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Apresentacao

Em consonancia com a missao institucional da Embrapa Uva e Vinho, desde
longa data vém sendo desenvolvidas acdes 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 doencgas, 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 area.

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

Alexandre Hoffmann
Chefe-Geral
Embrapa Uva e Vinho
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Obtencdo de mutantes de Trichoderma
spp. resistentes a fungicidas

Itamar Soares de Melo 1
Rosa Maria Va/debenito Sanhueza 2

Uma das estratégias que tem resultado num controle efetivo de patdégenos
é a associacdo dos métodos de controle quimico e biolégico. Neste caso, a
populacdo de antagonistas ndo deve ser afetada pelo pesticida, o que deve ser
usado em doses reduzidas.

Para estabelecimento de linhagens antagonistas efetivas e seu uso associado
com fungicidas deve-se proceder, ou a selegcdo de produtos quimicos que nao
interfram com a sobrevivéncia do antagonista ou a obtencdo de linhagens
de antagonistas resistentes geneticamente. Tais linhagens podem ser obtidas
via mutacao-selegdo, através de irradiagdo com luz ultravioleta; com raios
gama, mutagénicos quimicos ou via ciclo parassexual caso seja conhecido. A
técnica de fusdo de protoplastos abre a possibilidade de obtencédo de linhagens
melhoradas em fungos com auséncia de ciclo sexual e parassexual ou onde os
cruzamentos ndo sdo possiveis por incompatibilidade devido a parede celular.
O método classico de melhoramento através da mutacdo-selecdo é simples
e vem propiciando, até hoje, resultados satisfatérios. As mutagdes ocorrem
espontaneamente, embora com freqiéncias pequenas e, quando a variabilidade
natural é explorada, pode-se recorrer aos agentes mutagénicos para aumentar a
taxa de mutacdo. No entanto, como as mutacdes sdo aleatdrias, pode ocorrer o
aparecimento de muitos mutantes com caracteristicas indesejaveis juntamente
com aquelas de interesse. Assim, os diferentes mutantes obtidos devem ser
ensaiados para verificacdo do seu potencial antagdnico e manutencdo de
resisténcia ao fungicida desejado.

Geralmente, recorre-se a irradiagdo ultravioleta (UV-A) para induzir mutagdo em
microrganismos. A luz ultravioleta produz uma excitagdo de elétrons, porém nao
ionizacdo. A maior parte dos seus efeitos sdo muta¢gdes génicas ou de "ponto".

1Eng. Agron., Doutor. Embrapa Meio Ambiente. Caixa Postal 69, 13820-000 Jaguaritina. SP.
2 Eng. Agrdn., Doutor, Embrapa Uva e Vinho, Caixa Postal 130, 95700-000 Bento Gongalves, RS.
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Objetivo

Induzir resisténcia a fungicidas em Trichoderma spp., através de irradiacdo com
luz ultravioleta, visando a utilizacdo de mutantes resistentes conjuntamente com

S
(0]

ubdosagens de produtos quimicos para controlar um determinado patégeno,
u varios patégenos simultaneamente.

Protocolo

1 Suspensdes de conidios de formacédo recente (107mL) de Trichoderma

~

spp. sdo obtidas em solucdo de Tween 80. O fungo pode ser cultivado em
qualquer meio de cultura para producdo de conidios.

. A suspensédo de conidios (10 mL) é vertida em uma placa de Petri esterilizada
e submetida a irradiagdo através de uma fonte de luz ultravioleta de ondas
curtas (5 Joules/m2s.). Todo o processo deve ser realizado no escuro. 0
tempo/dose de irradiagdo deve ser previamente determinado através da
curva de sobrevivéncia. Assim, a dose recomendada é aquela que causa

aproximadamente 2 a 5% de sobrevivéncia dos conidios.

. Diluir a suspenséo de conidios irradiados em solugéo salina 0,85% e plaquear

aliquotas de 0,1 mL em meio BDA suplementado com a concentragdo usual
do fungicida desejado.

Incubar as culturas a 28°C, em auséncia de luz, até o aparecimento de
colbnias.

. Repicar as colénias supostamente resistentes para meio suplementado com

fungicida.

Efetuar testes de reversdo, subcultivando alternadamente os mutantes em
meio com e sem o fungicida.

Comprovada a estabilidade dos mutantes, proceder a testes de antagonismo,
sempre comparando-os com o isolado selvagem.
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