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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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Avaliação in vi tro da colonizacão
a a

de raízes por rizobactérias
Brígida P. Vi lar Queiroz’ 
Itamar Soares de Melo2

Vários métodos in vitrotêm sido desenvolvidos para se observar a colonização de 
raízes por antagonistas como, por exemplo, o uso de tubos de ensaio com solo e 
placas com solo, ágar e papel de filtro. Entretanto, o emprego do Ágar Noble ou 
Phytagel permite o monitoramento visual das rizobactérias, principalmente no 
que se refere a sua habilidade de sobrevivência utilizando apenas os exsudatos 
radiculares. Desta forma, estas metodologias facilitam a seleção de um grande 
número de isolados rizobacterianos. A colonização radicular pode ser visualizada 
pela formação de uma turbidez de aspecto leitoso, que se forma ao longo das 
raízes, e m  conseqüência do crescimento bacteriano. Portanto, quanto mais 
transparente o meio, melhor a visualização da colonização (Figura 1). Assim 
sendo, os substratos (géis) citados acima apresentam uma turbidez natural, que 
em certos casos, interferem na sensibilidade do teste.

O bje tivo

Visualizar in vitro a colonização de raízes por meio do crescimento bacteriano.

Protocolo

1. Sementes devem ser desinfestadas superficialmente em álcool 70% (2 min), 
hipoclorito de sódio 2% (10 min) e enxugadas com água destilada esterilizada. 
O inóculo de Pseudomonas putida (uma linhagem que sabidamente coloniza 
o sistema radicular) é produzido em caldo nutriente.

2. Inocular as sementes, por imersão, na suspensão bacteriana (10+ a 108 ufc) 
por, aproximadamente, 30 min.

1 Bióloga, Ph D , Universidade Estadual Paulista -  UNESP, Caixa Postal 199, 13506-900 Rio Claro, SP.
2 Eng. Agrôn.. Doutor, Embrapa Meio Ambiente, Caixa Postal 69, 13820-000 Jaguariúna, SP.
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F ig .  1: A fotografia mostra o aspecto geral sobre o desenvolvimento radicular em um 
tubo contendo phytagehágua com o crescimento bacterino visível ao longo da raiz.
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3. Transferir as sementes inoculadas para tubos de ensaios contendo o substrato
phytagel (sigma): água (0,8% p/v). É aconselhável semear duas sementes 
(mesmo que o tamanho das sementes seja pequeno, como tomate, por 
exemplo) por tubo de 150 m m  de comprimento por 25 m m  de diâmetro. Os 
tubos devem ser fechados com tampão de algodão e incubados à temperatura 
de 28°C, com fotoperíodo de 12 horas. Para controlar a luminosidade nas 
raízes, os tubos devem ser cobertos externamente com papel, até a altura 
de gel.

4. A avaliação é feita periodicamente, considerando-se os seguintes parâmetros:
germinação de sementes, presença de pêlos radiculares, comprimentos das 
raízes e presença de crescimento bacteriano ao redor das raízes. As raízes 
podem ser melhor avaliadas, utilizando-se u m  microscópio estereoscópico 
(Figura 2) e, uma vez detectado crescimento bacteriano, é possível então, 
proceder uma análise acurada via microscopia eletrônica, cujos procedimentos 
são descritos no item seguinte.

5. Segmentos de raízes devem ser fixadas e m  glutaraldeído 2% e m  tampão 
fosfato de sódio 0,1 M, desidratados por uma série alcoólica (15, 30, 60, 
70, 95 e 100%), secos ao ponto crítico e metalizados com fina camada de 
ouro.
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F ig .  2 : A micrografia eletrônica mostra uma densa colonização de uma rizobactéria 
crescendo em raízes de algodão. A bactéria tinha sido inoculada nas sementes e estas 
semeadas em phytagel.


