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Apresentacao

Em consonancia com a missdo institucional da Embrapa Uva e Vinho, desde
longa data vém sendo desenvolvidas acGes 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 Orgdos ambientais em reduzir-se o impacto ambiental da
atividade produtiva.

E neste contexto que o controle bioldgico 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 essencialis parceiros, 0os quais, em parceria, tém contribuido para a melhoria
do conhecimento sobre esta importante area.

Temos certeza que as informacBes aqui divulgadas servirdo para o maior
conhecimento e uso do controle bioldgico, bem como de estimulo e suporte
para novas acbes de pesquisa que resultem em tecnologias ambientalmente
limpas e tecnicamente viaweis.

Alexandre Hoffmann
Chefe-Geral
Embrapa Uva e Vinho
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Encapsulamento de microrganismos

Rosa Maria Valdebenito Sanhueza '’
Itamar Soares de Melo 2

A falta de formulagbes adequadas para microrganismos no controle de
fitopatogenos € um sério entrave no campo dos fungicidas microbianos.
Varios fatores tém limitado a efetividade do fungo antagbnico. Entre estes
estdo as dificuldades em preparar e aplicar tais formulados, viabilidade no
armazenamento, reduzida sobrevivéncia na superficie do solo e requerimento
de alta umidade relativa por um periodo prolongado para iniciar a germinacgéo
no local tratado.

Formulacgbes do tipo encapsulado granulado (‘pellets”) podem ser armazenadas
e apds um certo periodo, serem reativadas por reidratacdo. No caso de utilizacdo
do alginato como polimero de géis granulados este pode proteger o fungo da
radiacdo ultravioleta, aumentando a vida Uil no campo.

Na preparacdo do granulado algumas varidveis devem ser consideradas, tais
como: concentracao do principio ativo, tipo e concentracao do polimero, tipo e
concentracdo do inerte, concentracéo e volume da solucéo geleificante e tempo
de permanéncia dos "pellets” na solucéo salina.

Os alginatos sdo sais monovalentes de acido alginico extraidos de diferentes
tipos de algas marrons. S&o disponiveis como sais sollveis em 4gua, tais como:
alginato de ambnia, alginato de potassio e alginato de sddio; ou como sal de
calcio insolivel em &gua. Outro produto é o propilenoglicolalginato solGvel em
&gua, sendo um acido alginico parcialmente neutralizado e esterificado com
propilenoxido.

0 alginato de sodio tem sido o polimero mais estudado e tem apresentado
melhores resultados para encapsulamento de esporos e micélio de fungos
(Figura D).

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 Jaguariina, SP
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Fig. 1: Morfologia tridimensional de um granulo visto sob microscopia eletronica de
varredura. (A) Granulo seco. (B) Germinagdo miceliana de T. harzianum a partir de um
granulo feito com farelo de trigo e alginato (Foto: Itamar S. de Mello).

A propriedade mais explorada do alginato € a de produzir géis termorresistentes
com ions divalentes, como o calcio.

Entre os inertes mais utilizados estdo o caulim e a bentonita. Para o preparo dos
granulos, diferentes tipos de estruturas dos patdgenos podem ser utilizadss,
como por exemplo: esporos, micélio, clamidosporos, células bacterianas, etc.
A utilizagdo conjunta de nutrientes na forma de matéria organica como farelo
de trigo tem sido proposta. Esta altemativa porém somente pode ser utilizada
quando o antagonista é um eficiente produtor de antibidticos para nao permitir
a utilizacdo desses nutrientes por outros organismos.

Objetivo

Obter uma formulacdo do tipo granulado encapsulado ('ellets”) do
organismo antagonico, na qual os propagulos sejam mantidos vidveis durante
0 armazenamento nas condicBes do ambiente e que mantenham atividade
antagonica a nivel de campo contra fitopatogenos.
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Protocolo

1 Pesar 5 g de caulim ou bentonita (com ou sem esterilizacdo a 120C por 1
hora) e adicionar a este inerte 25 mL de uma suspensdo de esporos (108/
mL) de Trichoderma spp-, ou suspensao de outro propagulo.

2. Preparar uma solucéo de alginato de sodio a 1%.

3. Agitar amistura com um bastéo de vidro e adicionar a esta 75 mL de solugdo
aquosa de alginato de sodio.

4. Misturar os ingredientes suavemente numa chapa de aquecimento com
agitacdo. A adicdo de nutrientes adicionais tais como farelo de trigo pode
ser feita utilizando 0,1 a 2,0 g de farelo por litro de mistura.

5. Gotejar a mistura, sob agitacdo, sobre uma solucdo de cloreto de calcio
(0,25 ). Para homogeneizar o tamanho das gotas e, portanto, dos granulos,
podem ser usadas pipetas de didmetro semelhantes, ou uma bomba
peristaltica (Figura 2).

Bomba peristaltica, com
4 saidas.

Mistura dos
ingredientes

Formacdo dos géis em
solucéo de cloreto de
célcio

Fig. 2: Visualizacdo de bomba peristaltica utilizada para produgdo de géis (Foto: I. S.
Melo).

6. Decorridos 5 a 20 minutos separar os "pellets” da solucdo através de filtragio
com um funil de Buchner. Os "pellets” podem ser lavados ou ndo para retirar
0 excesso de calcio.
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7. Proceder a secagem dos "pellets” a de 3=C, em estufa com circulacio de
ar. Essa temperatura deve ser avaliada para assegurar a sobrevivéncia do
organismo utilizado.

8. Para determinar a viabilidade dos esporos encapsulados plaquear
aproximadamente 20 "pellets" em meio BDA, com antibiético ou fungicidas,
quando utilizar mutantes resistentes. Incubar as culturas a 25-279C por 24
horas e contar o nimero de "pellets" germinados.

9. Para contar o numero de propagulos contidos em um granulo, proceder da
seguinte maneira:

9.1. Verter exatamente 1 mL de meio BDA, com antibiético ou fungicida
(fundente), numa laminula que deverd estar sobre uma lamina de
microscopio e dentro de uma placa de Petri. Todo este conjunto (placa,
lamina e laminula) deve ser esterilizado antes do uso;

9.2. Sobre o meio da laminula cultivar um granulo, a 30eC por 48 horas;

9.3. ApGs a incubacdo, retirar a laminula com o fungo crescido e transferir
para um tubo de cultura contendo 2 mL de solucéo salina (0,85%);

9.4. Agitar para desagregacdo dos propagulos e proceder a contagem em
hemacitémetro.

10. Outro procedimento utilizado é dissolver os granulos (10) em tampao fosfato
(100 mL) e proceder ao plagueamento em BDA.

Nota: No preparo da solucdo de alginato, adicionar 10 g deste polimero em 750
mL de &gua destilada previamente aquecida a 60QC.
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