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A p resen tação

Em consonância com a missão institucional da Embrapa Uva e Vinho, desde 
longa data vêm sendo desenvolvidas ações de pesquisa e desenvolvimento que 
têm gerado importantes resultados no tocante ao componente ambiental. E isto 
ocorre porque é comprovada a necessidade de buscar-se o desenvolvimento 
sustentado do espaço rural, tendo-se em vista as exigências de mercado, dos 
produtores e dos órgãos ambientais em reduzir-se o impacto ambiental da 
atividade produtiva.

E neste contexto que o controle biológico se insere. Ao maximizar o uso de 
organismos naturais no manejo de pragas e doenças, esta tecnologia contribui 
decisivamente para que a produção se dê com reduzido impacto, em benefício 
da almejada sustentabilidade. Esta publicação 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, têm contribuído para a melhoria 
do conhecimento sobre esta importante área.

Temos certeza que as informações aqui divulgadas servirão para o maior 
conhecimento e uso do controle biológico, bem como de estímulo e suporte 
para novas ações de pesquisa que resultem em tecnologias ambientalmente 
limpas e tecnicamente viáveis.

Alexandre Hoffmann 
Chefe-Geral 

Embrapa Uva e Vinho
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O btenção de m utantes e
a

com petitiv idade de isolados de 
bactérias resistentes a antibióticos

Itamar Soares de Melo 1 
Rosa Maria Valdebenito Sanhueza 2

Rizobactérias promotoras do crescimento de plantas e antagônicas a fitopatógenos, 
quando introduzidas ao solo, devem colonizar o sistema radicular eficientemente. 
Este é um pré-requisito fundam ental. Para avaliação da colonização, crescimento 
e sobrevivência na rizosfera, necessário se faz identificar certas características 
da bactéria que a torne conhecida com segurança. Em geral, resistência aos 
antibióticos, principalm ente à rifampicina, é o marcador mais comumente 
utilizado. Contudo, deve-se levar em conta que resistência a antibiótico pode 
mudar características de interesse nas linhagens selecionadas, como também 
pode apresentar instabilidade sob certas condições de ambiente.

O bjetivo

Obter mutantes de bactérias resistentes a rifampicina e /ou  ácido nalidíxico e 
investigar a segurança de utilização desta característica para monitoração da 
dinâmica populacional de bactérias na rizosfera.

Protocolo  

P arte  I -  Seleção de m u tan tes

1. Preparar meio King B contendo concentrações crescentes de rifampicina (50,
100. 150, 200, 250 pg/m L).

2. Preparar uma suspensão bacteriana, fazer diluições até 10 1 e plaquear nas 
concentrações de rifam picina acima discriminadas.

3. Incubar as culturas a 27°C por quatro dias.

1 Eng. Agrôn., Doutor, Embrapa M eio Ambiente. Caixa Postal 69, 13820-000 Jaguariúna, SP
2 Eng Agrôn., Doutor, Embrapa Uva e Vinho, Caixa Postal 130, 9 57 0 0 -00 0  Bento Gonçalves, RS.
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4. Observar o crescim ento de colônias nas diferentes concentrações, repicá- 
las para m eio KB contendo a concentração de rifampicina lim ite para o 
crescimento.

5. Subcultivar por, aproxim adam ente dez vezes os mutantes Rifr. em meio KB, e 
comparar o número de unidades formadoras de colônias (ufc) após diluição 
das suspensões nos meios KB e KB com rifampicina.

6. Os mutantes devem ser armazenados a 4 SC em meio KB suplementado com 
rifampicina (60 0  ppm).

7. Comparar estes m utantes Rifr. com a linhagem selvagem no que concerne 
à taxa de crescimento, fluorescência, antagonismo in vitro, aspectos 
bioquím icos, etc.

P arte II -  C o m p e tit iv id a d e  en tre  m u tan tes  Rifr. e linhagem  
selvagem
1. Cultivar 0,1 mL (109 u fc /m L ) da linhagem selvagem e dos mutantes Rifr. em

25 mL em KB.

2. Imediatamente após a repicagem  e a intervalos de 6, 10 e 24 horas de 
incubação, amostras são tom adas e diluições em série são plaqueadas em 
meio KB ágar contendo 0  ou 150 p g /m L  de rifampicina, a fim  de determ inar 
as densidades de população da linhagem selvagem e dos mutantes Rifr.

3. A cada 24 horas, 0,1 mL da m istura de culturas é adicionada a 25 mL de 
meio fresco, repetindo-se o processo por três vezes. Fazer três repetições 
por tratam ento.

4. Comparar o antagonism o dos mutantes com o do isolado selvagem.

L itera tura  C o n su ltad a

HOMMA, Y.; SUZUI, T. Role of antib io tic production in suppression of radish 
dam ping-off by seed bacterization w ith  Pseudomonas cepacia. A nnals o f the  
Phytopathological S o c ie ty  o f Japan , v. 55, p. 643-652, 1989.


