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Apresentacao

Em consonancia com a missdo institucional da Embrapa Uva e Vinho, desde
longa data vém sendo desenvolvidas a¢cGes de pesquisa e desenvolvimento que
tém gerado importantes resultados no tocante ao componente ambiental. E isto
ocorre porque é comprovada a necessidade de buscar-se o desenvolvimento
sustentado do espacgo rural, tendo-se em vista as exigéncias de mercado, dos
produtores e dos 6rgdos ambientais em reduzir-se o impacto ambiental da

atividade produtiva.

E neste contexto que o controle biolégico se insere. Ao maximizar o uso de
organismos naturais no manejo de pragas e doengas, esta tecnologia contribui
decisivamente para que a producdo se dé com reduzido impacto, em beneficio
da almejada sustentabilidade. Esta publicacdo é resultante de estudos de
pesquisadores da Embrapa Uva e Vinho e de outras Unidades da Embrapa, além
de essenciais parceiros, 0os quais, em parceria, tém contribuido para a melhoria

do conhecimento sobre esta importante &rea.

Temos certeza que as informac8es aqui divulgadas servirdo para o maior
conhecimento e uso do controle biolégico, bem como de estimulo e suporte
para novas ac¢des de pesquisa que resultem em tecnologias ambientalmente
limpas e tecnicamente viaveis.

Alexandre Hoffmann
Chefe-Geral
Embrapa Uva e Vinho



Sumario

Isolamento de antagonistas a patdgenos que colonizam ferimentos de plantas

Rosa Maria Valdebenito Sanhueza e Itamar Soares de Melo .......... 9

Obtencao de epifitas de frutos e sele¢cdo de antagonistas no controle de
podriddes de pos-colheita

Rosa Maria Valdebenito Sanhueza e Itamar Soares de Melo ........ 13

Isolamento de colonizadores de clamidosporos de Fusarium oxysporum

Itamar Soares de Melo e Rosa Maria Valdebenito Sanhueza ........ 17

Isolamento de bactérias do rizoplano e endorizosfera e seu efeito na colonizagédo
de raizes e na promoc¢do do crescimento de plantas

Itamar Soares de Melo e Rosa Maria Valdebenito Sanhueza ........ 21

Isolamento de antagonistas para controle de doencgas vasculares

Rosa Maria Valdebenito Sanhueza e ltamar Soares de Melo ........ 27

Avaliacdo do efeito protetor e curativo de antagonistas a patégenos que
colonizam folhas
Rosa Maria Valdebenito Sanhueza, Margareth Zamboni-Pinotti e

Ana Elisa SilVEIra PErEzZ ..o 31

Multiplicacdo de Clonostachys rosea

Rosa Maria Valdebenito Sanhueza e Gilberto Dall Onder ............... 35

Selecdo de fungos endofiticos em fruteiras e flores

Rosa Maria Valdebenito Sanhueza e Margareth Zamboni-Pinoti .. 39

Isolamento seletivo de bactérias ativas para nucleagdo de gelo

Itamar Soares de Melo e Rosa Maria Valdebenito Sanhueza ........ 43



Isolamento de fungos micorrizicos

Itamar Soares de Melo e Rosa Maria Valdebenito Sanhueza ....... 45

Isolamento seletivo de Bacillus

Wagner Bettiol e 49

Obtencao de mutantes e competitividade de isolados de bactérias resistentes
a antibiodticos

Itamar Soares de Melo e Rosa Maria Valdebenito Sanhueza ....... 53

Obtencdo de mutantes de Trichoderma spp. resistentes a fungicidas

Itamar Soares de Melo e Rosa Maria Valdebenito Sanhueza ........ 55

Identificacdo de bactérias por analise dos acidos graxos

Itamar Soares de Melo e Rosa Maria Valdebenito Sanhueza ........ 59

Identificacdo de bactérias pelo seqiienciamento de genes 16S ribossdmico
(16S rDNA)

Fernando Dini ANAreote ..o 67

Identificacdo e diferenciacdo de linhagens de leveduras antaglnicas a
fitopatégenos utilizando sondas convencionais como indicadores na reacao de
polimerizagcdo em cadeia

Luis Fernando Revers e Rosa Maria Valdebenito Sanhueza .......... 75

Producado de sider6foros por rizobactérias

Itamar Soares de Melo e Rosa Maria Valdebenito Sanhueza ........ 79

Producao de antibidticos por microrganismos

Rosa T. S. Frighetto e Iltamar Soares de Melo 83



Producgéo de bactérias para uso no controle biolégico

Deise Maria Fontana Capatbo .......ccccoeiiiiiiiiii e 97

Encapsulamento de microrganismos

Rosa Maria Valdebenito Sanhueza e Itamar Soares de Melo ..... 103

Roteiro para formulagdo experimental pd molhavel de biopesticida (sigla
internacional WP)

Claudia MeAUQGNO oo e e e e e aae e e snnaeeeenrnes 109

Isolamento de actinomicetos visando ao controle biolégico de fitopatégenos

Joelma Marcon, Jose Antonio da Silva e Maria Carolina Quecine ... 117

Avaliacdo in vitro da colonizagao de raizes por rizobactérias

Brigida P. Vilar Queiroz e Itamar Soares de Melo  .....cccccceevvvreeeens 121

Selecao de rizobactérias capazes de formarem biofilmes

Francisco Eduardo de C. Costa e Itamar Soares de Melo ............ 125

Avaliacdo ecotoxicolégica de microrganismos em organismos nao-alvo,
organismos aquaticos e mamiferos

Vera LUcia de Castro e Claudio JONSSON  ...ccccieeeiieiieiiiiiieeeeeeeeee, 129

Apéndice

Meios de Cultura e Solugdes 137



Métodos usados no Biocontrole de Fitopatégenos - 13

Obtencdo de epifitas de frutos e
selecdo de antagonistas no controle
de podridbes de pos-colheita

)

Rosa Maria Valdebenito Sanhueza
Itamar Soares de Melo 2

Os exsudatos produzidos pelos frutos propiciam o desenvolvimento de grupos
de organismos que tém maior competéncia pelo aproveitamento desses
nutrientes. Dependendo do estadio de desenvolvimento do fruto, das condigfes
do manejo e do impacto ambiental na cultura, esses exsudatos podem variar em
composicao, interferindo quantitativa e qualitativamente na populacao epifita.

A capacidade desses microrganismos epifitas utilizarem rapidamente os
nutrientes disponiveis na superficie e/ou nos ferimentos dos frutos, bem como,
a producdo de substancias antibidticas, serdo fatores que podem interferir no
processo de infeccdo dos patégenos nos frutos. Assim, a sele¢cdo dos melhores
competidores, com adaptacdo igual ao do patégeno no fruto, contribuir4d para o
controle das podriddes. Visto que a producédo de antibidticos pelos antagbnicos
nos frutos ndo é desejavel, a selecdo visara somente obter microrganismos
gue tenham grande capacidade de competicdo pelos nutrientes disponiveis na
superficie e polpa dos frutos e a selecdo mais eficiente dos organismos neste
caso sera feita a partir dos colonizadores dos mesmos.

Objetivos

Obtencao e sele¢do de colonizadores da superficie de frutos para protecdo de
infeccdo causada por patégenos.

1Eng. Agron., Doutor, Embrapa Uva e Vinho. Caixa Postal 130, 95700-000 Bento Gongalves. RS.
2 Eng. Agron., Doutor, Embrapa Meio Ambiente. Caixa Postal 69, 13820-000 Jaguaritna, SP.
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Fig. 1. Epifitas em magas.

Protocolo

1 Colher frutos sadios nos estadgios de maturagdo desejada e imergi-los em agua
destilada contendo 0,005% de Tween 80. Podem ser utilizados trés frutos de
5 a6 cm de diametro e 500 mL de 4gua submetendo-os a agitagdo durante

30 minutos ou coloca-los em 100 mL de agua e agitar por 30 segundos em
banho ultra-som.

2. Amostras de 0,5 mL da suspensdo obtida de duas diluicdes seriadas seréo
distribuidas em trés placas de Petri contendo meios de cultura tais como:
meio King B com 0,01% de benomil; agar-extrato de malte; agar nutritivo
mais extrato de levedura mais dextrose e BDA.
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3. Apés o surgimento das colbnias, cada tipo morfologicamente diferente sera
purificado e codificado. Para avaliar o controle dos organismos obtidos podem
ser utilizados frutos desinfestados superficialmente ou nao, com e sem
ferimentos. Apés lavagem em agua corrente durante uma hora, proceder-se-
a a desinfestacdo dos frutos que deve ser feita umedecendo-os com algodao
embebido em alcool 80% e deixando-os ao ambiente para secar. Para efetuar
ferimentos, podem ser utilizadas agulhas de 2 mm de diametro previamente
esterilizadas.

4. Para avaliagdo do efeito preventivo dos epifitas, a fruta serd suspensa por 3
min na suspensao de células de cada isolado e 12 a 24 h apés, inoculada
com o patégeno, incubada e avaliado o nimero de frutos com les6es e, se
necessario, o tamanho das lesdes. A concentracdo das suspensdes deve
ser padronizada. Recomenda-se que na selecdo inicial, para bactérias e
leveduras, a suspensao seja de 71%de transmitancia a 570 nm e, para fungos
filamentosos, de 107 a 108 cel/mL. E importante lembrar que se utilizado
meio de cultura liquido, as células deverdo ser submetidas a centrifugacgéo e
ressuspensdo em &gua, para diminuir os nutrientes residuais. A inoculacéo
dos frutos sera feita com uma suspensdo de esporos do patdégeno que tenha
a concentracdo suficiente para induzir 50 a 70% de doenca.

Para a triagem inicial podem ser utilizados trés a quatro frutos, cada um com
trés a quatro ferimentos. Nos proximos testes para confirmacao da selegao
pode ser aumentado o niumero de frutos por isolado (trés ou mais repeticdes
com parcelas com 10 a 100 frutos).

5. Para determinacao do efeito curativo, o método de preparo e selegao de frutos
e da inoculagao e concentracdo do in6culo do patdgeno sera semelhante ao
descrito anteriormente para o controle preventivo. Neste caso, inicialmente
sera feita a inoculacdo com o patégeno e, apds um periodo de incubacéo,
os frutos deverdo ser imersos ou aspergidos com os epifitas avaliados.
O intervalo necessario entre os procedimentos sera 0 necessario para
assegurar a germinacdo dos esporos e inicio da infeccdo no fruto. Assim,
recomenda-se testar periodos de 8, 16 e 24 horas de incubac¢do, quando o
trabalho é desenvolvido a temperatura de 18 a 22°C e ap6s 24 a 36 horas
guando trabalha-se com refrigeracdo (0-1°C). As variaveis que determinarédo
a selecdo de isolados antag6nicos serdao o controle da doenga, a diminuigdo
do numero de lesdes em comparagdo com a testemunha, o tamanho das
podriddes e a supressdo da esporulagao.
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