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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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Producdo de sideroforos por
rizobactérias

Iltamar Soares de Melo 1
Rosa Maria Valdebenito Sanhueza 2

Mais de um mecanismo tem sido sugerido pelos quais as bactérias do
género Pseudomonas, tém influenciado o crescimento das plantas, e séo eles:
competicdo por sitios, sintese de substancias promotoras do crescimento de
plantas e antagonismo através da producdo de antibidticos ou substancias
quelantes chamadas sideréforos. Como o elemento Fe é essencial tanto para
plantas como para microrganismos, uma competicdo continua por este elemento
ocorre na rizosfera. As Pseudomonas do grupo fluorescens-putida produzem
sider6foros com alta atividade quelante, especialmente com relagdo ao ferro
férrico. Estes compostos sdo predominantemente sintetizados sob condicdes

limitantes de ferro.

Mutantes negativos para producdo de sideréforos falham em induzir efeitos
benéficos como a eliminacdo e/ou diminuicdo da atividade de fitopatégenos
na rizosfera.

Objetivos

Identificar e selecionar rizobactérias antag6nicas a fungos fitopatogénicos e
produtoras de sideréforos.

Protocolo

Parte | - Teste de Antagonismo in vitro

1 Suplementar o meio KB com as seguintes concentra¢des de FeCl2 1, 5, 10,
20, 50 e 100 pmol.

2. Cultivar em trés pontos equidistantes da placa cada bactéria. Usar trés placas
para cada tratamento. Proceder a inoculacdo com palito esterilizado.

3. Incubar as culturas por 24 horas, a 28°C.

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



80 - Métodos usados no Biocontrole de Fitopatégenos

4. Apés a incubacgdo, pulverizar uma suspensado de conidios de Fusarium sotani
sobre as culturas de bactérias ja desenvolvidas.

5. Incubar por mais 2-3 dias, verificar os halos de inibicdo e mensuréa-los. As
linhagens produtoras de sider6foros ndo produzirdo halos de inibicdo nas
concentragcdes crescentes de Fe+3.

Parte Il - Producédo de sider6foros em meio liquido

1 Cultivar as bactérias, supostamente produtoras de sider6foros, em meio
liquido livre de ferro (SCHER; BAKER, 1982).

2. Adicionar 0,1 grama de FeCl2L & metade do volume do meio liquido.
3. Usar por¢des de 50 mL de meio em erlenmeyers, para cultivo das bactérias.
4. Incubar sob agitacdo, em agitador rotativo, a 26-27°C por 24 horas.

5. Apds este periodo, filtrar as suspensdes das bactérias através de membranas
de filtro de policarbonato (0,2 pm).

6. Ajustar o pH de cada filtrado a 5.5.

7. Proceder a leitura de cada tratamento/filtrado em espectrofotdbmetro. Medir
os valores de absorb&ncia em 350 a 500 nm. Os tratamentos controle
consistem de agua destilada e 0,1 gramas de FeCl2ZL. Observagédo: para
avaliacdo, Schwyn e Neilands (1987) adotaram a técnica de eletroforese.

A selecdo de linhagens bacterianas produtoras de sider6foros pode ser alcancada
também por meio da presenca do gene que codifica para o sider6foro pioverdina,
que pertence a classe dos hidroxamatos. Nesse caso, utiliza-se a amplificacgéo,
por PCR, do gene, usando-se o "primer" especifico para esse fim (PACHECO et
al, 2001).
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