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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 seletivo de Bacillus

Wagner Bettioll

0 género Bacillus é formado por bactérias em forma de bastonete, moéveis
e com formacgdo de endosporo altamente resistente ao calor. Katz e Demain
(1977) estabeleceram que membros do género Bacillus produzem cerca de
167 antibi6ticos, principalmente polipeptideos. Desse total, 66 sao elaborados
por isolados de B. subtilis. Dos metabdlitos produzidos verifica-se que podem
apresentar agcdo contra bactérias Gram positivas e negativas e fungos. Esses
autores apontam, dentre outros, 0s seguintes antibioticos produzidos por
B. subtilis. micobacilina, subtilina, bacilomicina, bacilisina, fungistamina,
bulbiformina, bacilina, subsporina, bacilocina, micosubtilina, fungocina, iturina
e eumicina.

Bacillus subtilis e seus metabdlitos vém sendo estudados como agentes de
controle bioldgico de diversos fitopatégenos da filosfera, rizosfera, espermosfera
e em pos-colheita, com relativo sucesso. Esse agente de controle biolégico foi
relatado controlando Uromyces phaesoli, Puccinia pelargonii-zonalis, Hemilieia
vastatrix. Rhizoctonia solani, Bipolaris sorokiniana, Sclerotium rolfsii, Sclerotinia
sclerotiorum, Fusarium oxysporum. Pythium aphanidermatum, Gaeumannomyces
graminis var. ftritici, Macrophomina phaseolina, Botrytis cinerea, Fusarium
moniliforme, Cylindrocladium, Erwinia amylovora. Colletotrichumgloeosporioides,
Penicillium digitatum e Penicillium italicum, entre outros.

Além de B. subtilis, outras espécies, como B. cereus e B. pumilus tém acéo
sobre fitopatégenos.

A capacidade de produzir antibioticos, junto a substancias que atuam como
surfactantes, pode ser uma das maneiras pelas quais Bacillus subtilis exerce
antagonismo a varias espécies de fitopatégenos. Entretanto, além da antibiose
essa bactéria pode agir por inducdo de resisténcia do hospedeiro.

Diversos produtos comerciais a base de Bacillus subtilis estdo no mercado, como

por exemplo: RhizoPlus (FZB Biotechnik GmbH), Serenade 1,34 SC (AgraQuest,
Inc.), Kodiak (Gustafson, Inc.), System 3 (Helena Chemical Co.)

1Eng. Agron., Doutor. Embrapa Meio Ambiente. Caixa Postal 69, 13820-000 Jaguaritina, SP
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Objetivo

Isolamento seletivo de Bacillus spp.

Protocolo

1 Coletar material vegetal (raiz, caule, fruto e folha) e lavar corr jato de agua
destilada esterilizada.

2. Recolher o lavado em béquer esterilizado e filtrar em carrada de gaze,
distribuindo o filtrado em tubos de ensaio esterilizados.

3. Colocar os tubos em banho maria a 80°C por 20 minutos.
4. Retirar aliquotas para obter diluicdo em série na razdo 1:10 (101a 10 3).

5. Transferir 0,2 mL da suspenséo das diluicdes para placa com BDA ou &gar
nutritivo (AN) e espalhar com auxilio de algca de Drigalski.

6. Ap6s 24 horas de incubacdo a + 29°C no escuro, repicar as coldnias de
Bacillus spp. que crescerem para tubos com BDA ou AN.

Atencdo: Substituicdo das passagens 1 e 2.

Retirar discos ou fragmentos das folhas, frutos, caules ou raizes e colocar num
tubo com 20 mL de agua destilada esterilizada e deixar por 10 minutos em
banho ultra-som ou sob agitagao.

O isolamento também pode ser realizado a partir de solo ou substrato, para
tanto, substituir as passagens 1 e 2, colocando 10 g de solo em 90 mL de agua
destilada esterilizada.

Para identificacao das bactérias ao nivel de espécies, realizar os testes bioquimicos
(BUCHANAN; GIBBONS, 1975) ou utilizar a técnica baseada na analise de acidos
graxos da membrana celular em cromatografia gasosa, utilizando software de
identificacdo de microrganismos (MIDI, Sherlock® TSBA Library version 5.0,
Microbial ID, Newark, DE, USA), similar ou versées mais recentes.
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