1987b), demonstraram que o indutor liberado em meio aquoso a
partir tanto de urediniosporos autoclavados como daqueles vivos, é de natu
reza polissacaridica, termo-estavel e constituido majoritariamente por re-
siduos de manana ligados em configuracdo 8 e de pequenas quantidades de re
siduos de glucose e galactose, também ligados em B-configuragdo. O indu-
tor purificado ndo teve qualquer influéncia quer na germinagdo dos uredi-
niosporos do fungo, quer na formacdo de apressdrios, penetracdo e diferen-
ciacdo da vesicula sub-estomatica, sugerindo que a inibicdo do desenvolvi-

mento do fungo se da em fases posteriores & penetracgao
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Rodrigues et al. (1975) verificaram a possibilidade de aumen-
tarem a resisténcia de cafeeiros pela inoculacdo de racas avirulentas como
indutor de protecdo seguida da inoculacdo com a raca virulenta. A reducao
obtida foi da ordem de 80% para as plantas tratadas com a raca avirulenta.

- Inducédo de resisténcia por microrganismos nao patogénicos ao café

No Brasil, experimentos preliminares mostraram a possibilidade
de se induzir protecdo em cafeeiros a partir de microrganismos ndo patogé-
nicos ao café (Beretta et al., 1980 e Martins et al., 1980).

Em experimentos posteriores, foram conseguidos indices de pro-
tecdo variando de 40 a 94%, através da inoculacdo de varios nao-patdgenos
como: Puccoua (85%), 1 nauzchci<a pnun< Apinubae var. diicutun
(94%), P. ox.at<di& (41%), ®iomyce maydib (60%), Hefmin thoopoiium caibonum
(64%) e Mycoopahaenetia metonié (80%). Bactérias ndo-patogénicas ao café
ou saprofiticas também demonstraram acdo indutora contra a ferrugem, tais
como o Bactiluo (92,5%), Xanthomonad man i ho(92%), AfcafZgertd
Naccatio (60%), Baccitud oubtitio (56%) e Poeadomonad “tub®Ufoteand  (52%).
Alguns nao-patdgenos testados ndo chegaram a induzir resisténcia ou os in-
dices alcancados ndo foram significativos (Martins et al., 1985). A prote
cdo obtida pelo tratamento com os fungos nado-patogénicos, apesar de ter si
do testada apenas localmente, ndo parece ter sido devida a uma agdo sobre
o patégeno, uma vez que a influéncia dos mesmos sobre a germinacdo dos ure
diniosporos de H. vaotatiix foi sempre menor que 20% para uma protecdo sem
pre superior a 60%, com excecdo da protecdo induzida por P. oxZfidZx que
ndo ultrapassou a 40,5%. No caso da utilizacdo de bactérias e bacilos co-
mo indutores, o efeito sobre a germinagdo do patdgeno foi ainda menor, néo
ultrapassando a casa de 14%, para uma protecdo que variou de 52% a 92,5%
(Beretta et al., 1980 e Martins et al., 1980).

A partir de 1985, iniciaram-se estudos sobre a possivel utili-
zacdo de preparados comerciais do Bac<f£fu4 ThuiZngxendcomo promotor de
resisténcia em plantas de café (Roveratti et al., 1985; 1987b; 1989b).

Tanto protecdo local como sistémica foram conseguidas pelo tra
tamento de plantas de café com produtos comerciais a base de 8. fliul-ing-ien
04.0, tais como Thuricide HD, Bactospeine PM e Bactimos. Todas as formula
coes empregadas, inclusive a preparacdo e preparacdo comercial do préprio
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bacilo liofilizado mostraram indices de protecdo induzida bastante eleva-
dos, variando de acordo com a formulagdo e concentracdo do produto utiliza
do. Especialmente no caso do Thuricide HD, a protecdo foi efetiva em con-
centragdes que variaram de 5 a 100 g/£, atingindo indices de 99% para as
concentracfes de 50 e 100 g/f. Quanto aos intervalos entre a aplicacédo do
produto e a inoculacdo com a ferrugem, a variacdo de até 5 semanas ndo al-
terou de forma substancial as taxas de protecdo alcancadas (82% a 97%) pa-
ra uma concentracédo de 20 g/f (Roveratti et al., 1987a; 1989b). Além da
reducdo do numero médio de lesdes observadas por folha tratada, os autores
também observaram uma reducdo do tamanho das lesfes e um retardamento na
esporulagdo daquelas lesdes que lograram se formar nas plantas tratadas.

Estudos realizados & nivel de campo tém se mostrado bastante
promissor, embora ainda sem resultados conclusivos.

Trés isolados de Ye tic.-cttcun facantt que se mostraram ativos
no controle da ferrugem do feijdo e do trigo, na Alemanha, nao foram efeti
vos no controle da ferrugem do café.

Por outro lado, bons resultados, a nivel de laboratério, foram
obtidos com o emprego de um lavado aquoso de células de Xanthomonadé man<-
ho-tid, rico em exopolissacaridios (EPS), que nas concentracgdes de 12,5 a
200 eq. pg de glucose/mf induziram protecdo entre 50 e 57% contra a ferru-
gem do café. Neste caso foi também comprovada a inducdo sistémica, bem co
mo a ndo influéncia do tratamento quer na germinacdo dos urediniosporos de
H. ®adtaZ <x, quer na formacdo de apressorios (Guzzo et al., 1987a).

- Controle biolégico

Trabalhos recentes vém estudando a possibilidade de se contro-
lar a ferrugem biologicamente através do emprego de suspensfes de células
vivas de 8. flu ng<e»id<6 das variedades k.un&tahi, Aubtoticu6é e do isolado
998, crescidas em meio de cultura (Roveratti et al., 1989 - comunicacao pes
soai). Os autores verificaram que os resultados eram positivos no contro-
le da ferrugem, embora essas preparacdes tenham atuado apenas & nivel de
protecdo local, tendo afetado a germinacdo dos urediniosporos, tanto "in
vitro™, como "in vivo", mas ndo alterando a formacdo de apressorios dos
mesmos. Porém, a caracterizacdo do mecanismo de acdo sobre os urediniospo
ros da ferrugem ainda deveréd ser esclarecida.
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Os mesmos autores dando sequéncia aos trabalhos com B. 6ubt<-
fio B50, vém realizando uma série de experimentos para demonstrar o efeito
protetor desse isolado, associado ou ndo, a um efeito de controle biolégi-
co sobre o patdgeno.

Bettiol et al. (1988) vém demonstrando a possibilidade de se
exercer um controle biolégico da ferrugem através do emprego de varios iso
lados de B. o6ubttfzd, a nivel de laboratério, com resultados positivos que
variam de 85% a 100% na inibicdo da germinacdo dos urediniosporos da ferru
gem, quando aplicados 24 horas antes da inoculacdo com o patdgeno.

A utilizacdo de células vivas ou autoclavadas do produto biold
gico comercial "Fermento Fleischmann”, usado em panificacdo, vem demons-
trando a possibilidade da utilizacdo desta levedura como agente bioldgico
para o controle da ferrugem, tanto a nivel de laboratério como de campo
(Roveratti et al., 1985; 1987b). Células vivas ou autoclavadas da levedu-
ra usadas em concentracfes variando de 5 a 30 g/f£ propiciaram uma reducéo
na infeccdo por H. vaataMix da ordem de 90%. A protecdo foi efetiva até
5 semanas, quando a concentracdo das células vivas foi de 20 g/f. Entre-
tanto, os autores verificaram que a protecdo observada ndo era resultado
de uma inducdo de resisténcia, mas antes de uma combinacdo de dois efei-

tos: a inibicdo da germinacdo dos urediniosporos do patégeno e a diminui-
cdo da aderéncia dos mesmos sobre a superficie foliar (Roveratti, 1989a).

- Perspectivas para uso futuro do controle induzido

A exemplo do que vem ocorrendo em paises avancados, a tendén-
cia cada vez maior de buscar formas alternativas de controle de doencs e
pragas das culturas de importancia econdmica nos estimulam a continuar as
pesquisas ora em desenvolvimento e mesmo, em ampliar esses estudos, apli-
cando-os a outros sistemas patdgeno-hospedeiro

Acreditamos ser possivel num futuro ndo tdo distante a substi-
tuicdo, pelo menos parcial, dos defensivos agricolas por formas mais in6-
cuas de combate de microrganismos e de pragas. Acreditamos, também, que
mesmo com o desenvolvimento pleno das pesquisas e a selegcdo de microrganis
mos ou de seus produtos com alto potencial como indutores de resisténcia
ou agentes de controle bioldgico, sempre estes serdo usados de forma inte-
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grada com os defensivos classicos, pelo menos com uma aplicacéo inicial
destes ultimos para diminuir o inéculo inicial do patdgeno.

Entretanto, é possivel que, como ja foi demonstrado para o fu-
mo em relagdo ao mofo azul, no futuro se possa Imunizar plantas com um
efeito que dure por todo o ciclo da cultura. Pelo menos nas culturas
anuais a possibilidade existe. Quanto as culturas perenes, faz-se necessa
rio ainda muitos estudos a médio e longo prazo sobre a duracdo da eficién-
cia da imunizacéo.

Com o advento da engenharia genética, maiores possibilidades
se abriram neste campo, nao apenas pelas possibilidades de se obter micror
ganismos geneticamente manipulados, que tenham maior eficiéncia como indu
tores ou agentes de controle biolégico, mas também pela possibilidade de
se poder incorporar nas plantas genes provenientes de mlcrorganlsmos, capa
zes de produzir naquelas os indutores constitutivos que vdo estimular de
maneira constante os mecanismos inespecificos de resisténcia e resposta da
planta hospedeira.
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POSSIBILIDADE DO CONTROLE BIOLOGICO DA VASSOURA-DE-BRUXA
Ciolcpvtfcd fvinceccia) QQ CACAUEIRO

Cleber N. Bastos
CEPLAC, Para

A enfermidade do cacaueiro (Theobloma cacao L.) conhecida vul-
garmente por vassoura-de-bruxa é causada pelo basidiomiceto Cru»i<peff<4
pei (<0Sfl e se constitui num dos principais problemas fitossani tirios da
cacauicultura em varios paises produtores de cacau. O método de controle
atualmente recomendado sdo as praticas culturais mais especificamente as
podas fitossanitarias, que consistem na remocdo de todas as partes infecta
das. Todavia, a eficiéncia e custo destas praticas dependem de muitos fa-
tores, principalmente do nivel de infeccdo das plantas.

Uma das possibilidades de minimizar as perdas causadas pela
vassoura-de-bruxa e reduzir o potencial de indculo é através do controle
biolégico do inbculo de C. na fase saprofitica empregando-se mi

crorganismos saprofitas antagOnicos capazes de suprimir a formagdo ou cau
sar destruicdo dos basidiocarpos. Bastos (1979) e Andebrhan (1981), isola
ram os fungos Ctodubotnyum amazcnende (Bastos et al., 1981) e

famef££<cofa, como hiperparasitas de basidiocarpos de C. peinicioia.f respec
tivamente. Bastos (1979) verificou que quando uma suspensao de esporos
mais fragmentos de micélio de C amazcnend6c era aplicada em vassouras se-
cas e em basidiocarpos, o hiperparasita colonizava os basidiocarpos impe-
dindo a liberacdo e disseminacdo de basidiosporos.

Alguns fungos tém sido registrados como competidores de C. pei
n<c<oAa em vassouras secas do cacaueiro, formando zonas de confrontacdo no

cortex e competindo com o micélio do patdgeno durante a colonizacéo das
vassouras com consequente reducdo na producdo de basidiocarpos (Hedger,
1985)

Resultados promissores vém sendo obtidos com o controle biol6-
gico de doencas de plantas utilizando espécies do género Tiichcdeima (Pa-
pavizas, 1981; Baker & Cook, 1982; Cook & Baker, 1983). Apesar de TtZcho-
dvtma ser um saprdfita do solo, algumas espécies sdo antagbnicas a fungos
que atacam a parte aérea de plantas (Grosclaude, 1970; Grosclaude et al.,
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1973). Com relacdo a enfermidade vassoura-de-bruxa do cacauelro, Bastos
(1986) constatou, a partir de experimentos realizados sob condig¢bBes contro
ladas, que uma suspensdo de conideos de T vtude aplicada em vassouras se
cas em estadio de produtividade de basidiocarpos, provocou uma paralisacao
na produgdo desses. Em experimentos conduzidos em condi¢cOes de campo, uti
lizando vassouras no solo e penduradas em cacaueiros, T. vinde reduziu
signi ficat ivainentr i producdo <k h.u;idlocai pos (lkiston, 1988). Fui vcrlfi
cado quo o antagdnico coloniza rapidamente iih vassouras, formando na supor
ficie massas espordgenas brancas e paralisando totalmente a esporulacédo de
C. petmcioaa.

Acredita-se que no ecossistema do cacau na AmazOnia hd a possi
bilidade de se estabelecer uma populacédo de fungos saprdfitas antagbnicos
em vassouras secas do cacaueiro, com perspectivas de sua utilizagcdo no con
trole bioldgico de C. petn<c<ida e consequente reducdo na incidéncia de in
feccdo nos frutos e lancamentos vegetativos.

Os resultados obtidos com as pesquisas sobre o controle biol6-
gico da vassoura-de-bruxa sdo muito animadores, permitindo ja prever novas
alternativas de controle de enfermidade.
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CUNLROLE BIOLOGICO DE PODRIDOES DE RAIZES DE MACIEIRA
CAUSADAS POR Piujtvphthoxa spp

Rosa Maria Valdebenito-Sanhueza
Pesquisador, EMBRAPA-CNPFT/
Campo Experimental de Vacaria
Caixa Postal 177

05200 - Vacaria-RS.

As podridoes de raizes de macieira constituem-se em problema
grave de mortalidade de plantas. O manejo do solo em pomares é um dos fa-
tores importantes na diminuicdo dessas perdas.

A simples substituicdo de plantas doentes apresentava-se como
um problema, visto que em solo tratado com brometo de metila ocorria a po-
driddo de raizes, da muda replantada.

Assim, visando proteger o solo de replante de macieira, foram
selecionados isolados de 1-eticliodetma antagdnicos a Phtftophthoia, que Tfos-
sem competitivos e adaptados as condigbGes de solo da regido produtora de
magd do RS. Como o uso de tratamento com formaldeido no solo das covas
apresentou vantagens em relacdo ao controle de P. cactuAum, decidiu-se pe-
la aplicacdo consecutiva de formaldeido 3% i.a. e de Tn<cholde "ima. A pro
ducdo de inoculo de Titelio estd sendo feita utilizando o sorgo sacari
no como substrato e acondicionando-se em embalagens de cerca de 24 g, dis-
poniveis para aplicacdo, a partir do més de julho. O produto vem sendo
bem aceito pelos produtores de macd, confirmando-se suas vantagens.

Esta embalagem de manejo integrado de fungos de solo tem poten
ciai para uso em viveiros e casa de vegetacdo, visando evitar a infestacédo
do substrato com fungos do solo patogénicos as culturas, podendo ser asso-
ciado aos tratamentos curativos do sistema radicular.
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POSSIBILIDADES DE CONTROLE BIOLOGICO DO MAL-DO-PE DE TRIGO

Erlei Melo Reis

Centro Nacional de Pesquisa do
Trigo. Caixa Postal 569
99105 - Passo Fundo-RS

1. INTRODUGAO

0 controle bioldgico de fungos Infectantes de raizes pela acédo
antagdnica de microrganismos tem sido estudado por mais de 65 anos (2,5).
A partir de 1965, o interesse da pesquisa nesta area aumentou consideravel
mente (2). Ao mesmo tempo tem havido uma mudanca na Ffilosofia do controle
de doencas de plantas fazendo com que o controle biolégico possa desempe-
nhar um importante papel na agricultura do futuro e, isto tem incentivado
a pesquisa em diversos lugares.

Os microrganismos que desenvolvem-se na rizosfera s&do ideais
para o uso como agentes de biocontrole, isto porque a rizosfera constitui-
se na primeira linha de defesa das raizes contra o ataque dos fungos infec
tantes de raizes. Os patégenos encontram antagonismo dos microrganismos
antes da penetragdo do cortex radicular e depois, durante o desenvolvimen-
to do patégeno sobre as raizes.

No caso do mal-do-pé, causado por Gaeumannomyceo giamUiid var.
(Ggt) , como a resisténcia genética & doenca é de dificil obtencao
e o controle quimico é antiecondémico, o controle bioldgico surge como uma

opcdo viavel.

2. BACTERIZAGAO DE SEMENTES DE TRIGO

Segundo Brown (4), bacterizacdo é o tratamento de sementes ou
de raizes de plantulas com culturas de bactérias para melhorar o crescimen
to das plantas.

0 mal-do-pé do trigo é uma das mais importantes doengas radicu
lares ndo s6 no Brasil (9) como em varios outros paises (7,8). A ocorrén-
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cia do fendmeno denominado declinio desta doenca levou a muitos pesquisa-
dores a investigarem atentamente as causas envolvidas na sua ocorréncia
(1,3,7,8,12). 0O fator de declinio era transferivel quando misturava-se so
lo supressivo a um conducivo. Demonstrou-se, também, que o calor Umido a
60°C por 30 minutos o destruia, o que comprovou ser de natureza bioldgica.
Foi, posteriormente, verificado que o declinio s6 ocorria na presenca de
raizes infectadas (14) . Procedeu-se a isolamentos da rizosfera de plantas
de trigo cultivadas em solo onde ocorria a supressividade tendo sido de-
monstrado que bactérias do géneroPieudomonai eram as principais causas do
fenbmeno da supressao (15).

Pensou-se na potencialidade de uso destes agentes no controle
da doenca em escala comercial. Desta maneira, o mal-do-pé do trigo, da
cevada, do centeio e do triticale constitui-se num exemplo de doencas de
importéancia econdmica na qual se procura desenvolver um produto bioldégico
formulado comerclalmente

Convém salientar-se que o fungo Ggt é um parasita que cresce
ectotroficamente sobre a superficie das raizes do trigo antes da penetra-
cdo (9). Isto o torna sujeito ao efeito inibidor da competicdo microbiana
do rizoplano e da rizosfera.

As bactérias Paudomonai spp. TFTluorescentes, anteriormente iso-
ladas e produtoras de antibidtico, eram mais numerosas sobre as raifzes do
trigo em solos onde este cereal era cultivado em monocultura do que em ro-
tacdo de culturas o que confirmou serem estas bactérias as principais res-
ponsaveis pelo fenbmeno de declinio (16,17). Weller e Cook (17), selecio-
naram alguns isolados destas Pieudomonai, antagbnicas a Ggt em cultura, e
inocularam sementes de trigo com estas bactérias. Dois isolados reduziram
a intensidade da doenca em ensaios conduzidos a campo havendo evidéncias
de que a mistura de dois isolados foi superior ao uso das cepas indivi-
duais. Os autores calcularam que as raizes das plantas originadas de se-
mentes inoculadas continham 106 unidades formadoras de coldnias por 0,1 g
de tecido radicular trés semanas ap6s o plantio em condi¢des de campo. Es
tes isolados mostraram-se competitivos no ambiente radicular sob condicbes
de campo e a colonizacdo das raizes seminais pelas bactérias chegou a ser
de 100%, porém, nas coronais s6 10%. A bactéria introduzida foi mais efe-
tiva em proteger as raizes seminais do que as coronais.

0 sucesso do controle biolégico, logicamente, dependerd do es-
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tabelecimento e da manutencédo de um limiar populacional da bactéria sobre
as raizes ou no solo. Um decréscimo da viabilidade abaixo daquele nivel
podera eliminar a possibilidade de controle.

As formulacbes experimentais tém sido testadas empregando a
turfa como veiculo (p6é ou granulado). 0 sucesso dependeréa da manutencéo
da competicdo ecolégica da bactéria introduzida no solo via semente. De-

ve-se enfatizar que o controle efetivo s6 sera alcancado se houver uma co-

lonizacdo efetiva do rizoplano. A melhor temperatura do solo, para isto é
de 20°C. Os rendimentos de grdos de ttigo foram superiores, nas parcelas

com sementes tratadas, em média 17% em experimentos de campo e em 11% em
escala comercial (17).

Embora o controle ndo tenha sido completo, este método mos-
trou-se promissor e por isto, o0s autores patentearam o uso desta bactéria
em trigo visando o controle desta doenca radicular pela bacterizacéo das
sementes.

3. ROTAGCAO DE CULTURAS

A rotacdo de culturas é uma pratica agricola recomendada desde
h&4 muito tempo. A observagdo e a experiéncia antiga mostravam aos agricul
tores e necessidade de variar os cultivos em um mesmo campo. Por conceito,
constitui-se na alternancia, mais ou menos regular de diferentes culturas
em uma mesma Aarea. Essa troca deve ser de acordo com um planejamento ade-
quado, no qual devem ser considerados diversos fatores, entre eles a cultu
ra predominante da regido em torno da qual serd planejada a rotacdo, além
dos fatores ambientais que influirdo nas culturas escolhidas para a suces-
sdo (13) .

No sul do Brasil, o trigo tem sido, praticamente, a Unica op-
cdo para o agricultor como cultura de inverno produtora de grdos. Os in-
centivos dados a esse cereal podem ter contribuido para isso. Sua explora
cdo em larga escala, sem obedecer a rotacdo de culturas, trouxe Um aumen-
to, principalmente, das podriddes radiculares do trigo entre as quais o]
mal-do-pé (13).

Gaeumrtucmi/ce5 var. tem sido historicamente

embrapa
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controlado por rotacgbes relativamente curtas, um ou dois anos,com espécies
ndo suscetiveis, isto por que o fungo ndo possui propagulos dormentes e
morre quando o resto cultural do hospedeiro decompdem-se. Estas rotacgdes
sdo eficientes na auséncia de gramineas que ndo sejam suscetiveis ao agen-
te causai.

0 fungo Ggt é controlavel pela rotacdo de culturas, através da
sucessdo de espécies vegetais de inverno, ndo suscetiveis. A vulnerabili-
dade deste patdgeno ao controle pela rotacdo deve-se ao fato deste fungo
ndo apresentar estruturas de descanso, resisténcia e nem habilidade de
competicdo saprofitica (9). Assim, a préatica da rotacdo constitui-se num
método de controle bioldgico (5,6), ao submeter o patdgeno & competicdo mi
crobiana, ndo especifica, durante a decomposicdo dos tecidos radiculares
do trigo. Ao completar-se a mineralizacdo dos restos culturais do hospe-
deiro o patdgeno perecerad por desnutricdo. A rotacdo de culturas o subme-
te a um grande estresse nutricional, o que determina a sua eliminacao do
solo naquela area. Além disto, as espécies vegetais que entram no sistema
agricola podem favorecer ao desenvolvimento da antibiose do solo o que con
tribui, também, para a eliminacdo mais rapida do patdgeno do solo cultiva-
do.

No momento, a medida de controle mais viavel para esta podri-
ddo radicular do trigo, no Brasil, é a rotacdo de culturas (11). O seu
efeito é facilmente avaliado como demonstram as Tabela 1 e 2. Além do con
trole desta doenca a rotacdo é, também eficiente na reducdo do inéculo dos
parasitas necrotrdoficos da cultura do trigo tais como: Piec/uteAa MZtici-
A.epent<6, B<pofa”<i 4olokinia.na, Septolia nodotam, S. MctZcZ e Xan-thomo-
naé campeofiidé pv undutuoa (11).
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Tabela 1. Efeito de rotacdo de culturas na intensidade de doencas radicu-
lares e no rendimento do trigo. CNPT-EMBRAPA, 1981.

Tratamentos Grau de ¥nfeccédo Rendimento
Anos de cultivo Anos sem N&o Transformado
kg/ha %
trigo transformado aroo seno
1979 1980 1981 9 (© (%)
CTC trigo trigo 0 68 55,6aVv 2.236¢c 100
Cc/T trevo trigo 1 31 33,7b 2.686b 120
Cc/T tremoco trigo 1 30 32,9b 2.976a 133
Cc/T pousio trigo 1 28 31,9 2.766ab 124
Aveia 1 inho trigo 2 20 25,9b 2.430c 109
Tremogo colza trigo 2 22 27,6b 2.826ab 126
C.V.() - - 15,08 5,2 -

Determinado segundo a férmula de McKinnev modificado em que plantas sa
dias: 0 = traco; 1: 25% do sistema radicular necrosado; = infeccdo leve
25: % = moderada; > 50%: severa. Os valores englobam o mal-do-pé e a

podriddo comum de raizes.
*
Y As medias em colunas, seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si
de acordo com o teste de Duncan a 5%.

C/T = cultivo de cevada ou trigo
Fonte: REIS et al. (10).
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Tabela 2. Efeito de rotacdo de culturas na intensidade de doengcas radicu-
lares e no rendimento do trigo. CNPT-EMBRAPA, 1982.

Tratamentos Grau de infeccaox
Anos de cultivo Anos sem Nao Transformado Rendimento
1079 1980 1081 1080 trigo transformado arco seno
(*) (%) kg/ha %
Cc/T trigo trigo trigo 0 92 74,7a" 377¢ 100
Cc/T trigo trigo trigo 1 67 54,9b 1.045b 277
Trigo aveia trigo trigo 2 20 25,7c 2.184a 579
trigo tremogo colza trigo 2 17 23,4cd 2.320a 615
C/T trevo trevo trigo 2 12 20,2cd 2.044a 542
Trigo pousio tremoco trigo 2 8 16,3d 2.117a 562

Determinado segundo a férmula de McKinney em que plantas sadias=0 - tra
CO; 1: 25% do sistema radicular necrosado = infecgcdo leve; 25-50% = mode
radoa; > 50% = severa. Os valores englobam conjuntamente o mal-do-pé e
a podridao comum de raizes.

Y As médias em colunas seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si de
acordo com o teste de Duncan a 5%.

C/T = Cultivo de cevada ou trigo
Fonte: REIS et al. (10).
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BIOCONTROLE DE catacauma to>iltndietta E Cocco6tnoma pa.tmic.ola,
AGENIES CAUSADORES DA LIXA PRETA NO COQUEIRO

Shinobu Sudo

Cia. de Cigarros Souza Cruz
DeptC de Pesquisas e Desenvolvi-
mento .

Av. Suburbana, 2066

21050 - Rio de Janeiro-RJ.

Os plantios de coqueiro da Fazenda Mangereba, no Municipio de
Lucena, Estado da Paraiba, pertence a Cia. Alimenticia Maguary S/A, foram
iniciados em 1981, utilizando-se principalmente os hibridos PB (Port Bouet)
111 e PB 121, oriundos da Costa de Marfim, na Africa.

Em meados de 1984, quando os primeiros talhdes plantados esta-
vam com mais de trés anos de idade, surgiu o primeiro problema fitossanita
rio sério com a incidéncia dos fungos Catacauma tonncnd<cfta Batista e
Coccoitloma patmicota (Speg.) Arx & Muller, respectivamente agentes da li-
xa pequena e da lixa grande das folhas de coqueiro.

A intensidade de ataque da doenca foi muito forte fazendo com
que a maioria das plantas perdessem de 8 a 10 folhas mais velhas.

Assim que surgiu a doenca e no ano seguinte, varios fungicidas
foram testados na tentativa de minimizar os danos da lixa sem que, no en-
tanto, nenhum resultado préatico e econdémico fosse conseguido.

Em abril de 1985, durante uma inspecdo de campo para avaliacéo
do estado das plantas, verificamos algumas minusculas manchas brancas in-
cidindo sobre os estromas de C. patmicota, aparentando um hiperparasitismo
causado por um outro fungo.

Através de exames e trabalhos laboratoriais, constatamos e 1iso
Tamos um fungo de micélio branco o qual foi identificado pelo CAB Interna-
tional Mycological Institute como sendo Ac<emoH<um atte.nnatum Link. Mais
tarde, na rotina dos trabalhos de laboratério, deparamos com um outro fun-
go, morfologicamente semelhante ao primeiro, mas que produzia pigmentos
vermelhos no meio de cultura. A identificacdo deste isolado foi confirma-
da como sendo A pett <r<»ium (Nicot.) W. Gams.
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Apbés a obtencdo desses fungos "in vitro”, varios testes de cam
po foram realizados e em todos eles obtivemos resultados altamente positi-
vos pela colonizacdo e destruicdo dos estromas, tanto da lixa pequena como
lixa grande das folhas de coqueiro.

A partir dos resultados obtidos, temos feito, multiplicacdes
anuais, tanto de A. aftelinifum como de A. petdiciHum, para serem pulveriza
dos nos talhb6es de coqueiros, que estejam bastante afetados pela lixa, nos
quais a reinfestacdo natural dos hiperparasitas esteja demorando. De uma
maneira geral, a necessidade de reaplicacado dos fungos tem sido pequena e
os nossos esforcos tém sido concentrados nas aplicacdes em areas de plan-
tas no inicio de frutificacdo, quando a lixa comecar a ser efetivamente
prejudicial e o Ac”emonZam ainda ndo estad presente.

Para satisfacdo nossa, podemos afirmar que a eficiéncia do
AcAemonZum no controle bioldgico da lixa pequena e lixa grande da folha de
coqueiro tem sido muito boa, permitindo colher-se normalmente frutos de

alto valor comercial sem a necessidade de usar-se qualquer fungicida quimi
co de alto custo.
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INTEGRATED CONTROL OF THE MOST SEVERE DISEASES OF SOME PROTECTED
VEGETABLE CROPS IN ¥TALY

A. Garibaldi
Istituto di Patologia Vegetale
Universita di Torino

Protected vegetable crops are of great important in Italy. It
has been estimated (data refered to 1582) that they cover an area of
about 30,000 ha, of which about 16,000 in greenhouse or large tunnels and
14,000 in médium and small tunnels.

It is well known that disease control of protected crops pre-
sents several differences in comparison to the methods adapted in open
field. Several are the factors determining these differences:

- some positive: among these, the possibility of exerting so-
me control over the environmental conditions (expecially on
air and soil temperatures, relative humidity and soil water
content) in order to obtain a reduced development of the di-
seases and the use of soilless systems or raised benches,
which reduce the risk of contamination or recontamination by
pathogens surviving in deep not desinfected soil;

- some negative: such as great density of plantation, close
rotations, etc. mainly related to the need of obtaining very
high yield to cover the cost of the expensive equipments uti
lized in protected crops.

For these reasons in protected crops until recently, chemical
control was largely used; nevertheless, the hazards of chemical control,
together with the high cost of developing, registering and manufacturing
crop protective chemicals, will result in fcwer chemicals being available
for vegetable crops in the future. Consequently, control by resistance

Palestra proferida na Il Reunido Brasileira sobre Controle Biolégico de
Doencas de Plantas. Piracicaba, outubro, 1987.
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will become even more important, as well the still little underslood forms
of cultural methods of controlling diseases (2).

The most convenient of controlling plant pathogens is through
the use of resistant varieties; nevertheless many problems have been asso-
ciated with the use of resistance, expecially where specific monogenic re-
sistences have been utilized in back-crossing programmes in an attempt to
control air-borne pathogens. When this control system is absent or unsa-
tisfactory, other methods are required: cultural methods are those most
likely to be under the control of the grower and often these are practised
in advance of a full sclentiflc explanation for their effectiveness
Indeed the higher the standard of crop husbandry the lower is the probabi-
lity that disease will be a problem in the crop. To rely only on cultural
methods may however prevent the grower from maximising yield by Tfor exam-
ple, shortening the growing season or requiring very extended rotations
(wich in protected crops are often economically not feasible)

We are now considering some of the most severe pathogens

attacking the most common vegetable crops under protection in Italy: for
each disease a brief description of non chemical control methods will be
given.

Lettuce

Downy mildew (64em<a factucae), gray mould (lUotnutido ctnenea)
and basal rot (Sctenotina spp. and Rhizoctunia 6c/Cani) are major problems
for the growers producing lettuce crops under protection.

Downy nildew - Over the last 20 years 8. lactucae has become
the most damaging pathogen of protected lettuce crops in ltaly. Reasons
for the increased incidence are: 1. the use in all areas of production of
varieties wich similar genetic background; 2. the close rotation and the
great density of plantatlon; 3. the lack of any really effective chemical

@1

The recently developed acylalanines which are highly active against this
disease have not yet been approved for use on lettuce, in Italy.



62

The control of 6. tactucae is largely based on the use of re-
sistant varleties: unfQrtunately in Italy it seems that there are virulen-
ce factors compatible With the resistance used in most breeding programme,

expecially in Netherlands.

Control of this disease by environmental manipulation relies
on the maintenance of low relative huniidlty in grecnhouse; It is essential
to remove moisture from the crop at the end of the day, by aeration or,
where it is possible, by raising temperatures to decrease relative humidi-
ty. Since oospores have been shown to.be an important mean of perennation
of the pathogen it is advisable to remove all debris after the crop.

Fungicides such as chlortalonil, thiram, captan and folpet are
used, expecially during the seedling stage.

Gray Mould - control of tictv/hd cirteiea in lettuce as in other
vegetable crops in largely based on the use of chemical and cultural me-
thods. Chemicals are the most effective method of control: the main mate-
riais used over the last years have been benzimidazoles and dicarboxmides
But recently, in Italy like an other contries, resistance to these fungici
des appeared (4). For this reason to be successful a spray programme
should be composed of a mixture of the before mentioned fungicides with
other materiais such as captan, captafol and thiram.

Maintenance of a relative dry atmosphere through skilful use
of heating systems and vontllation prevents 8. cimcicii from becoming a
problem. This is increasingly difficult to achieve because, as fuel costs
rise, the grower is tempted to keep the ventilators closed and pipe tempe-
rature low to conserve fuel. This is giving rise to considerable problems
with B. coie”ea.

Control can be also achieved by avoidin damage or poor growth
which leads to senescent tissues. At planting it is essential to prevent
mechanical damage when handling the seedling or block-raised plants: this
is best achieved by transplanting before the plants are too large. Simi-
larly other cultural cohditions such as waterlogging, drought, very low
and very high humidity can all result in poor growth and be predisposing
factors.



ScteAotinia and Rhizoclonia basal rot. - Control of Scfe™otZ -

nia and Rhizoctonia basal root is extremely difficult because of their
wide host range and persistant sclerotia. Dicarboximide fungicides proved
a mean of limiting these pathogens, but resistant strains are likely to
develop and, at the same time, the problem of residues must be kept in
mind. Cultural controls such as removal of all diseased tissues, soil cul
tivation to kill sclerotia or fooding infected land are among the most

effective techniques. Encouraging results have been obtained for the bio-
logical control of S. ¢efeitoCi.oA.un using ConiothyAium minitanA and TAicho-
deAma spp., which parasitize the sclerotia. Also solar heatingis reducing
the incidence of basal rot in central Italy: recent trials demonstrated
that solarization can reduce the attacks of ScteAotinia and Rhizocton<a by
70-8.0%.

Solanaceous crops (tomato, pepper and eggplant)

Among the pathogens of this group of plants, wilt-causing fun-
gi (Fudatxum and VeAticiltium spp.), PyAenochaeta tycopeAAici , agent of
corky root. CiadoApoAium fiutvum (Futvia ~ulva) cause of leaf mould, and
PhytophthoAa in”eAtanA, causing late bligt, are those giving major problems
to the growers producing tomato, pepper and eggplant under protection.

VeAticittium and FuAaAium wilt. - These two pathogens are very
common in many greenhouse and tunnels in Italy. In tomato, sources of
resistance have been found against Fu”antum oxyApoAum f. sp. tycopeAAlci

and VeAticittium dahtiae and varieties resistant to this last pathogen are
largely grown in italian protected areas.

Other techniques for control of VeAticiltium and FuAaAium are
as follows:

- soil desinfection by steam, methyl bromide or MIT releasing
fumigants

- use of systematic fungicides soil drenches to control VeA-
ticittium wilt (6).

Forms of biological control could be developed in the future,
since the severity of wilt symptoms caused by V. dahtiae is suppressed in
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glasshouse-grown tomato plants, by prior inoculation with a range of formae
specialcs of huntcum uxi/spoium (7). Also the use of suppressive soils or
soil contamination with antagonistic organisms isolated from suppressive
soil could be used in the future to control Fuoattum wilt.

Greenhouse-grown eggplant can only be protected from the
attacks of V. da/if<ae by soil desinfection of by grafting on resistant
rootstocks

Corky root. - This disease,- caused byPijlenochae Ca fijcopctdicc<,
is difficult to control because so far only limited sources of resistance
to this pathogen have been identified and tomato cultivars adapted to cul-
tivation under protection have not yet been developed.

In the past a careful technique for avoiding this disease was
the use of resistant rootstocks for greenhouse tomato crops, using an in-
terspecific F1 hybrid rootstock: L. eocutentum x L. hiléutum. This techni
que is now considered to be too expensive and it is largely superseded by
soil desinfection and by soilless growing methods, where there is less risk
of infectlon from soil-borne pathogcns.

Solar heating desinfection has been largely tested with good
results in Italy against corky root and CZccfftum wilt: its use in the
practice is still very limited.

Leaf mould. - This disease, caused by Cladotpofiium ~ufvum, is
the most severe foliar disease of protected tomato crops. Its control was
based in the past on the use of resistant varieties: slnce the pathogen is
capable of rapidly evolving new races in response to new resistance genes
this method of disease control has proved less than satisfactory. Fortu-
nately a range of fungicides are available to reinforce genetic control:
benzimidazoles and phtalimidic compounds are active against C. (jufvum.

Reducing relative humidity during the night is another in-
teresting method to control this disease. As much ventilation as possible
should be given, and the lower old leaves taken off the plants as soon as
possible. To keep the humidity as low as possible, owerhead watering and
pesticide sprays must be applied early in the day. Greenhouse with drip
or trickle system of irrigation often have lower humidity than those with
overhead irrigation.
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Late blight. - Thls disease is generally more severe in plas-
tic houses than in glasshouses. Two races of Phytophthona (an6 have
been differentiated in tomato and resistant varieties have been developed
for field crops. In the case of protected cultivations, control of P. in-
($eétarid on tomato largely rests with the use of fungicides. Sistemic mate
riais (acylalanines, phosethyl-Al and cymoxanil) gave excellent control as
10-15 days intervals (10) : the results are better than those obtained with
protective copper compounds, active also against bacterial diseases. The
same methods advised to reduce leaf mould are useful also against late
blight.

Curcublt crops (zucchini squash, cucumber, melon and watermelon)

Among the pathogens of this group of plants, powdery mildews,
scab and vascular wilts are those producing severe damages in italian pro-
tected crops.

Powdery mildews. - It is thought that the two most important
agents of powdery mildew of curcubits are EAt/Atphe c”icho laceasiun and Spliae
siotheca ~ufiginea.

Control techniques are largely directed to the use of resistant
varieties or chemicals. Considerable efforts have beeb put into breeding
resistant melons and cucumbers. A range of eradicant fungicides is used
to control powdery mildews. Sulphur and dinocap were the most widely used
in the past: recently the development of mospholines and triazoles syste-
mic fungicides has given a better degree of control for longer periods of
time but has led, sometims, to the selection of chemically resistant pa-
thogen strains.

If biological control is being used against red spider mite
and whiterfly (Tniafeutoded vapoA.an.ioum) it is important to use Tfungicides
which are known to have no effect on the predators population: for example
bupirimate and dinocap.-

A recent suggestion for cultural control, in the case of
zucchini squash, is to utilize irrigation water to increase the relative
humidity, thereby adversely affecting the growth of S. /fufiginea. Such a
technique could give rise to unwanted side effect, because the most envi-
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ronment would be condicive to development of downy mildew (Pécudopc nonoépo
na cuben&i 6) another pathogen of melon and cucumber.

The fungus Ampe f«hii/c(’5 QiH&gmiFfu which ia known to be a para-
site of Sphaenotheca “ut<ij<nea has bcon trlcd rcccntly also in lILaly: at
the moment this biological control is not advisable for the growers.

Scab. - It is a quite frequent disease, caused by Ctadulponium
cucumtninum.  Short period (3-4 hours) of relative humidity at 80-90% and
temperature below 25°C (condttions these that likely can occur during the

night under protection) can favour the infection.

The disease may be controlled by a accurate aeration which de-
crease the relative humidity and, if the greenhouse is heated, be keeping
the temperature above 25°C. In order to prevent the infection, seed
dressing with thiram or better with benzimidazole compounds, is suggested.
Rotation, for at least two years, are also recommended.

For cucumber, resistant varieties are used.

When fungicide treatments are needed, chlortalonil, folpet or
captan are used.

Vascular wilts. - Fuoanium wilt of melon (Fuéd™ium 0X.y6ponum

f. sp. mefonid) and of watermelon (F. ox.yoponum f. sp. ntveum) and Venti-

wilt of cucumber and melon, caused by 1/eAttcZffZum dahtiae., are
present and dangerous in Italy.

All affected solls should be throughly desinfected and great
care taken in the preparation for the new crop, expecially of the propaga-
ting compost and in the cleaning of pots and benches.

A successful but expensive way to control Fudanium wilt is to
graft melon or cucumber on Cucunbt ta or on Bemncada ceni™na
rootstocks. Melon varieties resistant to some of the races of I. mctunié
have been recently put on the market.

Potential lines for the biological control of these pathogens
are begining to emerge: for instance the use of non-compatible races to
give cross-protection against compatible ones (8) or the use of suppressive



solls (9). In nurserles soil contamination with antagonistic microorga-
nlsms before sowing or transplanting could roduce plant Infectlons in pro-
tected crops.

Other indications for the control of wilt diseases are mentio-
ned for the similar diseases of solanaceous crops.

Strawberry

The diseases most conunonly found on strawberry in latly are:
gray mould, powdery mildew and a soilborne root-rot complex.

Gray mould. - This disease, caused by Butnytio cineua, is,
usually, less important in protected than in field crops, because the dan-
gerous wetting caused by ratn and dew are avoided under protection; besi-
des a careful aeration, normally used by the clever growers, reduces the
relative humidity. At the production time, aeration must start early in
the morning, before temperature rises, to dry the fruits from the night
condensation in order to prevent the 8. cineva infections. Also mulching
with plastic films, which isolated the fruits from direct contact with the
ground, helps reducing the incidence of the disease.

By adopting the above mentioned criteria, the number of fungi-
cidal sprays is greatly reduced, with evident economic and hygienic advan-
tages. This last aspect is very interesting considering the relatively
long pre-harvest intervals (14-21 days) of the most specific fungicides
used against this disease. In Italy the compounds more commonly sprayed
are the dicarboximides (iprodione, procymidone and vinclozolin) other than
folpet, captan, dichlofluanld and chlortalonil.

Avoiding the cultivation of the most susceptible varieties (i.
e. "Belburi™) is highly advisable.

Trials of biological control with Tn-cchodenma venide have been
carried out (5), but with variable results.

Powdery mildew. - This disease, caused bySphaenotheca macuta-
tu, which is of scanty interest in open-air cultivations, is of great im-
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portance in protected crops. Aeration of the greenhouses, which is nor-
mally carried out to reduce the gray mould attacks, favours the spreadlng
and development of this pathogen characterized by moderate hygrometric and
thermal needs. Among the most important strawberry varieties cultivated
in protected environment, "Pooahontas' appeai to be the most susceptible
t-0 powdery mildew, whilst ‘Gorella and "Belrubi® are fairly resistant.

In the absence of alternative methods, the control of this di-
sease is still mainly based on the use os specific fungicides. During the
production period the most advisable products are the wettable sulphurs
and pyrazophos, respectively with 5 and 7 days of pre-harvest Interval.
During the first phase of the crop also dinocap (20 days of pre-harvest in
terval) and, until the first blooming, fenarimol are recommended.

Soilborne diseases. - Among the soilborne diseases attacking
strawberry, the most cominon in ltaly is the black root-rot complex calied
"deperimento progressivo”’ affecting, chiefly, the highly yielding varie-
ties, such as "Gorella and "Pocahontas*

The infected plants show a poor growth and reduced vigour and
productivi ty. From the rotted roots several fungi, such as FuAaUiini spp.,
Rhizoc tonia spp., Pythtum spp. and Ci/£< niMocatpxum spp., can be isolated.

Control measures adopted by the growers are the followings: an
adequate rotation, or soil desinfection, use of healthy propagative mate-
riais and employ of adequate cultural techniques to improve vigour of the
plants. Biological control tests with several species of Tftichodemia (T.
vilide, T. hamatum, T. Ha zianum) against Rhizoctonia ~tagaiiae, fuoaKiutn
6ofani and Cytindiocfo n ded tiuc(uh4, which are the most important agents
of the "deprerimento progressivo'” of strawberry in Southern Italy have
been carried out, with Interesting results (1).

Solar heating seems a very Interesting method to control this
disease.

Conclusions

Control of diseases of vegetables grown under protection in
Italy is still based mainly on the large use of fungicides and soil disin-
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fection with fumigants or steam. At the moment the alternative methods
are limited to the use of resistant varietles and to the manipulation of
environmental conditions by adopting the most appropriate cultural techni-
ques

In the future It would be advisable to reduce the dependance
of the growers on the chemical compounds with the aim of dIminishing resl
dues on crops and negative slde effects of fungicldes. Thls objective can
be reached if the researchers will put major efforts to find adequate in-
tegrated control progranimes.

Lines of research which could give interesting results in a
short time are:

1. the utilization of solar heating;

2. the exploitement and the practical use of soils suppressive
against the most damaging soil-borne pathogens;

3. the search of antagonistic microorganisms, active against
pathogens, to be used for seed dressing and for colonlza-
tion of dlIsinfected soils;

4. the utilization of sollless systems well adapted to the me-
diterranean environmental conditions;

5. the larger employ of varities resistant to the most conunon
pathogens

6. the implementation of hygienic measures by nurseries to pro
duce healthy materiais. As a matter of fact seeds and young
plants of several greenhouse crops are a serious potential
source of pathogens. To reduce this risk the inspection of
propagators greenhouses should be intensified and, if ne-
cessary, backed up by a random test of the propagatins ma-
teriais.
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R.P. Leite Jr.

EngC» AgrC, MSc., Pesquisador da
Area de iitopatologia da Funda-
cdo IAPAR. Caixa Postal 1331
86001 - Londrlna-PR

A superficie aérea das plantas normalmente possui uma microflo
ra epifitica caracteristica, composta por uma grande diversidade de mi-
croorganismos (Last & Deighton, 1965; Leben, 1965; Ruinen, 1961). Diver-
sas espécies de bactérias, leveduras, fungos e algas tém sido encontradas
no Ffiloplano de muitas plantas. As bactérias estdo entre os microorganis
mos mais frequentes nesta comunidade microbiana de filoplano (Last & Deigh
ton, 1965). Esses microorganismos normalmente sdo os primeiros coloniza-
dores de tecidos jovens das plantas, quando condicdes ambientais favora-
veis prevalecem para seu estabelecimento (Leben, 1965; Ruinen, 1961). As
bactérias comumente encontradas na superficie aérea das plantas pertencem
as espécies dos géneros Pdeudomonad, XanthomunaA, Eluunia, Ae lobacfer Co
*ynebacte-i<um, Flavobac (en<um, Aetomonas, Lactobac<CCus, Beijen.inckia, Ba
uttud, S Ffaphytococcudo e MtcMococcud (Crosse, 1971; Ruinen, 1961). Diver
sas espécies e patovares de bactérias patogénicas de plantas também pos-
suem uma fase epifitica na parte aérea de plantas hospedeiras e mesmo nédo
hospedeiras (Hirano & Upper, 1983; Leben, 1965).

Na comunidade bacteriana do filoplano existem algumas bacté-
rias que sdo agentes ativos na nucleacdo de gelo. Essas bactérias com-
preendem estirpes de Etiwinia heibicoEa (Lohnis) Dye, PAeudomonaA ((fuoned
cenA Migula, PAVudomonaA v<tiidi “tava (Burklolder) Dowson, Efiivinia ananaA
Serrano e patovares de PaeudomonaA 4yiingae. van Hall e de Xanthcmunad cam
peéftiiA (Pammel) Dowson (Hirano et al., 1978; Lindow, 1983 ; Warren, 1987) .
Diversos patovares de P. Ayningav sdo as mais comuns e ativas bactérias
nucleadoras de gelo encontradas sobre plantas nos Estados Unidos (Lindow,
1983; Lindow et al., 1978). Nesta breve revisdo é discutido alguns aspec
tos dos danos de geada causado por bactérias nucleadoras de gelo e as pos
slbilidades desses danos ocorrem na regido Centro Sul do Brasil.
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MECANISMOS DE SUBCONGELAMENTO DE AGUA E DANOS CAUSADOS POR GEADA EM PLAN
TAS

A &gua pode permanecer em estado liquido em temperaturas infe-
riores & 0°C. Mesmo em grandes quantidades, a &gua pode ser esfriada en-
tre -10°C e -20°C sem ocorrer formagdo de gelo. Espontaneamente ou pela
adicdo de um agente catalizador haverid a formagcdo de gelo nessa &gua su-
per-resfriada. Entre os agentes catalizadores de gelo ndo bioldgicos,atl
vos & temperatura proéximo de 0°C, estdo muitos materiais organicos e nao
organicos que sdo ativos & temperatura entre -10°C e -15°C. Materiais de
plantas sdo normalmente ineficientes como nucleadores de gelo, e a ativi-
dade de nucleacdo de gelo em plantas produzidas em condigOes assépticas é
muito rara para temperaturas acima de -5°C (Lindow, 1983; Warren, 1987).
Por outro lado, muitas estirpes de P. d&i/iingae, P. e E. #bi
cofa sdo ativas em nucleacdo de gelo & temperatura superiores a -2°C (Hi-
rano et al., 1978; Lindow, 1983, 1985; Warren, 1987). Como muitas plan-
tas sdo colonizadas eplfiticamente por bactérias nucleadoras de gelo, es-
ses microorganismos tém sido reconhecidos como responsaveis por danos de
geada causado em plantas em temperaturas pouco abaixo de 0°C (Lindow,
1983, 1985; Warren, 1987). Essas bactérias nucleadoras de gelo iniciam
a formacdo de gelo que causam danos em plantas sensiveis & geadas em tem-
peraturas pouco abaixo de 0°C. 0 gelo formado sobre ou dentro de plantas
sensiveis disseminam rapidamente intracelularmente e intercelularmente
causando a ruptura mecanica da membrana celular (Lindowm 1983, 1987; War-
ren, 1987).

CONTROLE BIOLOGICO DE BACTERIAS NUCLEADORAS DE GELO E DE DANOS POR GEADAS

Devido a importancia que as bactérias nucleadoras de gelo re-
presentam nos danos causados por geadas em plantas, diversos estudos tém
sido conduzidos para controle desses microorganismos e, desta forma, au-
mentar a capacidade natural de resisténcia das plantas & geadas. Entre
as diversas medidas em estudo, o controle biolégico empregando bactérias
antagonisticas tem recebido grande atencdo (Lindow, 1983, 1985,1937; Lin
dow et al., 1983a,b). Somente em torno de 0,02% a 20% do total de bacté-
rias encontradas na comunidade microblana do filoplano séo nucleadoras
ativas de gelo e estédo diretamente envolvidas em danos causados por gea-
das em plantas (Lindow, 1985) . Na natureza, algum nivel de interacdo en-
tre organismos normalmente ocorre e a auséncia de interacdo pode ocorrer
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somente se as populacBes dos organismos estdo muito distantes ou porque
eles sdo muito diferentes em requerimentos de recursos nutricionais ou am
bientais. Portanto, provavelmente deve ocorrer um elevado nivel de compe
ticdo entre os componentes da comunidade bacteriana do filoplano. De fa-
to, o tamanho das populacdes de bactérias nucleadoras ativas de gelo em
plantas tem sido correlacionada negativamente com o tamanho da populacéo
de bactérias epifiticas antagonisticas que colonizam essas plantas (Lin-
dow, 1987; Lindow et al., 1983a,b).

A populacdo de bactérias nucleadoras ativas de gelo tem sido
reduzidas em 10 a 100 vezes em plantas tratadas com bactérias antagonisti
cas, quando comparado com plantas ndo tratadas (Lindow, 1983, 1985,1987).
Os danos causados por geada em plantas tratadas com bactérias antagonisti”®
cas ndo nucleadoras ativas de gelo tem sido reduzidos de 30% a 95%, um re
lacdo as plantas ndo tratadas (Lindow, 1985, 1987).

MECANISMOS DO CONTROLE BIOLOGICO DE BACTERIAS NUCLEADORAS DE GELO

Os mecanismos envolvidos no controle biolégico de danos causa-
dos por geada em plantas ndo estdo bem esclarecidos. De modo geral, os
mecanismos de interagdo entre microorganismos que levam ao controle biold
gico podem envolver as seguintes estratégias: competicdo por recursos Ffi-
sicos e/ou nutricionais, antibiose e parasitismo/predacdo. Lindow (1985,
1987) tem sugerido que a competicdo por locais para colonizacdo ou por
certos nutrientes provavelmente é o principal mecanismo responsavel pelo
controle biolégico obtido com bactérias ndo nucleadoras ativas de gelo
nos danos causados por geada em plantas.

A capacidade de suporte da superficie foliar de folhas para
bactérias epifiticas estd em torno de 107 células/g (peso fresco), o qual
é inferior a outros habitats, como por exemplo, a superficie de raizes
(Lindow, 1987). Além disso, a superficie foliar estd sujeita a variacoes
bruscas e extremas das suas condi¢cOes microcl imdticas. Além disso, a hi-
potese de exclusdo competitiva pode ser reforcada pelas evidéncias de que
o controle biolégico no Filoplano por bactérias ndo nucleadoras ativas de
gelo requer o estabelecimento de populagfes grandes de bactérias antago —
nistica antes do estabelecimento do organismo objeto (Lindow, 1985,1987).
0 controle biolégico de algumas doencas de plantas com bactérias antago-
nisticas foi possivel somente quando o organismo antagonistico foi aplica
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do antes do estabelecimento do patdgeno (Leite & Rouse, 1986; Spurr,
1981) .

IMPLICAGOES DE DANOS DE GEADAS CAUSADOS POR BACTERIA NUCLEADORAS DE GELO
PARA A AGRICULTURA BRASILEIRA

Os danos de geadas causados por bactérias nucleadoras ativas
de gelo tem reconhecidamente causado sérios prejuizos para a agricultura
em diversas regifes em varios paises, quando ocorrem condicdes ambientais
favoraveis (Lindow, 1983; Warren, 1987). As condicdes climiticas preva-
lentes no Centro Sul do Brasil proporcionam normalmente a possibilidade de
ocorréncia de temperaturas inferiores a 0°C no outono, invernoe primavera
em diversas localidades dessa regido. Culturas perenes como café, cltros,
e diversas frutiferas de clima tropical, subtropical e temperado, e tam-
bém diversas culturas anuais estdo certamente sujeitas a danos causados
por geadas na regido Centro Sul do Brasil. Além disso, espécies de bac-
térias reportadas como nucleadoras ativas de gelo ocorrem nossas cond_i
¢cdes. Entretanto, até o presente momento ndo foram realizados estudos de
talhados sobre o possivel envolvimento de bactérias nucleadoras ativas de
gelo nos danos causados por geadas no Centro Sul do Brasil.
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PERSPECTIVAS DE UTILIZAGAO DE FUNGOS DO SOLO NO BIOCONTROLE
DE NEMATOIDES DE GENERO Menud\/\/e: INFLUENCIA DO TIPO DE
SOLO E FONTES DE MATERIA ORGANICA

Dra. Regina Gomes Carneiro
UEL - Londrina-PR.

Dentre os inimigos naturais frequentemente assinalados# como
agentes de controle bioldégico em relacdo a nematdides fitoparasitos, os
fungos tém sido os mais estudados a nivel de controle efetivo em agricul-
tura.

Embora existam centenas de fungos nematéfagos registrados
(Dollfus, 1946), apenas alguns grupos tém sido objeto de estudos, nos ul-
timos anos, sugerindo perspectivas encorajadouras de utilizagcdo em contro
le bioldgico.

Os fungos nematéfagos podem ser agrupados em trés categorias
segundo as modalidades de parasitismo (Cayrol & Ritter, 1984):

- Os hifomicetos predadores, se caracterizam por apresentar es
truturas de captura especializadas (armadilhas) que secretam
substancias colantes que prendem os nematdides quando estes
entram em contacto com elas. Essas estruturas podem ser de
varios tipos: rede ou anéis adesivos ou constritores (Ait/iio
botiijé, Vactytatia, Vac tijtetta, TicchoT/Ztichu thecium,
Mo nactiood po tZum, Cande f£ab te (ta), botdes adesivos (Ne.ma tuc to-
nud), micélio adesivo (Stytophaga, Cy&tophaga}

- Os parasitos de formas ativas (género H<thute.lta) cujos espo
ros se fixam a cuticula do nematdide antes de germinar.

- Os parasitos de ovos, observados em cistos de He tetode-ta ou
ootecas de Mctoidogyne, que pertencem a géneros diversos:
Ph Tatophliia, Me taMihizium, Ve“cticittiumt Mema tophtcia, Paeci

(omijcet

Para que um fungo dentro de um determinado solo ou substrato
agricola possa ser eficaz contra uma determinada espécie de nematdide, €
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necessario que elo encontre nosso meio, condlcoes adequadas as suas neces
sidades ecolégicas e troficas (pH, relacdo C/N; umidade, temperatura,etc.)
que permitam um bom desenvolvimento da sua fase saprofitica neste solo.
Estudos desse género permitiram a selecdo de uma linhagem de Anthnobotlijo
-lobudota capaz de controlar a proliferacdo do nematdide Vitytenchui mtjcc-
tccphagud,problema bastante sério para o cultivo do *Champignon de Paris",
no composto organico utilizado como substrato para esse fim (Cayrol etal.,
1972). Uma outra linhagem de Atfliiobu i/6 #Ateguta , mostrou-se eficaz
em solos olericolas no controle de larvas pré-parasitas de Mefuxdogyne
spp- (Caryol & Frankowski, 1979). Estas duas linhagens sao encontradas
atualmente no comércio sob a respectiva designacdo de Royal 300 et Royal
350) .

A utilizacdo pratica desses dois hifomicetos é dificultada pe-
las condicles atuais de formulacdo (suporte nutritivo & base de cereais
cozidos), que exige um armazenamento e transporte do produto em condicdes
refrigeradas e o emprego de uma quantidade bastante grande do produto,
1.400 kg/ha (14 x 107 germes/m2) o que dificulta a sua comercializacédo

(Cayrol & Ritter, 1984) .

Inimeras tentativas de utilizacdo de fungos predadores, no con
trole bioldgico nao tiveram muito sucesso, devido sobretudo ao Tfato de
se nigligenciou a especificidade do fungo em relacdo ao nematéide.

Nordbring-Hertz (1973) mostrou que esta especificidade é de na
tureza bioquimica. Ao nivel dos 6rgados de captura o fungo secreta leciti
nas que se associam a aclcares situados na cuticula dos nematdides. Se
houver correlacdo entre a lecitina e o aglUcar do nematdide, estabelece-se
uma ligacédo covalente praticamente indestrutivel entre os dois organis-
mos .

é necessario, portanto, escolher a linhagem de fungos adaptada
a espécie de nematdide que se pretende controlar.

Varios autores indicam que o aparecimento de estruturas de cap
tura em hifomicetos predadores era estimulado pela presenca de nematdides.
Em 1959, Pramer & Stoll demonstraram que uma substancia chamada "nemin"
induzia a formacdo de armadilhas. Mais tarde. Feder et al. (1963) indica
ram que um s6 nematdide se locomovendo em uma cultura de hifomicetos pre-
dadores era capaz de induzir a formagdo de estruturas de captura. Eles
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deduziram que a substéncia indutiva deveria ser um produto do metabolis-
mo dos nematdides capaz de agir em doses minimas. Para o conjunto desses
trabalhos, os pesquisadores utilizaram sempre nematdides bacteridfagos
pertencentes a Ordem Rhabditida, que sdo faceis de serem criados em meios
de cultura.

Recentemente Cayrol e colaboradores (1984) mostraram que essa
inducdo resulta de uma relacdo complexa entre os fungos e as bactérias as
sociadas aos nematdides bacteridfagos. N&o foi possivel até o momento
esclarecer as reagfes bioquimicas que determinam esse mecanismo, mas po-
de-se suspeitar que no solo existem inteiragdes muito complexas que possi
bilitam uma maior ou menor eficiéncia do produto biolégico ai introduzi-
do.

Outros estudos realizados por Cayrol (1984), mostraram que a
introducdo de adubos organicos pode modificar de maneira determinante a
atividade predadora dos fungos nemat6fagos, uma vez que alteram a micro-
flora existente naquele solo.

Com o conhecimento que dispomos até o momento, é praticamente
impossivel precisar a natureza dos mecanismos que estdo interagindo e ca-
racterizar com exatiddo os fatores determinantes em uma certa situacgdo.

Os fungos parasitas de formas ativas sao sobretudo os do géne-
ro H ® &e, cuja espécie, H. thumpsonii vem sendo utilizada nos EUA,
como método de controle do &caro do citrus Phyttocoptluta oteivona. Mui-
tas outras espécies de HoOiutetta foram observadas recentemente em larvas
de He tcnodeia e de Mefc<dogt/ne. O estudo de alguns sistemas enzlmati-
cos de diferentes isolados de HilAute tia conservados em colecdo e estuda-
dos através de métodos eletroforéticos ou de isoeletrofocalizagdo confir-
maram a existéncia de varias espécies parasitas de nematdides, que pare-
cem constituir um grupo bastante distinto dos parasitos de insetos e aca-
ros (Castet, 1983). Por outro lado, HciAufetta ihodéé iente.d isolado a
partir de C-tZconeme tfa xenvptax mostrou-se ser ativa sobre larvas de Me-
ioidcgytie incognita, bastando um s6 esporo para causar sua morte e propor
cionalmente um efeito mais rapido quando o numero de esporos TFfixados (va-
riacdo de 0 a 20) aumentaram. Os esporos desse fungo ficam fortemente
aderidos e penetram através de um tubo germinativo que coloniza o corpo
do nematdide, sendo este destruido em doze horas. Trabalhos de laborato-



rio e campo vém sendo conduzidos no sentido de precisar possibilidades de
emprego desses fungos.

Os fungos parasitas de ovos podem desempenhar um papel impor-
tante na dinamica de populacdes de espécies de nematdides que colocam ovos
reunidos em massas e que permanecem por um periodo de tempo ndo negligi-
vel em contato com a terra. Este é o caso do Velftciffiam ¢ htam <dutpo-
icum e do Ncmatophoia guncp/icfa para diversos na Gra-Bretanha
(Kerry & Grump, 1980). Estudos realizados por Kerry e colaboradores
(1981), mostraram que a eficiéncia do fungo V. chfamidobpuiium estd liga-
da a sua instalacdo em bidtipos que apresentam caracteristicas bem preci-
sas.

Um outro fungo Vaecttomyccéd titaclHud foi observado por Jatala
et al. (1979) em ovos de Mcf oircgruta presentes em raizes de ba-
tata. Um primeiro ensaio de inoculacdo realizado por esses autores mos-
trou que o fungo parasitava as fémeas e os ovos de Uetoi dogtpie <ncognita,
assim como os cistos de Gfobodeia pattida (Stone) Behrens e destruia 80 a
90% dos ovos da primeira geracdo, apdés 10 ou 12 dias de incubacéo.

Ensaios conduzidos em campo em 1980, 1981, 1983, 1984 e 1985
corroboraram sua eficiéncia como agente de controle biolégico, em campos
infestados por M. incégnita na Malasia, Panama, Peru, Filipinas, Porto Ri
co, USA, etc., o que justifica a extensdo de seu emprego como ncmaticida
Este produto estd sendo produzido comercialmente com o nome de *Biocon"
tendo como substrato grédo de arroz (Jatala, 1985).

Por ocasido do desenvolvimento de minha tese de Doutorado (Car
neiro, 1986) , realizada no "INRA-Stattlon de Recherches surles Nematodes"
(Antibes - Franca) tivemos a ocasido de trabalhar com duas formulagdes do
fungo P. (<Cac<HU.0 (peso seco e pellet) . Estas duas formulagcbes mostra-
ram-se bem mais adequadas pois possibilitam armazenagem em condicdes de
temperatura ambiente e transporte de pequenas quantidades para tratamento
de grandes areas.

Neste trabalho tivemos a possibilidade de determinar o interva
lo de eficiéncia (100 a 106 esporos/m2) do fungo e a dose a ser recomenda
da, 5 gramas do produto comercial/m2. Estabelecemos uma correlacdo dire-
ta entre a porcentagem de parasitismo dos ovos e quantidade de inéculo pre

sente no solo, o0 que nos mostrou que a Instalacdo do fungo em um determi-
nado tipo de solo implica no éxito do controle realizado.
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Acompanhando durante um ano as curvas de desenvolvimento de
diferentes doses do fungo no solo, em ensaios de casa de vegetacdo e cam-
po, pudemos observar o decréscimo progressivo da densidade de inéculo, a
medida que o tempo foi passando.

O mesmo tipo de estudo, realizado em diferentes tipos de solo,
mostrou que a instalacdo e eficiéncia de controle estd relacionada com as
caracteristicas fisicas, quimicas e microbiolégicas do solo, o que defini®
mos como ‘‘grau de receptividade & colonizacdo pelo fungo”. Desta manei-
ra, observamos que existiam solos onde o controle foi efetivo e duradou-

ro, e outros onde aplicacgbes periddicas do fungo seriam necessarias.

Observamos ainda em ensaios com diferentes compostos organicos
que a receptividade de um solo poderia ser melhorada, possibilitando as-
sim um controle biolégico bastante eficiente e duradouro.

Nao fizemos alusdo neste breve resumo aos estudos que realiza-
mso "in vitro” onde investigamos em detalhe os fatores fisicos, quimicos
e nutricionais que interferem no desenvolvimento do fungo, assim como, oS
estudos de toxinas e producdo de substancias fungistaticas e de antibidti_
cos que conferem a este microorganismo a caracteristica de um excelente
antagonista

E importante ressaltar que os fungos mencionados nesta revisdo
ocorrem naturalmente em nossos solos. J& tivemos a possibilidade de iso-
lar em 1987 nas proximidades de Londrina-PR, linhagens de P. hfacinuf,
V. chfamidodpoiiam e Nematophtona a partir de ootecas deM. incognita,
que serdo estudados em um projeto a ser desenvolvido na Universidade Es-
tadual de Londrina.

Sabendo que nematéides do género MeZc-cdogync, constituem
rio problema em nossa regido em solos degradados, com baixissimo teor de
Matéria Organica, seria ilusério considerar o controle biolégico com uma
medida exclusiva que viria a solucionar este problema.

Dessa maneira, estimando o teor das pesquisas realizadas até
o momento, podemos considerar a luta bioldgica através de fungos nematofa
gos como uma maneira ndo negligivel de controlar, mas que deve ser encara
da dentro de um contexto de medidas integradas que visem o reestabeleci
mento dos equilibrios naturais do solo.
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SELEGAO DE MICRORGANISMOS ANTAGONICOS A FITOPATOGENOS. BETTIOL.W. (CNPDA/
EMBRAPA, Caixa Postal 69. 13820-Jaguariuna-SP)

0 isolamento e a selecdo de microrganismos antagdnicos sustentam
virtualmente todos os programas de controle bioldgico, determinando as
chances de sucesso. Muitos microrganismos valiosos para a fitopatologia e
medicina animal e humana foram descobertos acidentalmente. No entanto, po
de ser usada uma sistematica pesquisa de selecgdo.

Inicialmente, h& necessidade de escolher locais apropriados para
isolamento de antagonistas, reduzindo as tentativas inlteis. Para cada pa
tossistema existem locais mais apropriados para a obtencdo de antagonistas
podendo ser o préprio hospedeiro ou cubstrato, onde este se desenvolve,
ou as estruturas do patdgeno.

A selecdo pode ser realizada utilizando testes "in vitro" "in vt
vo'". Entretanto, o mais importante e indispensavel é aquele que expde
antagonista &s condig¢Oes ambientais prevalentes nos locais em que sera em-
pregado. Usualmente, ndo hd correlacdo significativa entre antagonismo de
monstravel em cultura e efetividade nas condicdes em que sera utilizado.
Assim, muitos antagonistas eficientes "in vitro” e "in vivo", sob condi-
cOes controladas, ndo passam por este teste final. Esta disparidade pode
representar as diferencas de sobrevivéncia nos dois ambientes.

Em teoria, sugere-se como sequéncia adequada para selecdo de antago
nistas, inicialmente, a realizacdo de testes "in vitro"” e posteriormente
"in vivo" (testes de placas de Petri ou laminas para "in vivo" controlado,
e deste para "in vivo" com condicdes ndo controladas)

Uma caracteristica recomendavel, mas ndo indispensavel, é que o an-
tagonista atue através de mais de um mecanismo de antagonismo. No entan-
to, pode ser que o caminho seja a utilizacdo de agentes portadores de dife
rentes mecanismos de antagonismo.

Antes da liberacdo de um antagonista para uso em larga escala, ha
necessidade da realizacdo de estudos toxicoldgicos. Este estudo deveréa
ser contemplado num amplo programa de selecéo.
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EFEITO DE 8dcx.££u5 4ubf£<f£<A NO CONTROLE DO MOFO CINZENTO (Bo tU COieted )
DO MORANGO. BETTIOL, W.; GHINI, R.; MOSCA, J.L. 4 VITTL A.J. (EMBRAPA/
Centro Nacional dc Pesquisa de Defesa da Agricultura, C. Postal 69, 13820-
Jaguar ituna-SP) .

EFFECT OF 8acz££ud Subf£<££6 on BoMi/txd <mm ., CAUSAL AGENT OF STRAWBERRY
GRAY MOLD.

0 tratamento de frutos de morango var. Campinas com suspensdo de cé
lulas de 8. 4ub£x£i16: isolado AP-85 (diluicdo 1:20, T (transmitancia)
61,1%) e mistura contendo os isolados AP-3, AP-51, AP-85, AP-105, Ap-323,
Ap-332, AP-365 e AP-471 (diluigcdo 1:20, T = 56,4%), 24 horas antes da ino-
culacdo de 10 pf de suspensdo de 1 x 105 conidio/mE de B. coéieniea, em um
ferimento de 3 mm de profundidade feitb com agulha histoldgica, apresentou
controle da doenca similar a iprodone (150 g/100 £) quando da avaliacédo 5
dias ap6s a inoculacédo do patdgeno.
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EFEITO DE PROTEGAO A FERRUGEM DO CAFEEIRO DETERMINADO POR BACTERIAS DO GE-
NERO Bacitlui. ROVERATTI, D.S.; TEIXEIRA, A_A_R.; SEIXAS, C.A_; MORAES,
W.B.C. (Secdo de Bioquimica Fitopatolégica - Instituto Biolégico. C. P.
7119. Sao Paulo-SP)

Foi verificado que produtos comerciais a base de Baciffu4 thunn-
jitntit podem proteger plantas de café contra o fungo Hemlfela Vvai tati-ix.
0 objetivo do predente trabalho foi o de verificar o efeito_de protecdo lo
cal e sistémico & ferrugem determinado por 5 diferentes bacilos: B. ihut-in
gieniii Isolado 998, B. tliui<ig<e«4<5 var. feuidfafei, B. t/iuA<ng<e>:4<4 var.
<4iaeiendl4, 8. thuiingleniZi var. iubtoKtcui e B. iubtifii isolado B50. Pa
ra tanto, plantas de café de um ano de idade tiveram as folhas do 39 par
aspergidas com uma suspensdo de células das bactérias 72 horas antes das
folhas do 29, 39 e 49 pares serem inoculadas com o patdgeno. O efeito do
tratamento com as bactérias sobre a germinacdo "in vitro", "in vivo", Tfor-
macdo de apressdrios e persisténcia dos urediniosporos do patdgeno na su-
perficie das folhas de café, foi observado por microscopla o6ptica ou de
fluorescéncia. Os resultados mostraram que todas as bactérias testadas de
terminaram uma protecdo local & ferrugem que varia entre 70 a 98%. Porém,
com excecdo do B. thuaingiend<% var. kuattaki, um efeito bastante signifi-
cativo de protecdo sistémica também foi observado tanto acima como abaixo
do par de folhas tratado. Além disso, as bactérias atuam inibindo a germi
nagcao dos urediniosporos de H. vai tatl-ix. tanto "in vitro” como "in vivo",
bem como interferem com a permanéncia dos urediniosporos na superficie das
folhas. Com excegdo do B. thu>iingEinil4 var. kuaitaki., nenhum dos outros
bacilos usados mostrou efeito na formagdo de apressdrios. Sendo assim, po
de-se concluir que os bacilos testados exercem um efeito local de protecédo
atuando diretamente sobre o patdgeno, embora um efeito sobre a planta hos-
pedeira também tenha sido observado uma vez que a protecdo se manifesta
sistemlcamente

PROTECTIVE EFFECT OF DIFFERENT Bacbttui AGAINST COFFEE LEAF RUST. ROVE-
RATTI, D.S.; TEIXEIRA, A_A.R.; SEIXAS, C.A.; MORAES, W.B.C. (Secédo de Bio-
quimica Fitopatoldgica - Instituto Biolégico, C.P. 7119. Sdo Paulo-SP-Bra-
zil) .

Commercial products containing Bacillui thulingieniii protected
coffee plants agalnst the fungus Hemllela vaitatli . The present work
deals with local and systemic protection induced in coffee plants by 5
different bactéria: B. thuiZnglen4l4 strain 998, B. t/iuilMg<en4l4 feu.f4

taki, B. thuaingiené<i var. biaaeizniit, B. thu.lbngitnibi var. iu.btox.icui
and B. 1iubtitii strain B50.

For this third pairs of leaves of coffee plants were sprayed with a
bacterial cell suspension 72 hr before the 2nd, 3rd and 4th pairs of leaves
had been Inoculated with the pathogen. The effect of the treatment on the
"in vivo" and "in vitro" germination and appressoria formation of the ure-
dInlospores of the pathogen, as well as their persistence on the leaf sur-
face was observed by optical and epicluorescence microscopy. Results
showed that all tested bactéria induced a local protection between 70% and
98% in coffee plants.

Except for B. thutl«gicniii var. kuiitaki, a significative systemic
protection was observed in both leaf pairs above and bellow the treated
ones. Besides of this, the 5 bactéria inhibited both "in vivo" and "in vi
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tro” the germinatlon of uredlniospores of H. vaofatair, as well as they in
terfered with their persistence on the leaf surface. Except for 8. thutin
g-ienl-cl var. huiltafeZ, all the other bactéria had no effect on the appresso
ria formation. Thus, data suggest that all the 5 bactéria were effectlvé
in locally protecting coffee plants, through a direct action on the patho-
gen, although a systemic protectlve effect had been also observed in host
plants, except for 8. thuning findi6 var. kutf taki.
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SENSIBILIDADE DE Aglubac tel<um tume|$ac<en6 A ALGUNS ANTAGONISTAS. BERIAM,
L.0.S.1; ALMEIDA, 1.M.G.1; MALAVOLTA Jr., V._A.1l; ROBBS, C.F.2; RODRIGUES
NETO, J.1 PSBF/IB - C.P. 70, 13001- Camplnas -SP; 2 CNPDA/EMBRAPA, C.P. 69,
13820 - Jaguariuna-SP).

Dez isolados de Agftubacte. num turne jaciend, originarios de alface
(1), ingd (2), framboesa (1) e crisantemo (6) foram testados "in vitro” pa
ra averiguar a sensibilidade a estirpe K.84 de Agnobactenium >tadiobac.te\
e a duas PAeudomonaé spp. (Ps. 1, Ffluorescente e Ps. 2, ndo fluorescente).
De acordo com a metodologia empregada, os resultados indicaram que quatro
isolados foram sensiveis ao K.84; um isolado foi sensivel a Ps. 2; seis
isolados foram sensiveis a Ps. 1; um isolado foi sensivel aos trés antago-
nistas testados e um isolado foi sensivel a nenhum dos trés antagonistas
testados.

SENSITIVITY OF Ag/tubac feA (um tume™ac<CH-0 STRAINS TO SOME ANTAGONISTS.  BE-
RIAM, L.O.S.1; ALMEIDA, 1_.M.G.1; MALAVOLTA Jr., V.A.1l, ROBBS, C.F.2; RO-
DRIGUES NETO, J.1 (I SBF/IB - C.P. 70, 13001-Campinas-SP; 2CNPDA/EMBRAPA,
C.P. 69, 13820-Jaguariuna-SP).

Isolates of Agtobactet-ium turne”acien6 from lettuce (1), Inga sp-
(1), raspberry (1) and chrysanthemum (6) were tested "in vitro™ in order
to determine the sensitivity to strain K.84 of Ag”“tobac te-tium nadiobactet
and to Poeudomonat» species (Ps.l, fluorecent and Ps.2, non-fluorescent) .
The results obtained with the methodology employed were: four isolates we-
re inhibited by K.84; one isolate was sensitive to Ps.2; six isolates were
sensitive to Ps.l; only one isolate was sensitive to the threes antago-
nists, whereas one isolate was not affected by some of the antagonists.
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SELECAO DE STic f ¢> NO CONTROLE BIOLOGICO DE VeAt<citl<um dahtiae. AL
MEIDA, O.C.1; FIGUEREDO, J.M.1; ALMEIDA, L.C.C.1; SILVA, E.C.2 il CEPLAC7
Fitopatologia, C.P. 7, 45600-I1tabuna-BA, 2 Departamento de Antibidtico, Uni
versidade Federal de Pernambuco, Cidade Universitaria Recife-PE).

S Cicpti-Mii/cc5 codificados sob numeros 12530, 12431, 12539 e 12472 fo
ram inoculados em dois pontos equidistantes a 1,5 cm dos bordos das placas
de Petri contendo meio de extrato de malte, e no centro das mesmas, inocu-
lou-se discos com 7 mm de diametro contendo micélio de VQ.XtcciHium dahtiae
isoladode cacaueiro. Estas placas foram incubadas a 22°C e mantidas em
escuriddo total. Apd6s 15 dias mediu-se o crescimento radial das coldnias
de V. dahtiae, havendo uma inibicdo de 39,58% por efeito dos I1solados
12539 e 12472 quando comparados com a .testemunha.

SCREENING OF StteptcmijcC$ spp. FOR BIOLOGICAL CONTROL OF VeVZexttcum dahtiae.
ALMEIDA, O.C.1, FIGUEREDO, J.M.1; ALMEIDA, L.C.C.1; SILVA, E.C.2 (‘CEPLAC/
Fitopatologia, C.P. 7, 45600-I1tabuna-BA; 2 Departamento de Antibidético, Uni
versidade Federal de Pernambuco, Cidade Universitaria Recife-PE).

Sttepiomi/ceA spp. coled under numbers 12530, 12431, 12539 and 12472
were inoculated on Petri plates containing malt extract at two points 1.5
cm away from the borders and, on the center of the plates, disks 7mm broad,
?ontgining mycelium of WVed<um dahtiae isolated from caco were inocu-
ated .

These plates were Incubed at 22°C and total darkness. After 15 days
the radial growth of I/. dahtiae colonies were measured. An inhibition of
V. dahftae growth in the order of 39.58% detected due to the actlon of iso
lates 12539 and 12472 when compared to the control.
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EFEITO DE Sacchaiomyced ceievidiae NA REDUGAO DA ANTRACNOSE EM PLANTAS DE
MILHO MANTIDAS EM CASA-DE-VEGETAGCAO. SILVA, S._R.1; PASCHOLATI, S_F.2/3; MO
RAES, W.B.C.3 (Secédo de Bioquimica I'i topatolégica, Instituto Bioldgico,
C.P. 7119. 01053-Sao Paulo-SP)

0 trabalho visa o possivel uso da levedura S.cetcvidoiae no controle
alternativo da antracnose. Suspensfes (SU) ou filtrados de células (FC)de
levedura (0,005 a 25 mg/mi), preparadas a partir do '"Fermento Bioloégico
Fleischmann', foram aspergidas sobre folhas de plantas jovens de milho.
Simultaneamente ou em diferentes intervalos de tempo apds a asperséo, as
mesmas folhas foram inoculadas com Cottetotn-ichum giaminicota (500.000 co-
nidios/m€). As avaliacdes efetuadas ap6s as inoculacdcs, evidenciaram s}
efeito”inibidor de”SU e FC, dependendo, da concentragéo, na germinacéo e na
formacdo de apressorios pelos conidios de C. gtami.nic.uta, bem como na redu
cao da area foliar lesionada, do numero de lesdes e da esporulagdo do fun-
go. Essa inibicdo ndo ocorreu quando SU e FC foram inativados termicamen-
te ou quando C. g-tam<niccta foi inoculado 48 horas apdés o tratamento com
SU. Suspensdes e filtrados de células leveduriformes isoladas do fermento
e cultivadas em BDA também induziram efeitos similares aos de SU e FC obti
dos diretamente do fermento, quando aplicados antes da inoculacdo com o pa
tégeno. Da mesma forma, os efeitos inibitérios ndo ocorreram quando o ma-
terial foi inativado termicamente. Por outro lado, n&do houve efeito inibi
toério de SU e FC, independentemente da origem, quando esses materiais fo-
ram aspergidos & distancia do ponto de inoculagdo do fungo. Experimentos
"in vitro"” demonstraram a capacidade de SU e FC, n&do inativados termicamen
te, em reduzir a germinacdo dos conidios de C. gnammtcota. Os resultados
do trabalho evidenciam o efeito direto da levedura sobre C. gnamintcuta,
possivelmente através da producdo de algum(ns) metabolito(s), ndo descar-
tando porém a possibilidade da ativacdo de mecanismo(s) de resisténcia nas
plantas de milho devido a aplicacdo de S. cenev<4<ae.

EFFECT OF Sacchaaomyc.ed ceUvx6iac ON CORN ANTHRACNOSE UNDER GREENHOUSE
CONDITIONS.  SILVA, S_R.1; PASCHOLATI, S.F.2*3; MORAES, W.B.C.3 (Secdo de
Bioquimica Fitopatoldgica, Instituto Biolégico, C.P. 7119. 01053 - S&o Pau
10-SP) .

The research work has a objective the possible use of S. cetev<ae
in the alternative control of anthracnose. Suspensions (SU) ou TFiltrates
of yast cells (FC) (0.005 to 25 mg/m£), obtained from *Fermento Bioldgico
Fleischmann, were sprayed onto young leaves of corn plants. Simulta-
neously or at different time intervals after spraying, the same leaves we-
re inoculated with Cuitetutnichum giamiuicota (500.000 conidia/mf) . Eva-
luations carried ou after the inoculations, showed that SU and FC exhibited
an Inhibitory effect, depending upon concentration, on germination and
appressorium formation by C. giam<hicvta conldia as well as on the re-
duction of the lesioned leaf area, number of lesions and fungai sporula-
tion. The inibition did not occur when SU and FC were termicalyy inacti-
vated or when C. giaminicota was inoculated 48 h after the treatment with
SU. Suspensions and filtrates of yeast cells isolated from "Fermento Bio-

1 Bolsista FAPESP
2 Endereco atual: Dept9 Fitopatologia - ESALQ/USP, Piracicaba-SP
3 Bolsista CNPq



logico”™ and grown on PDA also exhlbited similar effects to SU and FC obtai
ned directly from "Fermento Bioldégico™, when applled before the inoculation
with the pathogen. In the same way, the Inhibitory effects did not occurr
when the material was termlcally treated. On the other hand, the Inhlbito
ry effect of SU and FC wa:i not obuerved, Independently of the nourcc, when
these materiais were sprayed at a dlstance from the site of pathogen Inocu
latlon. "In vitro” experiments showed the capaclty of SU and FC, not ter-
mically treated, in reducing the germination of C. gnaminicota conidia.
Finally, the results of the present work show that S. ceievliae can in-
terfer directly on C. giaminicola growth, probably by the productlon of
some metabollte(s) , but the activation of reslstance mechanisms |In the
corn plants by the yeast treatment can not be ruled out.
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ISOLAMENTO E REGENERAGCAO DE PROTOPLASTOS DE Tataiumycc ~avud: UM AGENTE
DE BIOCONTROLE DE FITOPATOGENOS. SANTOS, T.M.C. & MELO, 1.S. (Departamen-
to de Genética - ESALQ/USP, C.P. 83, 13400-Piracicaba-SP. CNPDA/EMBRAPA -
C. Postal 69, 13820-Jaguariuna-SP)

Com o objetivo de otimizar o isolamento e a regeneracdo de proto-
plastos de T. “l.avud, foram feitos ensaios para determinar qual o melhor

meio para producdo de micélio, a melhor enzima litica e o estabilizador os
moético mais eficiente.

Os meios de cultura testados foram BD (extrato de batatae dextrose),
GVEC (glucose, extrato de levedura e caseina) meio completo, meio de extra
to de malte e meio de extrato de leveduYa, peptona e dextrose. Foram tes-
tados estabilizadores: glucose 0,5M; KC1 0,6M; (NIl4) 2S04, 0,6M e NaCl O,6M;
e as enzimas celulase biobras 2%, celulase onuzaku 2%, novozim 2% e as
combinacdes, novozim 1% + onuzaku 1% + celulase onuzaku % + drisilase 1% +
novozim 1%.

Dos meios de culturas testados o meio de malte foi o mais eficien-
te para producédo de micélio em um menor periodo de tempo. Um maior nimero
de protoplastos foi obtido com a combinacdo celulae onuzaku 1% + drisilase

1% + novozim 1%. A frequéncia de protoplastos regenerados
foi maior na presenca de KC1
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RESISTENCIA A BENOMYL E OXICLORETO DE COBRE DE Ye C«££<um tecanii, AGEN-
TE DE BIOCONTROLE DE Hem<fe<a vaitatul, AGENTE CAUSAL DA FERRUGEM DO CAFE.
CONUS, ®&.A. MELO, [I.S. (Departamento de Genética - ESALQ/USP, C.P.83,
13400 - Piracicaba-SP, CNPDA/EMBRAPA, C.P. 69. 13280-Jaguariuna-SP).

0 presente trabalho teve como objetivo avaliar a resisténcia de qua-
tro isolados de V. (ecaiuw aos Tfungicidas Benomyl nas doses de 0,0; 0,1;
1,0; 10,0 e 100 ppm e oxicloreto de cobre nas doses de 0,0; 1,0; 10,0;
100,0 e 500,0 ppm. A avaliacdo da resisténcia foi feita medindo-se o cres
cimento radial das colbdnias. Os isolados mostraram-se sensiveis as doses
maiores que 1,0 ppm em benomyl.

Posteriormente, um dos isolados (C-293) foi Irradiado com luz ultra
violeta na dose capaz de causar 2% de sobrevivéncia e semeado em meio BDA
contendo 10 ppm de Benomyl. Dezesseis coldnias, supostamente resistentes,
foram isoladas.

Bolsista da FAPESP.
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OBTENGCAO DE BIOTIPOS DE Ve tl<c<it<um ICCiUui RESISTENTES A LUZ ULTRAVIOLE-
TA E AVALIAGAO .DE SUA CAPACIDADE DE CONTROLE DE Hemifeéa Yaitatli AGENTE
CAUSAL DA FERRUGEM DO CAFEEIRO. CONUS, G.A.* & MELO, 1.S. (Dept<? de Gené-
tica - ESALQ/USP, C.P. 83. 13400-Piracicaba-SP; CNPDA/EMBRAPA, C.P. 69.
13820 - Jaguariuna-SP)

A resisténcia a luz ultravioleta em fungos foliares é um fator consi-
deravelmente importante para a sua eficiéncia no controle biolégico.

0 presente trabalho teve como objetivo comparar a resisténcia a luz
ultravioleta de trés bidtipos, obtidos através de irradiacdes, juntamente
com a sua linhagem selvagem, como também a sua capacidade de inibir a ger-
minacdo de uredosporos de llcmiteia yait-atli agente causai da ferrugem do
cafeeiro.

Uma suspensdo de 107 conidios/mf de um isolado selvagem de V. fecari<<
foi submetida a uma superdose de 10 minutos de exposicédo & luz U.V., dilui-
da e plagueada em meio BDA. As colbdnias sobreviventes consideradas resis-
tentes, foram submetidas a uma nova irradiagdo por 10 minutose reisolados
Trés dessas coldnias foram submetidas a curva de sobrevivéncia juntamente
com a linhagem selvagem. Posteriormente, foram multiplicadas em meio Cza-
peck e Czapeck Ifquido, de onde foram tiradas suspensdes de conidios e/ou
micélio & filtrado de cada biotipo, respectivamente. Gotas dessas suspen-
sbes e Filtrados foram colocados sobre lamina de microscopia, separadamen-
te e, adicionou-se determinada quantidade de uredosporos de Il. Yaifatti
Apés 6 horas de incubacdo, sob umidade relativa de aproximadamente 100% e
escuro, foi efetuada a avaliacdo através da contagem de uredosporos germi-
nados.

Os bidtipos resistentes a ultra-violeta mostraram-se tédo eficientes

quanto a linhagem selvagem quanto a capacidade de inibicdo de uredosporos
de H. vYaitatui

Bolsista da FAPESP.
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TEMPERATURAS EM CAMPO SOLARIZADO E DETERMINAGAO DE TEMPERATURAS LETAIS PARA
FITOPATOGENOS DE SOLO LEFEVRE, A.F.V. & SOUZA, N.L. (Dept9 de Defesa Fi
tossanitaria, FCA-UNESP. C.P. 237, 18600-Botucatu-SP).

Foram determinadas as temperaturas letais para Rhizoctoma iotani,
Sc.Ze.lot4.um e 6ofanZ phadeoZZ aos 15, 35 e 70 dias de cul-
tivo em substrato. Os testes foram feitos por imersdo de tubos de cultura
contendo o substrato colonizado, em banho térmico, durante 30 min., em tem
peraturas com variagdo de 2,5°C ou 5,0°C. A sobrevivéncia dos fungos foi
verificada pelo plaqueamento de fragmentos ou de diluigdes em sériedosubs
trato tratado termicamente, em BDA com oxitetraciclina Para os dois pri-
meiros patégenos, a temperatura letal mostrou-se em torno de 50°C, e para
E. AofdH-c os resultados apresentaram grande variagcdo. Foram moni
toradas as temperaturas em diversas profundidades do solo de canteiros so-
lar izados, que apresentaram temperaturas de até 16°C maior que canteiro
testemunha (ndo solarizado), a 10 cm de profundidade. Estes dados sugerem
a viabilidade da solarizacdo no controle de determinados fitopatdgenos do
solo; principalmente considerando-se que fungos cultivados em substrato au
toclavado suportam maiores temperaturas que 0S mesmos organismos em condi-
cOes de campo.

TEMPERATURES IN SOLARIZED SOIL AND LETHAL TEMPERATURES TO SOILBORNE PLANT
PATHOGENS. LEFREVE, A.F.V. & SOUZA, N.L. (DepatC de Defesa Fitossanitaria,
FCA-UNESP. C.P. 237, 18600-Botucatu-SP).

It has been determined lethal temperatures of Rhtzoctonia 6otant,
ScZesictium noZfoti and FuAdAtum iotant phateoZc grown during 15, 35 and 70
days In steamed soil meai. Soil culture in test tubes were immersed in
thermostatically controlled water bath adjusted at intervals of 2.5°C or
5.0°C. Survival of fungi grown in soil culture was tested by planting out
soil particles or soil dilutions on PDA amended with oxytetracycline. Le-
thal temperature of R. botani and S. were about 50°C. F. iotani
phaoeoti results were variable. Soil temperatures were monitored at seve-
ral depths in mulched soils presenting temperatures up to 16°C higher than
untreated plots at 10 cm depth. This results suggests the viability of
soil solarization as a control method for some pathogenic soil fungi, main
ly considering that killing the fungi in soil culture requires higher tem-
peratures than that to eliminate the pathogen from ifested soil.

Parte da Dissertacdo de Mestrado do primeiro autor; Projeto financiado
pela FAPESP.



96

FUNGOS ENDOFITICOS DA GRANINEA Digital ia induiadié ("'CAPIM AMARGOSO'™)
BAGALHI, E. & PAGLIARINI, A.C. (Dept? de Microbiologia e Imunologia, 1B,
UNESP, 18160-Botucatu-SP).

FUNGAL ENDOPHYTES OF THE GRASS Di.gi.talia ("'sour grass") .

Fungos endofiticos sdo organismos que vivem no interior do tecido
vegetal, normalmente partes aéreas, sem, no entanto, desenvolver um quadro
de doenca. A associacdo fungo/planta normalmente é simbidtica,podendo con
ferir maior resisténcia & herbivoria e maior crescimento vegetativo da plan
ta devido a alcaldides e substéncias auxinicas produzidas pelo fungo.

D. Suufa (6 é uma gramlnea invasora de larga ocorréncia em nosso
meio. Frequentemente encontrada em campos de pastagens, esta permanece in
tocada, mesmo em condig¢bOes superpastoreio. Ja creditou-se a esta planta,
um possivel papel como vetor de paracoccidioidomicose (“rnicose do capim'),
doenca esta causada pelo fungo Paiac.oc.cidioide& bFfiaiilitma.

No presente trabalho, fragmentos de folhas, colmo apical e basal do
pendao flora, de D. “niufa“tié, provenientes de Botucatu e Rubiéo Junior
(Estado de Sdo Paulo), foram avaliados com relacdo a presenca de fungos en
dofiticos. Os fragmentos (+ 10 mm2) foram previamente esterilizados com
NaOCl 0,5% por 5 minutos e a seguir semeados em placas contendo meios de
BDA e PYEA, mantidas a 25 e 35°C. Observou-se crescimento de varias espé-
cies flngicas, em ambos os meios e temperaturas. Algumas formas Tfilamento
sas desenvolveram pigmentacdo vermelha ou preta. Observou-se também a pre
senca de fungos dimérficos (levedura e micélio) com capacidade de cresci-
mento a 25 e 35°C, porém com caracteristicas diferentes de P. bnadé itiemi4.

Uma caracterizacdo mais precisa destes organismos devera proporcio-
nar melhor entendimento do papel destes endéfitos tanto na adaptacgéo da
planta como para uma possivel fonte de agentes patogénicos e ou toxicos ao
homem e animais.
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PURIFICAGCAO, CLONAGEM E EXPRESSAO DA ARCELINA EM ESPECIES DE_FEIJAO SUSCEP
TIVEIS AQO ATAQUE DE CARUNCHOS: ESTUDO COMPARATIVO DA EXPRESSAO OBTIDA ATRA
VES DE TECNICAS DE RETROCRUZAMENTO E ENGENHARIA GENETICA. SQUZA, C . R.1
DE ALMEIDA, E.R.1; SAMPAIO, M.J.!l; PEREIRA, P.2; GROSSI DE SA, M.F.1.

(' CENARGEN/EMBRAPA. C.P. 10.2372. Brasilia-DF; 2 CNPAF/EMBRAPA. C.P. 179.
Goiania-G0)

Sementes de feijdo Pha6eofudé vutgaiio L. contém trés principais ti-
pos de proteina: a) phaseolina responsavel por até 50% do nitrogénio total
do grédo; b) a lectina; c) a arcelina, que confere resisténcia ao ataque de
carunchos (1).

A arcelina, descoberta apenas em feijdes selvagens, apresenta qua-
tro variantes quando analisados em eletroforese (ARC 1, ARC2, ARO 3, ARC 4)
com peso molecular variando de 35,000-42,000 daltons. Cada variante confe
re diferente grau de resisténcia as duas espécies de carunchos que atacam
grédos de feijdo, Acantho&cefided obtectuj e Zabiotedé O6ub™adécxarud (2).

0 efeito da arcelina sobre a biologia do inseto é observado através
de trés parametros: taxa de emergéncia, duracdo do ciclo de cida e peso
dos adultos emergidos (2, 3).

A arcelina-1 confere maior resisténcia, sendo responsavel por mais
de 80% de decréscimo da emergéncia da ambas espécies de carunchos. Toda-
via, quando se transfere a arcelina do feijao selvagem para o feijdo culti
vado, via retrocruzamento, a resisténcia ao Zablcted é bem maior que ao
AcanceZtded. 0 nivel de resisténcia ao Zab™oted6 estad relacionado com
a quantidade de arcelina 1 (2).

A presenca da arcelina na semente do feijdo cultivado é acompanhada
pelo decréscimo acentuado da phaseolina (4).

N6s propomos clonar o gene da arcelina com o objetivo principal de
introduzir este gene em espécies de feijdo comercial susceptiveis ao ata-
que de carunchos; comparando-se a expressdes obtidas através de técnicas
de retrocruzamento e engenharia genética. Analisar o efeito da arcelina
pura nas espécies de carunchos que atacam gramineas, como milho, trigo e
arroz, e outras leguminosas como o caupi. Utilizar diferentes promotores
na tentativa de aumentar a quantidade de arcelina, aumentando assim a re-
sisténcia.
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responsables. Boletin Informativo dei Programa de Fryjol de CIAT,
Vol. 19, nC 2.
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PURIFICATION, CLONING AND EXPRESSION OF ARCELIN PROTEIN FROM WILD TO
CULTIVATED Phadeotué vufgaKO THAT ARE SUSCEPTIBLE TO BRUCHIDES: COMPARATIVE
STUDY OF THE EXPRESSION LEVELS OF ARCELIN OF BENAS TRANSFORMED BY
BACKCROSSING AND GENETIC ENGENEERING. SOUZA, C_R.1; SAMPAIO, M.J.1; PEREI
RA, P.2; GROSSI DE SA, M_F.! (1CENARGEN/EMBRAPA. C.P. 10.2372, Brasilia -
DF; 2 CNPDA/EMBRAPA. C.P. 179, Goiania-GO).

Three major types of protein are being found in Phadeetui vufgaitd
L. seeds a-phaseolin that supplies with 50% of the total N. b-lectin and
c-arcelin that confers resistance to bruchids.

The arcelin was originaly reported only in wild beans four different
arcelin types (ARC 1, ARC 2, ARC 3, ARC 4), which molecular weight ranges
between 35,000-40,000 daltons, were found. Each type confers different le
vels of resistance to the bruchids Acanthooce.tide.0 obtecud and la.bnute.4
<> w1 k>, which infest beans.

The presence of arcelin has effect on the insect biology. This
effect is observed by three parameters: The percent emergency, the dura-
tion of the life cycle and the weight of the emerged adults.

The arcelin 1 confers higher leveis of resistance than the other ty
pes. It can decrease eniergence in both, A. obfectu6é and Z. oub”adéc.iatui,
by more than 80%. However when the arcelin is transferred from wild to
cultivated lines, via backcrossing, the resistance to Zab/ivted is higher
than in Acantkoécet<ded. The resistance levei to labnofed is related to
the amount of arcelin 1.

The presence of arcelin in seeds of cultivated Pliadeotul vurgafiio
causes a considerable decrease of Pha6eotcn.
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VARIABILIDADE EM Tli chodeAma halzxanui». PERES, E. & MELO, 1.S. (Estagia-

ria do Departamento de Genética - ESALQ/USP, CNPDA/EMBRAPA. C. Postal 69.
13820 - Jaguariuna-SP)

0 presente trabalho teve como objetivo verificar a variabilidade
existente entre 12 isolados de Tiichodeima haizianum antagdnicos a Rhizoc-
tonia 6o0tani; Uedt<c<f£f£<um daht-iae e Seletotinia Mino (Thi, Th2, Thj, Th4,
Ths, Thg, Th7, Th8& Thg5, Tal~, Talg e TMA4). Analisando-se os seguintes
parametros: tamanho de conidios, numero de nucleos por conidios, crescimen
to radial, esporulacdo e morfologia da coldnia.

Quanto ao tamanho verificou-se que nos isolados Thj_, Th4 e Tal™ os
conidios foram maiores que nos outros isolados. Com relacdo ao numero de
nicleos, observou-se a presenca de conidios uni, bi e trinucleados, os iso
lados Thu 5 e Ths apresentaram a maior porcentagem de conidios trinuclea-
dos, enquanto que os isolados Th2, TI17 e Thg, tiveram apenas conidios uni®
nucleados. Os isolados Thgs e Talg tiveram crescimento mais lento (6,48 e
6,79, respectivamente em 48 horas).

Também os isolados diferiram entre si quanto ao grau de antagonismo
contra Scfeto E—amétcM e R. oOotani.
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EFEITO ANTAGONICO DE Tncchude nma spp. SOBRE Ve 11l<c<<um dahCiae KLEB.
BERINJELA (SoCanum meCangena L.). MARTINS, M.P. & MELO, 1.S. (Departamen-
to de Genética - ESALQ/USP. C.P. 09. 13400-Piracicaba-SP)

ANTAGONIC EFFECT OF TlcchodeA.ma  ON Ve.lticZtCium dahtiae KLEB. IN EGG-
PLANT (SoCanum meCangena L.).

0 presente estudo foi conduzido inicialmente em laboratério através
da selecdo de isolados de Ttichodelma spp. com poder antagbnico sobre
dahCCae, sendo denominados: T. vi>tide (Tal, e T15P) , I. kaningii (CNP311A
e TW6), T. hanzianam (CNP 17 e TC II).

Para verificar a eficiéncia desses antagonistas "in vivo" ambos
fungos foram semeados em substrato contendo milho pipoca esterilizado du-
rante 60 minutos, a 120°C. Os isolados de T”ic hodeima spp. cresceram
se substrato durante 15 dias sobre V. dalitiae, que crescia a 7 dias, a

peratura ambiente. Em casa de vegetacdo, in6culos foram transferidos
para vasos plasticos contendo uma mistura de solo + areia + esterco,
partes iguais. Mudas da cultiZar RV 11l e do hibrido F]_00 foram transplan

tadas para os vasos pléasticos. A avaliacdo das plantas com sintomas
murcha verticular foi realizada no 309 dia. Na testemunha, sem Tnichoden-
ma spp., a quantidade de doenca foi de 96% e 60% no hibrido Fioo e na
tivar RV 111, respectivamente. Na maioria dos tratamentos houve uma dras-
tica reducdo do iné6culo de V. dahtiae, que pode ser constatada pela ausén-
cia de plantas doentes.

Paralelamente, verificou-se que as isoladas de TiCchodeima spp.
breviveram no solo natural, em sacos pléasticos, durante 210 dias.

Em condicdes de campo, a avaliacdo de reacdo do hospedeiro efetuada
no 709 dia apos a infestagdo dos fungos no solo, mostrou que ,0 isolado
CNP 17 foi um dos mais eficientes no controle da murcha verticilar.
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OBTENGAO DE NOVOS BIOTIPOS DE Ttichiidetma vi tide ANTAGONICOS A Sctetotoiia
minut 3Jajjer MELO, 1.S. (Centro Nacional de Pesq. de Defesa da Agricultu
ra/EMBRAPA, C.Postal 69, 13820 - Jaguariuna-SP).

Ttichodetma vitidv, linhagem T2b, isolado da rizosfera de alface,
mostrou-se antagdnico ao fungo Scf£cto tihifl mdiot, agente causador da podri
ddo basal que, juntamente com S. Actetotiotum constituem sério problema fl
tossanltario a cultura da alface em regideB de clima ameno.

Linhagens mutantes produtoras de metabdlitos toéxicos contra S. num/t
e Rhizoctcnia o6oiani foram obtidas da linhagem T2b através do tratamento
com irradiacdo ultra-violeta. Trés mutantes foram mais inibitdrios "in vi
tro” e "in vivo". O mutante designado.M-19 protegeu plantas de alface da
podriddo em aproximadamente 80%, quando comparado com a testemunha ndo ino
culada com Ttichodetma e em 50% quando comparada com o isolado selvagem.
Contudo, tanto o crescimento micelial quanto a esporulacdo destes mutantes
foram reduzidos em relacdo ao isolado selvagem.

Este estudo mostra que o mecanismo de controle de S. minut pode ser
através de substancias produzidas por Ttichude-tma vitide e que se pode au-
mentar a variabilidade genética do carater através do tratamento de coni-
dios com luz ultra-violeta

NEW BIOTYPES OF Ttichodetma V-itide WITH ENHANCED BIOCONTROL CAPABILITIES
AGAINST ScfetOtinia minot, OBTAINED BY U.V. IRRADIATION. MELO, 1.S. (CNPDA/
EMBRAPA, C. Postal 69. 13820-Jaguariuna-SP).

Mutant strains overproducing toxic metabolites against Sctetotinia
minot were isolated from the fungus Ttichodetma vxi<de-T2b after mutagene-
sis by ultra-violet irradiation. Three mutants with enhanced toxic metabo
lite produetion were more inhibitory "in vitro™ and "in vivo" than the pa-
rent isolate. The mutant M-19 protected lettuce of the soft rot,caused by
S. Mmino in about 80% when compared to the check, no inoculated with Tti-
chodetma and 50% when compared to the pa-ent isolate. However, its growth
rate was reduced.

These results indicate that the biocontrol mechanism of S. minot may
be through of antibiotic compounds produced by T. vi.tide and that the U.V.
irradiation is efficient in increasing the genetic variability for antibio
tic produetion in this fungus.

Trabalho financiado pela Fundacdo Banco do Brasil
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MUTANTES DE Tlic.hodeXma liatzinu» RESISTENTES A IPRODIONE E ANTAGONICOS AO
Sctefiotinia minai (SILVA, A.C.F. dal & MELO, 1.S.1>3; 2 Departamento de

Genética - ESALQ/USP, 13400 - Piracicaba + SP; ~CNPDA/EMBRAPA, C. Postal,
69 - Jaguariuna - S.P.).

Visando um programa de controle integrado de Sctexotinia Hino na
cultura da alface (Lactuca Oativa L.), esporos em solucdo salina do agen-
te de biocontrole, Hehode .. Baanum . tlLinhagens Tw5 e TMA4), Tforam irra

diadas sob luz ultravioleta (2,0 minutos para Tw5 e 4,0 minutos para TMA4,
dose de 5% de sobrevivéncia). Em seguida, 0,1 ml da solucédo irradiada (10
esporos/ml) foi plaqueado em meio BDA, contendo 2000 ppm de Iprodione. Apés
o crescimento das coldnias mutantes a 269C, foram selecionadas dez colo-
nias da linhagem TMA4 e oito colbénias da linhagem Tw5 por apresentarei» maior
crescimento e esporulacdo. A avaliacdo das colbnias resistentes foi feita
através da medicdo do crescimento radial e da esporulagdo por contagem em
hematimetro quando em crescimento em meio de aveia sem o fungicida e em
meio BDA com 2.000 ppm de Iprodione. O teste de antibiose "in vitro" foi
feito através do método de papel celofane -em meio BDA com os bifdtipos mu-
tantes resistentes a 2000 ppm do fungicida lIprodione na esporulagdo e no
crescimento radial dos bidtipos mutantes em meio de aveia, como também em
BDA 2000 ppm de Iprodione. A percentagem de inibigcdo de crescimento ra-
dial do patdgeno Scteiotinia mino foi, na maioria, 100% para os bidtipos
mutantes .

Trabalho financiado pela Fundagdo Banco do Brasil.
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SOBREVIVENCIA DE LINHAGENS DE Tlichodetma RESISTENTES A IPRODIONE EM MORAN
GUEIRO.  VITTI, A.J. & GHINI, R. (EMBRAPAECNPDA. C.P. 69. 13820-Jaguariu-
na-SP.).

Linhagens de Tnichode.n.ma resistentes a iprodione, isto é, apresen-
tando crescimento micelial e esporulacdo em meio de cultura contendo 1000
ppm do fungicida, foram testadas quanto & sobrevivéncia em plantas de moran
gueiro.

No primeiro ensaio, suspensfes de 107 conldios/mE das linhagens
MAT 48 R 1 e MAT 63 R 2 e da mistura MAT 48 R 1 + MAT 63 R 2 foram prepara
das em Agua destilada e em solucdo de sacarose 1%, com adicdo de 0,01% de
Tween 80. As suspensdes foram pulverizadas, permanecendo, a seguir, 24 ho
ras em camara Umida. A avaliacao foi realizada, semanalmente, através da
coleta de discos de folha com 4 mm de diametro, divididos em quatro partes
e transferidos para meio de cultura de BDA contendo 500 ppm de iprodione e

500 ppm de tetraciclina A recuperacdo das linhagens de ¥ cchodenma, 16
dias ap6s a pulverizacédo, foi de 100% em todos os tratamentos, exceto nas
testemunhas (&gua destilada e solucdo de sacarose 1%). Ap6s 37 dias, as

porcentagens de recuperacdo permaneceram elevadas, sendo que os melhores
resultados foram obtidos com solucdo de sacarose 1% e com a mistura de li-
nhagens .

No segundo ensaio, as plantas foram pulverizadas com: a) suspensao
de conidios de MAT 48 R 1 (107 conidios/mf) ; b) MAT 48 R 1 (107 conidios/
mE) e iprodione (75 ppm), aplicados simultaneamente; c) iprodione (750 ppm)
e d) testemunha (Agua destilada). As plantas foram pulverizadas com 10 mf
de suspenséo/vaso, em 8 repeticdes, permanecendo 24 horas em cémara Umida.
A avaliacdo da sobrevivéncia foi feita através do numero de conidios via-
veis por area foliar. Para tanto, discos foliares (4 mm de diametro) fo-
ram coletados, mergulhados em solucdo tampdo fosfato esterilizada e agita-
dos a 150 rpm, durante 15 minutos. Aliquotas foram retiradas e colocadas
em meio de cultura de BDA com 500 ppm de tetraciclina, 500 ppm de iprodio-
ne e 250 ppm de propionato de sédio, sendo avaliado o numero de colbdnias,
ap6s 1 semana de incubacéo. De amostras coletadas 2, 9, 16 e 23 dias apbs
a pulverizacdo foi observada, respectivamente, a existéncia de sobrevivén-
cia de 2457, 114, 69 e 17 conidios/cm? de folha para a linhagem MAT 48 R 1
aplicada sozinha e 1776, 19, 72 e 4 conidios/cm? de folha para MAT 48 R1+
iprodione



ATIVIDADE CELULOLFTICA DA LINHAGEM SELVAGEM E MUTANTES MONO E DUPLO AUXO-
TROFICOS DE Tn.ichodcima p6c.u.dokin ingii var RIFAI. FURLANETO, M.C. & PIZZI
RANI-KLEINER, A.A. (Departamento do Genética - ESALQ/USP. 13400 - Piracica
ba-SP) .

As atividades celuloliticas de colbdnias da linhagem selvagem e mu-
tantes auxotrdficos de Ti4.chodcn.ma péeudukotu ng<< foram expressas na for-
ma de indices enzimdticos. Observou-se variabilidade nas colbdnias quanto
a producdo deste complexo enzimdtico. Mutantes mono e duplo auxotréficos
apresentaram atividades celuloliticas superiores a da linhagem selvagem e
a do mutante QM 9414 de T. “tecéei. As colbnias de menor crescimento, me-
nor diametro, apresentaram valores médios de atividade celulolitica maio-
res, em relagdo as coldnias de maior crescimento. Os valores de indices
enzimaticos foram proporcionais & maior ou menor compactacdo das coldnias.
0 mutante de maior grau de compactacdo, designado TY5UV8-24, foi significa
tivamente diferente das demais coloénias. No entanto, os fatores determinan
tes de alteracfes em atividades enzimaticas, sédo dificieis de serem delimi
tados devido a natureza complexa do problema.



OBTENGCAQ DE MUTANTES DE Pael. (Zumtjce¢ (itaciHUS PARA UTILIZAGAO NO CONTRO-
LE BIOLOGICO DE NEMATOIDES. PIMENTEL, 1.C. & AZEVEDO, J.L. (Departamen-
to de Genética, ESALQ/USP, Caixa Postal 83, 13400 Piracicaba, SP).

Visando o uso de Pae.cif(intfcei (Hac éiui no controle bioldégico de
nematdides lancou-se da técnica de obtencdo de mutantes para um possivel
melhoramento genético da linhagem através de tratamento com mutagénioos
sicos. Primeiramente utilizou-se a luz ultra-violeta onde suspensdes de
conidios foram irradiadas nos seguintes tempos 1; 2; 3; 4 e 8 minutos de
exposicdo e depois semeadas em placas de Petri esterilizadas contendo meio
BDA (Batata-dextrose-agar) e incubadas a 289C em auséncia de luz por 7 a
8 dias. Utilizou-se também a radiacdo Gama sendo a suspensdo de conidios
da mesma linhagem Irradiada com raios Gumu (1"ontc dc CouO-Cona-USP) a uma
distancia da fonte de 26 cm com uma taxa de dose de 2.225,07 gray-hora.As
doses acumulativas foram de 100, 200, 400, 600, 800 e 1000 gray e os coO-
nidios apds irradiados semeados em placas de Petri esterilizadas conten-
do meio BDA e incubadas a 289C por 7 a 8 dias.

A avaliacdo foi feita através da contagem do numero e porcentagem
relativa dos sobreviventes (expressos em conidios/ml), tomando-se o n9 de
colénias obtidas no tempo 0 e a dose 0 _ (controle) como sendo 100% de so-
brevivéncia, estimou-se deste modo 4 minutos (5,0 x 102 conidios/ml) que
permitiu 5% de sobrevivéncia e a dose de 600 Gray (7,6 x 102 conidios/ml)
que permitiu 1% de sobrevivéncia.

Das irradiacGes obteve-se 4 mutantes através da luz ultra-violeta
e 3 mutantes da radiacdo Gama que apresentaram coloracdo e morfologia di-
ferentes da linhagem selvagem os quais mantiveram caracteristica de bom
crescimento e producdo de conidios.
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OBTENGCAO DE PROTOPLASTOS DE_ Paeci tumuCQb titaciHUO AGENTE UTILIZADO NO
CONTROLE BIOLOGICO DE NEMATO1DES. PIMENTEL, 1.C. & AZEVEDO, J.L. (Depar
tamento de Genética, ESALQ/USP, Caixa Postal 83, 13400 Piracic.iba, SP) .

A utilidade e a aplicabilidade de protoplastos no melhoramento ge
nético de fungos é uma consequéncia de muitos estudos basicos no isola-
mento e cultivo dos mesmos; neste trabalho foram ensaiados diferentes
estabilizadores osméticos em diferentes concentracdes para obtencéo de
protoplastos de P. fitac

Uma suspensdo de conidios inoculados em meio liquido de BDA foram
incubadas em agitador rotatério (150 rpm) por 24 horas a 28<?C, sendo pos
teriormente o micélio filtrado a védcuo’em papel filtro e lavado com KCL
0,8; 1,0 ou 1,2 M e MgSU4 0,6 ou 0,8 M. O peso umido do micélio foi de-
terminado e montado um sistema Iitico de solugdo osmética KC1 0,8; 1,0 ou
1,2 M e MgSU4 0,6 ou 0,6 M: 5,0 ml mais Novozyn 234 ("Novo Industries'™):
12,5 mg; Celulase CP ("John & Sturge'™): 12,5 mg mais o micélio Umido:200

mg .

Os protoplastos foram incubados novamente em agitador rotatério e
coletados através de centrifugacdo e lavagem sucessivas; posteriormente
realizou-se a contagem e semeadura em placas nos seguintes meios de rege
neragdo (meio BDA + KC1 1,0M; meio BDA + KC1 1,2M; meio BDA + MgSO4 O%6
ou BDA + MgS0O4 0,0M) e incubados por 3 a 5 dias. ApoOs esse periodo a
viabilidade dos protoplastos foi estimada, sendo expressa através da ta-
xa de regeneragdo dos mesmos.

Foram obtidas as seguintes porcentagens de regeneracdo: nos meios
de BDA + KC1 0,8V 3,485%, BDA + KC1 1,0M 0,3% + KC1.1,2M 2,906%, BDA +
MgS04 0,6M 4,963% e BDA + MgSC>4 0,8V 5,538%.

EMBRAPA






EMBRAPA
FICHA DO LIVRO
AUTOR

TITULO: Reuniiio Brasileira sobre Con

trole Biologico de Uoencas de Plan-

tas, 3., Piracicaba, 19«9. Anais.
g

DEVOLVER EM filE DO LEITOR

J

EMBRAPA

— biblioteca









