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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 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, ttm 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
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Isolamento de antagonistas para
controle de doencas vasculares

Rosa Maria Valdebenito Sanhueza '
Itamar Soares de Melo 2

As doencas causadas por organismos do solo que penetram pelas raizes e
colonizam o sistema vascular das plantas sdo as que apresentam maior dificuldade
de controle. Este problema relaciona-se principalmente a impossibilidade técnica
e econOmica de suprimir o patégeno no solo e/ou de atingi-lo no local protegido
onde se localiza: no sistema vascular das plantas.

As praticas de controle recomendadas para este tipo de doenca sdo variadas
e visam reduzir a populacdo do patégeno no solo, com préticas culturais e
fungicidas, proteger as raizes das plantas e utilizar cultivares resistentes.

Em muitos casos, porém, essas medidas ndo tém sido suficientes para o controle
econdmico dessas enfermidades. 0 uso do controle biolégico destas doencgas
tem sido proposto para complementar os tratamentos de desinfestagcao do solo
em condi¢gbes de campo ou de substratos artificiais em culturas protegidas.
0 biocontrole consta do tratamento das raizes, evitando ou diminuindo a
infeccdo e/ou a colonizacdo pelo patégeno. Os organismos antagonistas devem
ser adaptados as caracteristicas do local, com alta taxa de crescimento e
multiplicagdo, e com eficiente efeito antagbnico ao patdégeno. Provavelmente
estes organismos serdo encontrados em solos onde a doenga ocorra com menor
frequéncia ou em solos supressivos. Na selecdo de colonizadores de raizes, os
organismos mais competitivos provavelmente serdo obtidos do rizoplano. Na sua
maioria serdo constituidas por rizobactérias de plantas sadias desenvolvidas em
locais onde a doenga ocorre ou em solos supressivos. Colonizadores radiculares
e do sistema vascular serdo também de interesse para sele¢cdo. A competicdo
desses organismos ocorrerd nos vasos das plantas, exercendo protecdo pela
ocupacao e competitivas pelo sitio e, provavelmente, também pela inducdo de
resisténcia.

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 Jaguaritina. SP
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Objetivos

Selecdo de organismos para competir com patdégenos vasculares a partir do
solo, raiz e sistema vascular das plantas.

Protocolo

Isolamento, selecédo de isolados e bioensaios

1 Obtencéo de isolados a partir do solo: quatro subamostras constituidas de 1

2.

g de solo rizosférico ou de solos provavelmente supressivos serao suspensas
separadamente em 100 mL de agar-agua 0,1% e homogeneizadas durante 10
minutos. Cada amostra sera submetida a diluicdo seriada até a concentragao
106. Para obtencdo de actinomicetos 0,2 mL da diluicdo 10 3sera distribuida
em meio de cultura &gar-glicerina asparaginato. Para bactérias pode ser
utilizada a diluicdo 103 no meio King B, e para fungos as diluicbes 104e 10'6
se meio de Martin com 0,1 g de Agrimicina.

Obtencdo de isolados do rizoplano: raizes finas de plantas sadias serdo
lavadas com detergente e enxaguadas com agua destilada. A seguir, cada
amostra sera colocada em erlenmeyer ou tubos de vidro com agua destilada
necessaria para cobri-la e submeter a agitacdo durante 1 hora ou a ultra-som
por 30 segundos. Amostras de 0,2 mL da suspensédo obtida das diluigbes 10
le 102 serdo distribuidas nos meios citados, para obtencdo de organismos
do solo (item 1).

3. Obtencgao dos organismos endoéfitos: amostras de raizes e do caule de plantas

4.

sadias serao desinfestadas superficialmente com hipoclorito de s6dio 0,1%
e enxaguadas com agua destilada. A seguir, serdo retiradas as epidermes
de cada segmento amostrado e, separadamente, agitadas em solugdo salina
0,85% durante 5 minutos. A suspensdo sera filtrada em gase e preparadas
diluicbes aquosas 10'1, 102 e 10'3. A suspensdo original e as diluicdes
podem ser distribuidas nos meios de cultura King B e meio de Martin. As
colonias morfologicamente diferentes obtidas no meio de cultura deverdo
ser purificadas e codificadas.

Selecdo de antagonistas para evitar a recontaminag¢do do solo: a avaliagdo
da colonizag¢do do substrato esterilizado pelos organismos isolados seréa feita
preparando suspensdes com concentragdes de 108 e 10" propagulos por
mL. As triagens serdo iniciadas colocando volumes de 20 a 40 mL de cada
suspensdo em vasos com 200 cc de solo umido. Quatro a seis dias apo6s a
incorporacao de cada microrganismo, sera introduzido no solo o patégeno, na
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guantidade adequada para produzir 80 a 90% de infec¢cdo das plantas.
Uma semana apoés a colonizacdo do solo pelo patégeno, serao transferidas
mudinhas da planta susceptivel, aparando-se as raizes para assegurar o
estabelecimento da doenca. Na avaliagao podem ser considerados os sintomas
reflexos, indices de necrose vascular, peso seco da parte aérea e raizes e/ou
a populagdo do patégeno no solo e no sistema vascular das plantas. Os
organismos que suprimem a doenca, total ou parcialmente nos vasos, seréo
selecionados para um segundo processo de selegdo. Na primeira triagem
podem ser utilizados dois vasos enquanto que nos trabalhos posteriores €
recomendavel utilizar quatro a oito vasos contendo uma a quatro plantas em
cada um.

Selecdo de organismos para controle do patdgeno no solo contaminado:
para verificar o efeito dos organismos em avaliagdo sobre o patégeno
previamente estabelecido recomenda-se incorporar o organismo em estudo
conforme o método descrito no item 4, e apds cinco a sete dias transferir as
plantulas. A avaliagcdo e o processo de selegcdo podem ser semelhantes aos
apresentados no item 4. Para estudos em solo sem esterilizagdo, recomenda-
se que a concentracdo do organismo estudado seja aumentada em duas a
cinco vezes.

Selecdo de organismos protetores da infec¢cdo ou colonizagdo pelo
patégeno: as raizes das mudas devem ser levemente aparadas logo antes
da sua imersdo na suspensdo do provavel antagonista. A inoculagdo com o
patégeno pode ser feita incorporando-o no solo ou pela imersdo das raizes
na suspensédo de propagulos do agente causai da doenga apds o tratamento
com o provavel antagonista. Neste tipo de trabalho as concentracdes dos
organismos avaliados é de 70% de transmitancia para bactérias e 106 a
10® propagulos/mL nos fungos. As suspensdes devem ser preparadas sem
residuo dos meios de cultura, ou seja, com células lavadas por centrifugacgao
e ressuspensas em agua destilada ou solugdo tampéo. O periodo de imerséo
deve ser estudado, podendo ser utilizado 30 minutos; e 1, 4, 12 ou 24 horas
antes da inocula¢do com o patdégeno.

Para avaliacdo do biocontrole serdo comparados os niveis de infeccdo das
testemunhas inoculadas com os das plantas tratadas com os organismos em
avaliacdo. Efeitos promotores de resisténcia poderdo ser detectados nesta
selecdo de antagonistas.
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