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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, os 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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Isolamento seletivo de bactérias
ativas para nucleacao de gelo

Itamar Soares de Melo
Rosa Maria Valdebenito Sanhueza 2

Bactérias ativas para nucleacdo de gelo (INA+) tém sido reportadas como sendo
responsaveis por danos causados por geadas em vdrias culturas sensiveis.
Algumas ja foram previamente descritas, como: patovares de Pseudomonas
syringae, P. fluorescens., P. viridifiava, Xanthomonas campestris pv. translucens
e Erwinia herbicola. Estas bactérias INA+tém sido isoladas de plantas ou partes
de plantas com ou sem injlria causada por geadas. Segundo Lindow (1985)
de 0,02% a 20% do total de bactérias encontradas na comunidade microbiana
do filoplano s&o nucleadoras ativas de gelo e estdo diretamente envolvidas em
danos causados por geadas em plantas em temperatura de aproximadamente
-1°C. No entanto, algumas estirpes de £ herbicola e P. syringae sdo negativas
para nucleagdo, ditas INA e como estas bactérias colonizam o filoplano das
plantas, tem-se sugerido substitui-las em estadios fenolégicos com o propoésito
de controlar biologicamente as bactérias INA+ Algumas estirpes, como a
M232A de E herbicola ndo catalizam a cristalizagcdo ou solidificagdo da agua
a temperaturas baixas e s8o antagdnicas a patovares INA+de P. syringae e £
herbicola.

Objetivo

Identificar bactérias INA+isoladas de folhas danificadas por geadas.

Protocolo

1 Coletar folhas de fruteiras, de brécolis, nabo ou milho durante a manha
guando atemperatura estiver a -2°C.

2. Cortar imediatamente as folhnas em pedagos de 2 x 2 cm. Coloca-las em
tubos contendo 10 mL de agua destilada esterilizada. Agitar por minutos e
filtrar.

3. Pulverizar o lavado em placas contendo agar-nutritivo.

1Eng. Agron., Doutor, Embrapa Meio Ambiente, Caixa Postal 69, 13820-000 Jaguaritna, SP.
2 Eng. Agron.. Doutor, Embrapa Uva e Vinho, Caixa Postal 130, 95700-000 Bento Gongalves, RS.
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4. Apds trés dias. separar e repicar colénias ao acaso.

5. Cultiva-las, em meios contendo polialcoois (glicerol, manitol, sorbitol, etc.) ou
meio KB, incubando-as individualmente, por mais trés dias, a temperatura
que nao ultrapasse 24°C.

6. Proceder selecdo para nucleagdo de gelo a -10°C. Tal atividade &
determinada pelo método do congelamento de goticulas sobre papel de
aluminio impregnado com cera ou parafina, a temperatura de -5°C a -
10°C. Aproximadamente 30-50 gotas de 50 pL de cada cultura bacteriana,
desenvolvida em meio nutriente liquido sdo pipetadas sobre a folha de
aluminio flutuante em etanol frio.

7. Submeter a teste de congelamento. Se todas as gotas congelarem dentro
de 30 segundos, as linhagens bacterianas serdo consideradas ativas para
nucleacéo de gelo.

8. Para comprovar o efeito destas linhagens in vivo, deve-se proceder a inoculacao
de folhas de plantulas de milho, desenvolvidas em solo esterilizado e mantidas
em camara de crescimento.

9. Apo6s a inoculagdo, manter as plantulas a temperatura de -1°C

10. Avaliar os danos nas folhas causados pelo super-resfriamento. O tratamento
controle receberd somente agua esterilizada.
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