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Apresentacao

Em consonancia com a missdo institucional da Embrapa Uva e Vinho, desde
longa data vém sendo desenvolvidas agfes 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 espaco 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 doencas, 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 acOes de pesquisa que resultem em tecnologias ambientalmente
limpas e tecnicamente viaveis.

Alexandre Hoffmann
Chefe-Geral
Embrapa Uva e Vinho
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Isolamento de colonizadores de
clamidosporos de Fusarium oxysporum

Itamar Soares de Melo 1
Rosa Maria Valdebenito Sanhueza 2

Fusarium oxysporum é um fungo de solo com varias "formas specialis" que
causam murcha em diversas espécies de plantas. E muito dificil controlar
esse fungo devido a sobrevivéncia no solo, principalmente na forma de
clamidosporos.

A ocorréncia de microrganismos associados aos clamidosporos ja foi
demonstrada (TOYOTA; KIMURA, 1991). Tais microrganismos podem ser de
consideravel importancia como agentes potenciais de biocontrole.

Objetivo

Isolar microrganismos associados aos clamidosporos de F oxysporum e
investigar o efeito desses microrganismos sobre o crescimento do patégeno.

Protocolo

Parte | - Isolamento de bactérias
1 Produzir microconidios de F oxysporum em meio liquido, sob agitagcdo (80-

100 rpm) por, aproximadamente, oito dias.

2. Coletar os microconidios sob algoddo absorvente e lava-los em agua
destilada.

3. Coletar microconidios em um filtro millipore com uma abertura de 0,8 pm,
numa quantidade de 104106 microconidios/filtro.

4. Deixar os filtros flutuando sobre a superficie de agua destilada por 24 horas
a 28°C, a fim de que os microconidios germinem.

1Eng. Agron., Doutor, Embrapa Meio Ambiente, Caixa Postal 69, 13820-000 Jaguariina, SP.
2 Eng. Agron., Doutor, Embrapa Uva e Vinho. Caixa Postal 130, 95700-000 Bento Gongalves, RS.
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Colocar cerca de 2-4 g de solo natural numa placa de Petri esterilizada.
Umedecer o solo com agua destilada em quantidade suficiente para que o
mesmo figue pastoso (o solo ndo deve, neste caso, ser argiloso).

. Os filtros millipore com os microconidios germinando sdo colocados sobre o

solo, nas placas de Petri, tampadas em seguida.

Incubar as culturas por aproximadamente 12 dias (observar a presenca de
clamidosporos).

. Proceder ao isolamento de bactérias colonizando os clamidosporos, seguindo

as etapas seguintes:

8.1. lavar completamente com agua destilada o lado do filtro em contato com

o solo;

8.2. coletar os clamidosporos sobre os filtros em uma solugdo de NaCl 0,7%,;

8.3. submeter a solugdo a sonificacdo por, aproximadamente, 1 minuto;
8.4. filtrar a solugcdo em millipore de 2,0 pm;
8.5. fazer diluicbes em série do filtrado e plaquear em nutriente agar;

8.6. incubar as culturas e observar periodicamente o crescimento de colbnias
bacterianas que deverdo ser purificadas e identificadas.

Parte Il - Efeito das bactérias sobre o crescimento

d
1

2.

e F. oxysporum

. Coletar microconidios de F. oxysporum sobre um filtro millipore de 0,2 pm.

Deixar flutuar em solugdo salina 0,85% os filtros contendo os microconidios
por 24 horas.

. Inocular cada isolado bacteriano identificado nos filtros.

. Incubar as culturas sobre solo umedecido, a 28°C, por aproximadamente sete
dias.
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5. Apés a incubacdo, retirar os filtros das placas, lavar a parte da membrana em
contato com o solo com agua destilada e dividir os filtros em partes, onde
uma parte é corada com rosa bengala para avaliar o nUmero de esporos. As
outras partes do filtro sao transferidas para agua destilada ou meio batata-
dextrose-diluido.

6. ApGs 8-10 horas de incubacao adicional, a germinagdo dos esporos é avaliada
por observacgao dos tubos germinativos.
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