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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. Eisto
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, 0os 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 de bactérias do rizoplano
e endorizosfera e seu efeito na
colonizacédo de raizes e na promocao
do crescimento de plantas

Itamar Soares de Melo 1
Rosa Maria Valdebenito Sanhueza 2

Tem-se verificado a presencga de Pseudomonas sp., tanto na superficie de raizes
como na endorizosfera (FOSTER, 1981). Algumas destas bactérias, isoladas
da endorizosfera, produzem metabdlitos fitotdxicos, deletérios as plantas,
prejudicando o crescimento normal. Por outro lado, rizobactérias promotoras
do crescimento de plantas (RPCP) e bactérias promotoras da emergéncia séo
comumente isoladas da rizosfera e rizoplano. Elas tém mostrado ser efetivas
em condi¢cdes de campo, funcionando, provavelmente, por produzirem um
efeito antibiético sobre patégenos principais e secundarios e por produzirem
sideroforos que formam quelatos com ferro, tornando-o indisponivel aos
fitopatdgenos. Outros mecanismos diretos pelos quais as RPCPs estimulam o
crescimento das plantas sdo: fixacdo de nitrogénio, solubilizacdo de fosfato,
tornando o fésforo disponivel as plantas, produgdo de fitohorménios e reducgéo
dos niveis de etileno (GLICK, 1995).

Objetivos

Isolar rizobactérias do rizoplano e endorizosfera, principalmente do grupo P.
fluorescens - putida, observar diferencas na colonizagdo de raizes por estas
bactérias, detectar aquelas que estimulam o desenvolvimento das plantas e
selecionar in vitro rizobactérias produtoras de &cido indol-acético.

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

Parte | - Isolamento de rizobactérias

1 Coletar o sistema radicular de plantas. No caso de se querer obter o maior
nimero possivel de bactérias diferentes deve-se proceder coleta de solos de
diversas regides agricolas.

2. Proceder a semeadura da espécie vegetal em estudo nos diferentes tipos de
solos. Desinfestar superficialmente as sementes antes do plantio. Deixar os
vasos em condi¢cdes de casa-de-vegetacdo e proceder a colheita em tempo
pré-estabelecido.

3. Coletar as raizes das plantulas; lavar em agua corrente e colocar 0,3 g
de pedacos de raizes em tubos de ensaio contendo 5 mL de 0,1 M de
MgSO04. Agitar vigorosamente em vortex, ou deixar agitando em shaker por
aproximadamente, 30 minutos.

4. Fazer diluicdes em série e plaquear em meio King B (KB).

5. Ap6s trés dias de incubagdo, proceder a sele¢do de bactérias obtidas da
superficie de raizes.

6. Para isolamento de bactérias da endorizosfera, desinfestar pedacos de raizes
com H202 (10%; 15 segundos). Enxaguar trés vezes com MgS04 (0,1 M),
triturar com um bastéo de vidro.

7. Proceder as devidas diluices e plaguear em meio KB e proceder a purificagéo
de colbnias.

Parte Il - Avaliacdo da producdo de acido indol-acético
(AlA) por rizobactérias

A producdo de fitohormdnios tem sido documentada como sendo um dos
mecanismos pelos quais as rizobactérias estimulam o crescimento das plantas.
Inimeras rizobactérias, incluindo Pseudomonas, Azospirillum, Azotobacter,
Gluconacetobacer. Rhizobium estdo envolvidas ativamente na sintese de
giberelinas, auxinas e citocininas. Nestes microrganismos, a sintese de AIA pode

ocorrer por diferentes vias metabodlicas. Uma delas é a via IPyA (L- triptofano
[Trp] - IPYA - 3 - indol acetaldeido - AlA).
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0 método descrito a seguir é ideal para a triagem de um grande ndamero de
isolados bacterianos, visando a selecdo de isolados produtores de AlA.

Protocolo

1 Repicar pontualmente isolados bacterianos em meio NA suplementado com
10 mM de NH4CI2e 100 pg/mL de L-triptofano;

2. Cobrir as col6nias da placa de Petri com uma membrana de nitrocelulose e
incubar por 48 horas;

3. Apds incubacdo, retirar as membranas e imergi-las no reagente de
Salkwsky;

4. Colbnias produtoras de AIA tornam-se rosadas quando reagem com a solucao
indicadora (a exemplo do que se vé na Figura 1).

Fig. 1: Aspecto geral de colbnias bacterianas de cor rosa, produtoras de AlA.
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E conveniente a inclusdo de um controle positivo como, por exemplo,
Gluconacetobacter diazotrophicus BR 11281 (Embrapa Agrobiologia).

Parte Ill - Selecao de bactérias promotoras do crescimento
de plantas

1 Todas as bactérias isoladas e purificadas devem ser cultivadas em meio KB
por 24 horas a 26-28°C.

2. Encher vasos de plastico com vermiculita ou areia lavada com acido
muriatico (comercial). Se preferir, 0 ensaio pode ser feito em tubos de ensaio
grandes.

3. Desinfestar sementes da planta, da qual foram isoladas as bactérias, com
solugcdo aquosa de hipoclorito de sodio comercial, concentrado (3:1) por 1
minuto.

4. Ap6s serem enxaguadas com &gua esterilizada, as sementes sao postas a
germinar sobre papel de filtro em uma placa de Petri.

5. Apds germinadas, as plantulas sdo transplantadas para os vasos e/ou tubos.
Regar com solucdo nutritiva e introduzir um volume de 0,5 mL de suspenséo
bacteriana de 109 ufc/mL.

6. Deixar os vasos sob camara de crescimento até a avaliagdo, que deve ser
feita tomando-se como pardmetro o efeito observado no crescimento das
plantas testemunha.

7. Apbs este periodo, fazer medicdes de planta e peso seco de raiz e parte
aérea.

8. Isolados com efeitos estatisticamente significantes sobre o crescimento de
plantulas, sdo avaliados novamente, por duas vezes, sobre o crescimento de
plantas, em solo natural e esterilizado.

9. Os isolados selecionados no item 7 podem ser retestados em condi¢cdes
assépticas a fim de comprovar mais adequadamente o efeito sobre o
crescimento de plantulas.
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