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#e amncstras  de  plantas & do solo foram colhidas &
partic de dreas de crescimeto activo do aloodosiro no Texas. As
amsstras de plantas foram retiradzs directamente do TEBPO aprogi-

1

madamentie 3 a 4 semanas apds a plantacHo. A= amostras de p

gelo até voltaresm para o aboratdrin, 4z amostras de solo  foram
colocadas em contentorss ds plastico de cinco galfes com Lampas &
guardadas a  ZE°0. Sempre  que nic foi oossivel  obter amostras

canpns fol semsado com sems

T
smara de oresciments para s ohier

de  amosiras  relativanente &

Fizeram-se diluicHBes serizdas dos sistemas radicularss
. ; ; ; ; oo W F
g an solo aderents de plantulas do algodosiro ate 1o 2 amnsiras

melo: agar de tripticase-soia, agar nubtriente, agar de  batata-
~dextross, agar do  mein oo King B 2 agar de sxtracts de =olo.
Segnentos lavados dos  sistemac radiculares  das plSntulas  Foram
também semeados directaments nes placas de agar.
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& presenga de zonss claras no Crezscimento de fungos & volis  das
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ividars



¢

— LS
A% )

=
cultura com os fungos paiogénicos para confirmar 8 sua activida

~ foram oi ficados nums sscala de acordo com 2 sua  ackivid
antibidtica contra R. sclanis F. itimum em  agar nutrie
{altamente nutritivo) e agar de extracto de solo {pouen rbrd
vrl. A= estirpes que spreseniaram bos actividade inibidora num
mais meios foram guardadas em soro fizioldgico & 590 & em  cul
‘&g. ras de solo estéries para manter a sus purezs genstica.

s LA k.
8 indculs

poy orsscimento
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i\' fungo em farelo de

iz antagonistas putativos  assim identificados  foram
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u paingg durasnite

aprovinadaments uns a =200 Ao ar durants  varios
dias, depois triturado o indculo até 26 mesh comoum omiinho Wiley,
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rial fol  entdo seco ap ar s dividi
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Como alternativa, o indculec de P. ultimus e

culturas liguidas de meio de colest terol-sumno
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Tiima i
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raporgdo de aproximadamente &,
de snlo para R,

Fo ultioum.

aprosimadamente I semanas antes de preparar o material fresoco.

n
feitos na superficis do solo em  cada chavena 4 volta da mecha =

colocads uma semente de aloodosirc da varigdade Stoneville 13 eam

semzadas Guatro filas de dez sEmEntes, cads sements foi  Eratada
com cerca de 9,5 ml de suspensHo de bartdrias na semenis e cerca
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fizeram-se contagens das plantas que surgiram 8 gue sobreviveram.

0 solo infestado com odsporos de F. ultimum pode ser
colocado em lotes de 5 g en tubps de  ensaio contendn cercs te
I de Zgus ou suspensio bacteriana & & semeads no centr g
cada tubo uma semente de algodoeire. Dez tubos foram tratados conm
cada uma das estirpes bacterianas = os  tubos foram incubsdos &
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e sobreviventes foram retirades  do s0io & sHaminados  relativa—

aoEnga  ou efeitos de fitotoxicidade o

; tras numa determinada drea com bass
nos diferentes fipos de soloc, diferentes varisdades de algodosiro
Cultivadas 8 variagBss na histdria de calheitas  anteriorss,

Ideslmente as amostras foram retiradas guando 2 plants do aloo—

Mo primeiro despizste foram  obbidas 23 plants
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Dos mimeros  totais de bactérias, 183 westirpes  sram

ativas contra R,

g0 namero total de sstiross

spenas em agar nuirients, sngm

ambog o8 neins.

Uz entre os isclados oues apresentaram actividade contrs
Po Wliimum, 79 eram activos =m agar nutriente & 53 s agar de
extracto de sola. dentro destes doiz grupcs 37 slo activos apenas
am agar nubtrients, nove s¥o activos apsnas om agair de 2xbtracto de

&
2ol g BY 8o activos em ambos oo meios,

de amostras e testados in vitro

sstirpes  fol testado na clmara de
= =

Biccontrols

{

DOm .

centes & Fmaudﬁmanaa flunrsarsnea,




ntrols. 158 tes i fom For " relativa—

ultimun.

plantulas

induzids por R, solani

izplados-
foram identificados ats 3 gspecis, guardados smoglicerol & 2 ~Fas0
para sstudos posteriorss,

ExEmolo O Dulturs de bactdrizs o funone nars de rastreio

al Cultura de bactérias

& incubado nas mesmas : icBes 3 ig ltima tltura foram

=i

Fara a determinac8o suacta preEparou-ss uma  ssrie  de
diluigBes o gotas de 19 pl foram colocadas  sobve Agar de Luria
(LE com 1,53% de Bacto-foar, Difesd com uma ponta Epp orf. &8s

cfu foram contards
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BY Culturs de Rhirpctonia solani

Fotato Deutross

trod de ouma cultura  PDA

ezourag durante 3 comanas

an ar g triturads num moinho Culatii

c} Cultura de Pyihium ul+fimum

pmum ol cultiva

i
Geb ruma placa  de Febri. Unm pedaco de sgar (& mm de diZmetro)

desta cultura foi transferidn para uma placs de peiri com B ml ds
i

dias no escuro. O micdlio que cresceu da superficie de agar pars

peguencs. A concentraglo dos césporos foi contada nums CEmars  de
. &
homa & ajustada com fgua destiladas a 2 u 19 /ml.

al Pato-gistema B splani-algodosirn

FPotes de plastico {286 ml) Fforam rheios primgivo com
uma camada de fundo espessa (1 cmd de Yesmss F oo depsis com  umna
mizbura {7:3 v/v) de =olo St. aubin autoclavads mas  recolonizads
(passado por crivo de 3 mmd 2 Vermes ©. Sementes de algodoeirg

tom & supsrTicie previamente essterilizads Lpssypium  hirsotom,
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OUA aguscid

]
8 ominutos o semsadas no snlo 2 ums profundidade de 1 a2 1,5 om.
}_.

colocou-ss 5 mg de

pd milho painco infestado Z2:1.21. Todos o=

potes foram regados com &
Duas horas mais  tarde cada um  dos potes fol  snsopado
& ..
com 28 oml de uma suspensHo de bactériss (165 cfu/ml, ver Z.i.17
de 26

ml Moncersn {(Img WRFES/ml: resp. resuliando em aprovimada—
-]
megnts 7oz 10 1 t

foram dispostos acasg &  incubsdos nues cSmara de  cresciments

- s, 2o ms, 3 - P-4 - 3w on_ an) - g S owe £ - L - Koo 2
O aparscimento foi registads apos G, 7 & 13 dias.  fApss

29 dias & incid@ncia da  doene fol avaliada classitficandn s
plants em zaudavel (“1") ou n¥o germinada ou dosnte {ambas  "87:,

@ a raiz ow hipooobtilo apsrecer castanha o podre. Fars cada pote
¥ ses foram  resumidas rescliando num

com 5 ssmentes  as avaliacHes
mimara de @Y {todas as

;x:‘gu . n::_x:;n s i a‘.ﬂ'(.“
cince potes por tratamento =50 3 média, & &

der o

g,'u

trataments numa Bxperifnoia ssta dado em % em Compa
=

r
com & testemunha sem tratamento = sem patogénio (MT.NF, definido
comn 198%  do biccontrole) & o controls com patogenio  apesnas

INT.F, definide como 8% bioconbroled

0 so0lo & sz sementes forms Dreparados como descrito ns
parte &) acima, = o5 potes foram regadn
wm. Apas 1 hora 28 ml de usa suspeEnsdo de odsporos (2x18 /ml, ver

£.1.3) foram usados para ensopar o solo {aprosimsdamente 14640



cfu/mll. Apds mals duss horas adicionou-se 280 ml de uma suanensio
i Yoow Z2 oml de Ridomil (WP 25y

1
: 5 “:.’
mgiml) resp. & cada pote  resultando em aprdima nte  7Yiie
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parscinento de

plantulas = incidéncia da dosnga foram registados como mencionado

Tabela E mostrz a sficdriz de bBiocontrols daz  mesmas
satirpes contra P,  uwliimum. & estirpe C5A 2554445 mowmtrou-ss a3
mais sficazr (S58% de bimecontrolism),

Adicionou—ss bactdrias

mi/& ¥End & Fro-mix  BY
autoclavadn num tam

r'r'
5
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1
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hos
§...4 .
i
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s
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isturou-se durante § minutos.
& Fro-mix com bactérias foi deivada  om rEeEpouss gm CEstDE ma
=4

fechados durante trig oig

P g PRI . -y s gme vy e - s o} emp we ga
OB Qraos e avels colonizado

plantaglo. Cada tratamento foi gz foram

mantidos no sscuro durants oo szmentsira

’—"‘i""“. = - - » em cme cve sw soq pus ST ey -
iHLITLY ' depols  passados para resto do
=

£
o plmero de plantas saudaveis foi connkadn,

ensaic. fpds 1% dia o
s tratament oom mas sem  bratamento fsstemurnhs  com
bactérias ¥ como um tratamento para testar o patogd-
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A Tabela T mostra o resultados dos snssios d
estirpes de rizobactdrias. CRA 244444 o CEO 247354

K
4
significativamente a dosnga. OB TH&447 & OBA

gficares mas tambdm anrssentaram ofoitos bensficos
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densidade de aproximadaments 18° cdlulas/ml oor ig e )
| fd =

mesn: Ienpo sementss infoot

ad
dag a pd foi misturado com o solo numa proporgdo de
solo. O solo fol aplicado em tabuleiros comercisis para
ra, cada um consistindo em 12 potes pEguesnios de 2 om
&

2l aprgrimadaments 18 o d sxlo. Em cada um dos
k-3

uleiro fol colocads uma  Grica ssmente de pEpineliler

oram preparados para cada tratamentoc. s Fe

¥
festadas sen patogénios ou bactérias adicionadas ao

nhas infestadas tendo patogénic mas ndo tendo

forram incluidas om cada expErifncia. O tabulsirogs fo

& qguatra

redurican

=340 mEnos

dos numa cEmara de crescimento em que fol mantids ums tampe atura

constante de Z8°C & mantidos  hamidos regando duss vezes

Com um aspersor SUSpEnsc. Doze dias apds plantacio regi

lﬂ

numaro de plantas sobrevivenites em cada tra vEamanto.

por dia

i~ 0
F estie-

signifi-
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o
& smpgcis  Pseudomonas fluorsscens. Esta estirpe foi isplada &
i

1l

partir da rizosfera de uma planta do alondosi
arenosa em Burleson Co. Texas. £ colheita  anterior tinha s1ido

milho. A estirpe & activa contra B

ulfimum em ager nutrisnte mas tsm pouca actividade

o
gxiracto de solo. O traztaments do slgodorirg no solo infestado

o P ultimum results

o
sm O&% de controle da doenga (Tabsla 2). 0 tratamento do tomate
5]

i1
[} l""
th

rooem solo infestado com B, solani resultas om FIEL de controle

dosnpa {(Tabsla 3.

bt Foeudomonas Tluorescens estirpe DR 245447
A estirpe CBA 266447 fol identificada W g noEncda
& mepdcis de Pssudomonas fluorescens. Esta sstirpe fol isclads a
i HEE: 265446 8 tem  actividads
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o} Pseudomonas floorezcens gmtirpe LG4 257355

coms periencendo

spdois

it‘
%

rpg foi ilsolada =

&
&

partir da rizosfera de ums varisdads de slgodosirg "BFI774"  em

solo de terra ﬁreta de uma guints perto de fguillas, Hill Bounty,

« Romstirps & activa contra
=

e
Bhizocionis seolani em  soar nutrisnts am agar  de pxtractn de

sio. Ela & activa contra Pybhium ultiman SPETIEE 8 sgar nubr
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Com L_égm

resulta sm 29% de cont = dosngs {(T: 2 1. O ftratamento oo

algodosiro em solno

em $4% de controle da dosnga {(Tabsls 2). O tratamsnt o o tomatesie-
ro em selo infestado com B seland resulta em 131Y% de conteols da

dosnge {Tabsla 2¥. 4 sstirpe produz um antibistico qus & eficas
F

Bara tratar B, solani = B, ultimum, gue estd descrito no  pedido

de patenits nimero de séris S0, 184, sntregue em 29 de Agosto,

1798, a especificacdo da gual ests agul incloide como referBncia.
-t 1ts

U tratamsnito de pepinsiro em solo infestads com B. solani resu
7

agar nuiriente. O tratamento de algodoeiro em solo infestads oo
H. zolani resulta em &8% de controls da dosnga  {(Tabels 13. O




o

ek de controle da dosnca {Tabela 2. 0O trataments do peEpinsie
rooem 5ol infestado com B, solani resglta esm 537 de controle da

i
T
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nas fluorescens estirpe DBA T70794

A estirpe CBA 279294 foi identificada como pariencendo
T 1

a4 Peeudomonas fluoresrens. Esta zetirpe fol isoladas & partir da
rizosfera de uma varisdads de algodosiro "Stonevills 213%  em
greda arenosa fina de Miles derivadas de Chilicothe, Texas. &

\\' coihsita anterior foi

zra activa contra foi




removido por evaporacio

pequens volume de dgus.

PEOPT YU N AT T S -
antibisatiro aplicadas =

¥ Colocados

WS

orginicos,

oo 1

Tunmicida acilslanin: BEoy  do
=0} [ 3w

CoMRDy uma




cheervagio. Conssguiu-se controle  guase completo da  podridco
guando a sstirps 0BA 247355 foi  aplicads com Ridomili & 2 ey

O aApron em ver de Hidomil results no meemo nivel de

conheoe-

3,92 ppm Hidom

A combinac¥n de

aumenta o nivel d:
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cunbiinada  de

. o T o s} poe
souzids
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Exemplo 18: Jeonlanento oo e
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producio de

aolani. Trés clonss

o
restauraran a actividade antibisdtica contra B, snlani. mas  ndo

2 partie
Hall

de  FE-38

o0m

Ernaut ot

transfs—

AL

onijugantes

contra B, ultimum, so mutante T1. D= mapss de restric
pas de restricg
clones foram determinados como =2 mostra ne Fiours i
qura 1.
CemmEy i T lom g w s - : P R
Exmmonlo ils LEACA0 Oa renido do gens do o antihidbics
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tipo selvagem de F. fluprescens, 1ic-33 {gstirpe F14) & 1i-1-&
{getirpe 922), gus normalmsnts n¥o =Eo capaEes o produsire

um subfragmento EcoRl de 11 Ebh, o gual sstd indicado como  sube
fragments 3 na Figura 2 = foi desionado subfragms

mapgamanto de  transposies para  se obbters  um mapa funciona

reglifo do gene antibidtico.

toram geradas no fragmento EcoRl de 11 Eb (Figura 3. & capacida-

X T CEpa

activa contra K,

I13
No entanto, duas insergBss TnS numa peguena regifio imsdiztaments
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Hemerlo enpredandn

omposicHes linuidsas

Mos exemplos que se ssguem, as procentagens da composi-

fH0 =Ho dadas por peso 2 o ingredisnts activol &

a) uma bactéria Pseudoponass flunrescens transformada produtora

da substiincia antibidtica inibidora do patogédnio alvo ou

B um metabolito

antifdnglico oroduzi

flucrescens que & inibidor para o

o} uma

| 1
fonte

combinac o :1 das

e

CBAZEGL4E, UBA 266447, CBA 267356,

FEBIEZA & metolavil
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MG recombinante  de

v de um agente  de

lo transformsados

178. ~ Metodo para a2 obienc¥o de uma substincisz  anti-

- i o g B b e P S-S . B gan
g da antibisdtics do agents de
Bipcontrolo mEios convensionais,
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