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Apresentacéao

A busca de técnicas que proporcionem a prética da agricul-
tura limpa é uma das prioridades da Embrapa Soja e da Embrapa
como um todo. Muitas dessas técnicas envolvem o uso de organis-
mos e microrganismos benéficos as plantas. Um dos exemplos clas-
sicos € a inoculacdo com rizobio para fixacdo bioldgica do nitrogé-
nio em soja e outras leguminosas.

A diversidade microbiana dos solos, especialmente em re-
gibes tropicais, é muito grande. Muitos desses microrganismos sédo
patogénicos ou nocivos as plantas, mas também ha aqueles que
sdo benéficos. A selecdo destes, para os diversos aspectos deseja-
veis do crescimento das culturas, no entanto, é um processo labo-
rioso e caro, na maioria das vezes. Técnicas simples e rapidas sdo
necessdrias para poder ampliar a capacidade dessa selecdo. A uni-
formizacdo dessas técnicas também é um aspecto desejado pois
facilita a comparacdo de resultados entre laboratdrios. Nesse con-
texto situa-se esse manual, onde sdo apresentados métodos quali-
tativos para a selecéo inicial de bactérias promotoras do crescimen-
to vegetal.

José Renato Boucas Farias
Chefe Adjunto de Pesquisa e Desenvolvimento
Embrapa Soja
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Métodos Qualitativos para Determinacao de
Caracteristicas Bioquimicas e Fisiologicas
Associadas com Bactérias Promotoras do

Crescimento Vegetal

Alexandre José Cattelan’

) Introducéo (

Bactérias que crescem préximo as raizes e que sao estimu-
ladas pelos exsudatos radiculares sao chamadas rizobactérias. Al-
gumas dessas rizobactérias tém a capacidade de promover o cres-
cimento vegetal através de diferentes mecanismos quando inocula-
das nas sementes ou no solo e sao, por isso, conhecidas como
RPCP (rizobactérias promotoras do crescimento de plantas). Geral-
mente, o crescimento vegetal é aumentado porque as RPCP
solubilizam fosfatos minerais ou outros nutrientes do solo e produ-
zem ou alteram a concentracao de horménios vegetais como acido
indol acético, acido giberélico, citocininas e etileno ou fixam nitro-
génio associativamente. As RPCP também podem apresentar efeito
sinergistico com a fixacdo simbidtica do nitrogénio, no caso das
leguminosas. Além de promover o crescimento vegetal, algumas
RPCP também controlam organismos fitopatogénicos provenientes
do solo ou de sementes, especialmente fungos, através da produ-
cao de sideréforos, b-1,3-glucanase, quitinases, antibidticos e aci-
do cianidrico.

Os principais mecanismos envolvidos na solubilizacdo de
fosfatos por microrganismos sdo producédo de CO, e acidos orgéni-
cos, reducdo de compostos de Fe®** para compostos de Fe?* e pro-
ducéo de H,S sob baixas concentracées de O, (Mulder et al. , 1969).
Jiang & Sato (1994) estudaram bactérias rizosféricas de trigo
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(Triticum aestivum L.) com 26 a 68 dias de crescimento e observa-
ram que havia correlacao linear positiva entre o crescimento das
plantas e o numero das bactérias solubilizadoras de P (r=0,73),
Pseudomonas fluorescentes (r=0,68) e bactérias celuloliticas
(r=0,72). Em outro estudo, também com trigo, quando esse foi
inoculado com um isolado de Penicillium radicum, com capacidade
para solubilizar fosfato /in vitro, houve aumento de 14% na produ-
cao de graos, no experimento de campo, e aumentos na absorcao
de P (10%) e na producao de graos (9%), no experimento em casa
de vegetacao (Whitelaw et a/., 1997). Em outro estudo, a inoculacao
com nove bactérias ou o tratamento de sementes de duas cultiva-
res de soja, Bragg e EMBRAPA 4, com os metabdlitos dessas bac-
térias, proporcionou aumentos nas concentracoes de N, P, Fe, Ca e
Cu, na parte aérea, por alguns desses tratamentos (Cattelan, 1995a).

Muitas RPCP aumentam o comprimento das raizes e o nu-
mero dos pélos radiculares. Esse efeito é atribuido a producao
bacteriana de horménios vegetais ou reguladores do crescimento
vegetal. Tien et al. (1979) observaram que o numero de raizes late-
rais em milheto (Pennisetum americanum L.), crescido em condi-
coOes axénicas, aumentou e ficaram altamente cobertas por pélos
radiculares com a inoculacdao com Azospirillum brasilense. Os auto-
res observaram que as substancias produzidas por essa bactéria,
responsaveis por esses efeitos, eram acido indol acético (AlA),
giberelinas e citocininas. Efeitos semelhantes foram observados em
tomate (Lycopersicon esculentum L.; Hadas & Okon, 1987), inocu-
lado com A. brasilense, e em soja (Glycine max (L.) Merr.), inocula-
da com diferentes isolados de Pseudomonas spp. (Cattelan, 1993 e
1995b). Em 1995, Glick e Glick et al. propuseram um novo método
para selecao de RPCP baseado na utilizacao bacteriana do compos-
to 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) como unica fonte de
nitrogénio, através da acdao da enzima ACC deaminase. ACC é o
precursor imediato do hormoénio etileno. Segundo os autores, essa
enzima pode estimular o crescimento vegetal e o comprimento das
raizes, em particular, seqliestrando e hidrolizando ACC das semen-



tes em germinacao, diminuindo, conseglientemente, a concentra-
cao de etileno nas sementes. Para a maioria das espécies vegetais,
o etileno estimula a germinacdo e quebra a dorméncia das semen-
tes (Esashi, 1991) mas se a concentracdo desse hormdnio, apds a
germinacdo, for muito alta, o alongamento das raizes assim como a
fixacao simbidtica do nitrogénio, em plantas leguminosas, é inibido
(Jackson, 1991). O maior desenvolvimento do sistema radicular pos-
sibilita a exploracao de um maior volume de solo. Com isso, as plantas
ficam menos suscetiveis ao déficit hidrico e a escassez de nutrientes.

Um nudmero reduzido de bactérias possui a capacidade de
fixar nitrogénio simbioticamente, como Rhizobium e Bradyrhizobium
spp., ou assimbioticamente, como Azospirillum e Azotobacter spp.
Teoricamente, essas bactérias podem fornecer parte do nitrogénio
que as plantas necessitam para seu desenvolvimento. Algumas
rizobactérias podem inibir ou estimular a fixacdao simbidtica.
Fuhrmann & Wollum (1989a) isolaram 115 bactérias da rizosfera
de soja e observaram que 23 delas apresentavam antagonismo in
vitro contra uma ou mais entre cinco estirpes de B. japonicum tes-
tadas. Quando esses isolados foram testados em soja cultivada em
meio artificial com baixa concentracdo de Fe, para a habilidade de
afetar a competicao entre trés estirpes de B. japonicum, trés deles
alteraram a competicao pela ocupacao nodular entre essas estirpes
(Fuhrmann & Wollum, 1989b). Em estudo semelhante, porém em
solo nao estéril, Cattelan (1998) observou que, de nove isolados de
rizobactérias, um foi capaz de alterar a competicdo pela ocupacao
nodular entre cinco sorogrupos de Bradyrhizobium spp. testados.
Esses resultados demonstram o potencial que a coinoculacao de
Bradyrhizobium spp. e certas RPCP tém, no sentido de aumentar a
ocupacao nodular com as estirpes de Bradyrhizobium spp. deseja-
das (mais eficientes) em soja.

Os microrganismos do solo, normalmente, tém que compe-
tir por nutrientes de baixa disponibilidade. Um mecanismo que pro-
vavelmente confere vantagem nessa competicao é a producao de
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sideréforos, que sdo substancias capazes de complexar Fe®** com
grande afinidade produzidas por alguns microrganismos. Uma
rizobactéria que produz sideréforos pode suprimir um organismo
deletério, diminuindo a disponibilidade de Fe. E importante ressaltar
que sideréforos sé sao produzidos quando os niveis de Fe disponi-
vel no solo sdo baixos (Scher & Baker, 1982; Neilands & Leong,
1986). Quando sementes de Cicer arietinum L. e soja foram inocu-
ladas com uma Pseudomonas sp. fluorescente produtora de
sideréforos, resultou em aumento na germinacdao das sementes e
no crescimento e na producao das plantas (Kumar & Dube, 1992).
A incidéncia de murcha em plantas de Cicer arietinum, em um solo
suscetivel a essa doenca, foi reduzida em 52%.

Outra forma de controle de organismos deletérios é a pro-
ducao de antibiéticos. Kloepper & Schroth (1981) observaram que
cinco isolados de Pseudomonas spp. fluorescente aumentaram o
crescimento de batata (Solanum tuberosum L.) e que isso se deveu,
em parte, a producao de antibiéticos na rizosfera. Em outro estudo
semelhante, um isolado de Pseudomonas sp., proveniente da
rizosfera de beterraba acucareira, inibiu uma série de fungos
fitopatogénicos através da producdo do antibiético 2,4-diacetil-
floroglucinol (Shanahan et a/., 1992). Quando metabdlitos oriundos
do crescimento em meio de cultura de 33 diferentes bactérias fo-
ram usados para tratar sementes de soja altamente infectadas com
fungos, os metabdlitos oriundos de uma das bactérias aumentou a
emergéncia das sementes em 17% (Cattelan, 1994).

Outro mecanismo de possivel envolvimento no antagonis-
mo a patdégenos é a producao de metabdlicos volatéis como o acido
cianidrico (HCN) (Nehl et a/., 1996). Um isolado com alta producéao
de HCN, mutante construido a partir de Pseudomonas putida
BK8661, resultou num pequeno, mas significativo, aumento na
supressdo de sintomas causados por Septoria tritici e Puccinia
recondita f.sp. tritici em trigo sob condicdes axénicas. Cattelan
(1998) observou que compostos volateis produzidos por isolados
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de rizobactérias foram responsaveis pela inibicao in vitro do cresci-
mento dos fungos fitopatogénicos Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium
oxysporum e Sclerotium rolfsii.

Enzimas produzidas por bactérias, tais como quitinase e b-
1,3-glucanase, podem ser importantes no controle de fungos
fitopatogénicos devido a sua habilidade em degradar quitina e b-
1,3-glucan, respectivamente, componentes da parede celular dos
fungos (Potgieter & Alexander, 1966; Schroth & Hancock, 1981).
Fridlender et al. (1993) observaram que um isolado de Pseudomonas
cepacia controlou Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii e Pythium
ultimum, fato esse relacionado a producao de b-1,3-glucanase.
Quando 14 isolados de bactérias rizosféricas, apresentando um ou
mais dos diferentes mecanismos de controle de fungos discutidos,
foram inoculados em sementes de soja cultivada em solo contendo
inéculo de Fusarium oxysporum, um dos isolados conseguiu prote-
ger a soja (Cattelan, 1998). Esse isolado possuia a capacidade de
produzir b-1,3-glucanase, embora outros trés isolados, com a mes-
ma capacidade, nao produziram o mesmo efeito.

) Metodologia para as analises em laboratdrio (

Varios métodos para a determinacao quantitativa da maioria
das caracteristicas bioquimicas e fisioldgicas discutidas acima podem
ser encontrados na literatura. Embora esses métodos sejam, normal-
mente, muito precisos, geralmente requerem testes individuais dos
isolados, além do emprego de instrumentos sofisticados. Quando o
objetivo é fazer uma selecao inicial de bactérias com potencial para
promocado do crescimente vegetal, necessita-se de métodos &ageis,
que possam testar varios isolados ao mesmo tempo, além de baratos
e simples, na medida do possivel. Com esse intuito, elaborou-se este
manual, onde sdo apresentados métodos simplificados, qualitativos e
semi-quantitativos, para a determinacado dessas caracteristicas.
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As condicdes de crescimento aqui apresentadas, especial-
mente no tocante a temperatura e aos meios de cultura, sao ade-
quadas a uma ampla gama de bactérias e alguns fungos provenien-
tes do solo. No entanto, essas condicbes poderao variar e, portan-
to, deverao ser ajustadas, dependendo do tipo de microrganismo a
ser estudado. Recomendam-se, pelo menos, trés repeticoes por teste.

1. Producéo de Sideroforos

Material e reagentes

a) Incubadora (28°-30°C)

b) Centrifuga

c) Placas de Petri

d) Frascos Erlenmeyer de 50 mL

e) Balao volumétrico de 100 mL

f) Balao volumétrico de 1000 mL

g) Tubos de ensaio

h) Tubos para centrifugacao

i) Meio liquido de tripticaseina de soja
i) Cromo azurol S (CAS)

k) Brometo hexadeciltrimetilamonio (HDTMA)
I) Piperazina anidra

m) Cloreto de ferro (FeCl..6 H,0)

n) Acido cloridrico (HCI)

Meios e solucoes

a) Meio liquido de tripticaseina de soja (‘tryptic soy’) dilui-
do 10 vezes (1/10 TSL): diluir 3 a 4 g do meio, depen-
dendo do fabricante, em 1 L de &gua destilada (H,0d). A
diluicao do meio original propicia o crescimento de uma
gama maior de microrganismos pois diminui a concen-
tracdo dos sais em relacdo ao meio concentrado. Além
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disso, diminui o teor de Fe, especialmente importante na
determinacao de siderdéforos.

b) Solucdo indicadora de cromo azurol S (CAS): Em um
baldao volumétrico de 100 mL, adicionar 6 mL da solu-
cdo de HDTMA 10 mM e um pouco de H,0d. Adicionar,
lentamente, sob agitacdo, 1,5 mL da solucao férrica
(FeCl,.6H,0 1 mM e HCI 0,01 N) e 7,5 mL de uma solu-
cao aquosa de cromo azurol S 2 mM. Dissolver, separa-
damente, 4,307 g de piperazina anidra em, aproximada-
mente, 20 mL de H,0d e adicionar 6,25 mL de HCI___
com cuidado. Essa solucdo tampao (pH=5,6) é, entao,
transferida para o baldao volumétrico e o volume é com-
pletado para 100 mL com H,0d. Essa solucdo tem vali-
dade de alguns meses, desde que acondicionada em fras-
cos de polietileno.

b.1. Solucao de HDTMA 10 mM: em um baldo volumé-
trico de 1000 mL dissolver 3,645 g de HDTMA em
um pouco de H,0d, agitar e completar o volume.

b.2. Solugéo de FeCl,.6 H,O0 1 mM: em um bal&o volu-
métrico de 1000 mL, dissolver 0,270 g de FeCl,.6
H,O em um pouco de H,Od, agitar e completar o
volume.

b.3. Solucdo de HCI 0,01 N: em um baldo volumétrico
de 1000 mL, adicionar um pouco de H,0d, em se-
guida, adicionar 0,82 mL de HCI____(36,5% a 38%),
agitar e completar o volume com H,Od.

Procedimento

Neste método, adaptado de Schwyn & Neilands
(1987), é utilizado um complexo corante-ferro altamente
colorido. Quando um ligante forte sequestra e complexa o
Fe, o corante é liberado, o que causa mudanca de cor. No
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caso, o corante é o cromoazurol S (CAS) e o ligante é um
ou mais sideréforos produzidos pelas bactérias.

Cultivar as bactérias em frascos Erlenmeyer de 50
mL contendo 10 mL de 1/10 TSL (ou outro meio liquido
com baixo teor de Fe). Incubar a 28°-30°C por 24h ou
mais, sob agitacdo constante ou periddica. Centrifugar a
suspensdo de células a 12.000 g por 10 min. Transferir 1
mL do sobrenadante para um tubo de ensaio. Adicionar 1
mL da solucao de CAS.

Os isolados que convertem a cor azul da solugcédo
CAS para amarelo, dentro de 15 min, sdo considerados
produtores de sideré6foros. O tempo de transformacéo e a
intensidade do amarelo sao indicativos de maior ou menor
producao de sideréforos. Dessa forma, essa técnica qualita-
tiva pode ser transformada em quantitativa fazendo as leitu-
ras em espectrofotbmetro e comparando-as com as de pa-
droes de EDTA (sequiestrante de Fe) com concentracdo co-
nhecida e utilizados da mesma forma que os sobrenadantes.

2. Producéo de acido indol acético (AIA)

Material e reagentes

a) Incubadora (28°-30°C)

b) Membranas de nitrocelulose de ~9 cm de diametro.
c) Placas de Petri

d) Baldo volumétrico de 1000 mL

e) L-triptofano.

f) Acido perclérico (HCIO,)

g) Cloreto de ferro (FeCl,.6 H,0)

h) Meio de tripticaseina de soja

i) Agar bacteriolégico
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Meios e solucdes

a) Meio de tripticaseina de soja diluido 10 vezes, acrescido
de 15 g de agar por L de H,0d (1/10 TSA).

b) Solucdo de Salkowski: diluir 1T mL da solucdo de
FeCl,.6H,0 0,5 M, em 50 mL de HCIO, 35%.

b.1. Solugéo de FeCl,.6H,0 0,5 M: em um baldo volumé-
trico de 1000 mL, dissolver 135,1 g de FeCl,.6H,0
em um pouco de H,0d, agitar e completar o volume.

Procedimento

Este método colorimétrico foi adaptado de Bric et
al. (1991). Transferir as bactérias para placas contendo 1/
10 TSA enriquecido com 5 mM de L-triptofano (1,021 g
por L). O triptofano é o precursor do AlA. Até 25 isolados
podem ser testados por placa. Apds a transferéncia, cobrir
0 meio com membrana de nitrocelulose e incubar a 28°-
30°C por 24h. Remover a membrana para outra placa e
saturd-la com a solucdo de Salkowski (Gordon & Weber,
1951) e incubar a temperatura ambiente.

Os isolados que formam halo avermelhado na mem-
brana, no periodo entre 30 min e 2 h, sdo produtores de
AIA. A membrana deve ser marcada de tal forma que se
possa voltar a placa e identificar o(s) isolado(s) positivo(s).

3. Producéo de citocininas e giberelinas

Este método ainda nao foi totalmente comprovado neste
laboratério e estd aqui apenas como sugestao para teste.
Material e reagentes

a) Incubadora (24°-30°C) com lampada fluorescente fraca
(540 a 2000 lux)
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b) Centrifuga

c) Sementes de rabanete (Raphanus sativus L.)

d) Peneira de 1,7 mm de abertura (10 mesh)

e) Papel filtro (Whatman N° 1) em folhas e em circulos de 9
cm de didmetro

f) Filtros bacteriolégicos (0,2 nm)

g) Placas de Petri

h) Pinca

i) Baldao volumétrico de 1000 mL

i) Tubos de centrifugacao

k) Meio de tripticaseina de soja agar

I) Fosfato de potassio monobésico (KH,PO,)

Meios e solucoes

a) Obtencao do sobrenadante: cultivar os isolados em 1/10
TSA a 28°-30°C, por 24h. Com o auxilio de uma alca de
platina, transferir e suspender as células em 5mL da so-
lucdo tampao fosfato (por repeticao). A quantidade de
células deve ser suficiente para tornar o meio turvo. Centri-
fugar a 12.000 g por 10 min. Separar o sobrenadante
das células através de filtragem em filtro bacterioldgico.
Caso nao haja disponibilidade de ultracentrifuga, fazer
apenas a filtragem.

b) Solugdo tampéo fosfato (KH,PO, 2 mM): em um baléo
volumétrico de 1000 mL, dissolver 0,272 g de KH,PO,
em um pouco de H,Od, agitar e completar o volume.
Ajustar o pH para 5,8-6,0.

Procedimento

Esse método foi adaptado do bioensaio do cotilédone
de rabanete para determinacao de citocininas descrito por
Letham (1971). O método permite a deteccao de citocininas
e de giberelinas ao mesmo tempo.
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Passar as sementes de rabanete em peneirade 1,7
mm de abertura para homogeneizar o tamanho (e conse-
qUentemente, o peso). Germinar as sementes sobre folhas
de papel filtro umedecidas, em placas de Petri. Incubar no
escuro, a 25°-26°C. Apés 35 h, destacar o cotilédone me-
nor (descartar o maior). Separar os hipocétilos dos
cotilédones. Colocar de 8 a 10 cotilédones de tamanho
uniforme em placas de Petri com papel filtro umedecido
com 3 mL de sobrenadante de cada isolado. Os cotilédones
sdo colocados com a superficie superior em contato com o
papel. Os hipocétilos, uniformizados para 3 mm de compri-
mento, sdo colocados logo abaixo dos cotilédones. Incubar
a 24°C sob luz fluorescente fraca continua. Apds trés dias,
secar os cotilédones com papel absorvente (‘blotted dry’) e
pesa-los. Comparar os pesos dos cotilédones e o compri-
mento dos hipocétilos com aqueles do controle (apenas
com a solucao tampao). O sobrenadante de isolados pro-
dutores de citocininas aumentam o peso dos cotilédones
mas nao o crescimento dos hipocétilos. Aqueles de isola-
dos produtores de giberelinas aumentam tanto o peso dos
cotilédones (nao tanto quanto os produtores de citocininas)
quanto o comprimento dos hipocétilos.

4. Fixacdo assimbiotica de N,

Material e reagentes

a) Incubadora (28°-30°C)

b) Placas de Petri

c) Tubos de cultura

d) Filtros bacteriolégicos (0,2 nmm)
e) Sacarose

f) Manitol

g) Lactato de sdédio (60%, p/p)
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h) Fosfato de potéassio dibasico (K,HPO,)

i) Fosfato de potassio monobasico (KH,PO,)
j) Sulfato de magnésio (MgSO,.7H,0)

k) Cloreto de célcio (CaCl,)

[) Cloreto de sédio (NaCl)

m)Molibdato de sédio (Na,MoO,.2H,0)

n) Sulfato de zinco (ZnSO,.7H,0)

o) Sulfato de cobre (CuSO,.5H,0)

p) Sulfato de cobalto (CoSO,.7H,0)

q) Sulfato de manganés (MnSO,.4H,0)

r) Etilenodiaminotetracético sodico-férrico (Na,FeEDTA)
s) Acido bérico (H,BO,)

t) Biotina

u) Acido p-aminobenzéico

v) Agar bacteriolégico

Meios e solucdes

a) Meio semi-sdlido livre de nitrogénio (MLN). Composicao:

+ fontes de C (g L"): sacarose, 5,0; manitol, 5,0; lactato
de sédio (60%, p/p), 0,5 mL;

+ tampdo (g L"): K,HPO,, 0,80 e KH,PO,, 0,20;

+ macronutrientes (g L"): MgS0O,.7H,0, 0,20; CaCl,,
0,06; NacCl, 0,10;

¢ micronutrientes (mg L'"): Na,Mo0O,.2H,0, 2,00;
ZnS0,.7H,0, 0,24; CuS0O,.5H,0, 0,04; CoS0O,.7H,0,
10,00; MnS0O,.4H,0, 3,00; Na,FeEDTA, 28,00; H,BO,,
5,00;

+ fatores de crescimento: biotina, 5,00 ng L'; acido p-
aminobenzéico, 10,00 ng L';

¢ agar, 1,75 g L.
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Obs.:MgSO0,.7H,0 e CaCl, devem ser autoclavados separadamen-
te. Biotina e acido p-aminobenzdico devem ser esterilizados
por filtragem em filtro bacterioldgico e adicionados ao meio ja
autoclavado.

Procedimento

A selecao inicial de bactérias diazotréficas (aquelas
que fixam nitrogénio atmosférico assimbioticamente) pode
ser feita em meio livre de nitrogénio. O meio descrito foi
adaptado de Rennie (1981) para possibilitar o crescimento
de organismos com exigéncias nutricionais variadas. O ex-
trato de levedura, presente em muitos meios, nao foi inclu-
ido pois apresenta teor de N suficiente para muitos micror-
ganismos nao fixadores crescerem. Ele foi substituido pe-
los fatores de crescimento biotina e 4cido p-aminobenzéico.
A consisténcia semi-sélida do meio possibilita um ambiente
microaeroébio, favoravel tanto ao crescimento das células quan-
to a atividade da nitrogenase (Day & Ddébereiner, 1976).

Cada isolado deve ser transferido para um tubo
contendo 5 mL de MLN e incubado a 28°-30°C, por até 10
dias. Os isolados que crescerem devem ser transferidos
pelo menos mais trés vezes para o mesmo meio para ga-
rantir que o crescimento nao esta ocorrendo as custas de
reservas de N das células e, também, para constatar a es-
tabilidade dessa caracteristica.

Para confirmar que os isolados que cresceram nes-
sas condicdes realmente fixam N, j& que alguns organis-
mos nao fixadores crescem na presenca de tracos de N,
eles devem ser submetidos ao teste de reducao do acetileno
(Dart et al., 1972). Informacdes mais detalhadas podem
ser obtidas em Embrapa Agrobiologia (1995).
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5. Producéao de quitinase

Material e reagentes

a) Incubadora (28°-30°C )

b) Estufa (50°C )

c) Geladeira (4°C)

d) Moinho de bolas

e) Liquidificador

f) Centrifuga

g) Placas de Petri

h) Baldao volumétrico de 1000 mL

i) Peneiras de 0,150 mm (100 mesh) e 0,075 mm (200
mesh)

i) Quitina

k) Reagentes necessérios para o MLN (menos as fontes de C)

I) Hidréxido de sédio (NaOH)

m) Acido fosférico (H,PO,)

Meios e solucoes

a) Quitina coloidal: Como a quitina pura é muito mais cara do
que a quitina nao purificada, aconselha-se a obtencao des-
sa, fazendo a purificacdo no préprio laboratério. Com
esse método de purificacao, descrito por Reid & Ogrydziak
(1981), obtém-se quitina coloidal. Pulverizar 25 g de
quitina em moinho de bolas e utilizar a fracdo que ficar
retida entre as peneiras de 0,150 e 0,075 mm. Suspen-
der essa fracdo em 250 mL de H,PO, 85% e armazenar
em refrigerador (4°C) por 24 h. Diluir a suspencdao com
2 L de H,Od e homogeneizar em liquidificador. Lavar a
quitina seguidas vezes com H,Od até que o pH atinja
5,0 a 5,5. Adicionar entdo a solucdo de NaOH 1N até
elevar o pH para 7,0. Centrifugar a mistura a 8.000 g
por 10 min e suspender em 1L de H,Od. Centrifugar
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novamente. A quitina peletizada é entdao armazenada em
refrigerador até sua utilizacdo. O pelet contém, geral-
mente, de 7% a 10% de quitina coloidal. A concentra-
cao correta deve ser determinada através de secagem
de uma amostra em estufa, a 50°C, até peso constante.

Solucado de NaOH 1N: em um baldo volumétrico de 1000
mL, adicionar ~500 mL de H,Od, em seguida, adicionar
40 g de NaOH, agitar e completar o volume.

Procedimento

Este método baseia-se no fato de que a adicao de
quitina torna o meio turvo. Os organismos que sdo capazes
de degradar a quitina produzem um halo claro ao redor de
suas col6nias.

Adicionar 8 g de quitina coloidal (base seca;
Renwick et al., 1991), como Uunica fonte de C, por litro de
MLN, complementado com 0,78 g de NH,NO, e 15 g de
agar (no lugar de 1,75 g). Transferir até 25 isolados por
placa com esse meio e incubar a 28°-30°C, por até 10 dias.
Os isolados que formam halo claro sdo considerados pro-
dutores de quitinase e sdo chamados quitinoliticos.

6. Producéao de b-1,3-glucanase

Material e reagentes

a) Incubadora (28°-30°C)

b) Placas de Petri

c) Baldao volumétrico de 1000 mL

d) b-1,3-glucano (laminarina)

e) Vermelho Congo

f) Reagentes necessarios para o MLN (menos as fontes de C)
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Meios e solucdes

Solucao de vermelho Congo: em um baldo volumé-
trico de 1000 mL, diluir 0,6 g de vermelho Congo em um
pouco de H,0d, agitar e completar o volume.

Procedimento

Este método, adaptado de Renwick et a/. (1991),
baseia-se na deteccado da hidrélise do b-1,3-glucano atra-
vés da reacao colorimétrica com o corante vermelho Congo.

Adicionar 5 g de b-1,3-glucano, como Unica fonte de
C, por litro de MLN complementado com 0,78 g de NH,NO, e
15 g de agar. Transferir até 25 isolados por placa com esse
meio e incubar a 28°-30°C, por trés dias. Adicionar solucao
de vermelho Congo até cobrir o meio completamente. Dei-
xar a temperatura ambiente por 90 min e, apds, drenar o
excesso do corante. A formacao de zona amarelo-alaranjada
ao redor das coldnias indica a hidrdlise do b-1,3-glucano e,
portanto, que as colbnias sao produtoras de b-1,3-glucanase.

7. Producéo de 1-aminociclopropano-1-carboxylato
deaminase

Material e reagentes

a) Incubadora (28°-30°C)

b) Placas de Petri

¢) 1-aminociclopropano-1-carboxylato (ACC)
d) Reagentes necessarios para o MLN

e) Agar bacteriolégico

Procedimento

Este método, adaptado de Glick et a/. (1995), ba-
seia-se no fato de que alguns isolados conseguem crescer
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com ACC como unica fonte de N no meio, pelo fato de
possuirem a enzima ACC deaminase.

Esterilizar por filtracao, em filtro bacteriolégico, uma
solucdo aquosa de ACC (aproximadamente 10%) e adicio-
nar o equivalente a 5 g, como uUnica fonte de N, em 1 litro
de MLN complementado com 15 g de agar, previamente
autoclavado. Preparar o mesmo meio sem ACC e nenhuma
outra fonte de N. Transferir até 25 isolados por placa, para
cada um dos dois meios, e incubar a 28°-30°C, por dois
dias. Transferir os isolados que cresceram no meio com
ACC para nova placa e incubar novamente.

Os isolados que crescerem bem na segunda trans-
feréncia no meio com ACC, mas que nado tenham crescido
bem no meio sem ACC, sdo capazes de utilizar ACC como
fonte de N e, portanto, sdo produtores de ACC deaminase.

8. Producéao de dcido cianidrico

Material e reagentes

a) Incubadora (26°C)

b) Placas de Petri

c) Baldo volumétrico de 100 mL

d) Papel de filtro, 9 cm de didmetro
e) Parafilme

f) Meio de tripticaseina de soja agar
g) Glicina

h) Cloreto de ferro (FeCl,.6H,0)

i) Acido picrico (C.H.N.,O.)

6 '3 377

j) Carbonato de sédio (Na,CO,)
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Meios e solucdes

a) Solucéo de é&cido picrico a 5% e NaCO, a 2%: em um
baldo volumétrico de 100 mL, adicionar ~50 mL de H,Od.
Adicionar um volume da suspensao de acido picrico equi-
valente a 5 g do composto seguido da adicado de 2 g de
NaCO,. Agitar e completar o volume com H,Od.

Obs.:Acido picrico é altamente explosivo, especialmente
quando seco. Geralmente é comercializado em sus-
pensao aquosa ou etilica. Nunca deixar a quantidade
de agua ser menor que 30%.

Procedimento

Este método colorimétrico foi adaptado de Bakker &
Schippers (1987). Transferir um isolado por placa contendo
1/10 TSA suplementado com 4,4 g de glicina L' e 0,3 mM de
FeCl,.6H,0 (0,081 g L") (Castric, 1975). Tanto a glicina quanto
o Fe estimulam a producao de HCN. Inverter a placa e colocar
papel de filtro impregnado com a solucdo de acido picrico a
5% (amarelo) e NaCO, a 2% na tampa da placa. Selar a placa
com parafiime e incubar a 26°C por 48 h. A mudanca da
coloracao do papel de filtro de amarelo para marrom-alaranjado
indica producao de HCN. Como essa descoloracao também
pode ocorrer devido a reacdo com compostos outros que
nao o HCN, como &cido sulfidrico e aldeidos, recomenda-
se submeter os isolados positivos a testes mais especificos
como o teste do azul-da-Prussia (Lorck, 1948) ou o teste
isonicotinico acido-barbiturico (Nagashima & Ozawa, 1981).

9. Solubilizacado de Fosfatos

Material e reagentes
a) Incubadora (28°-30°C)



.25,

b) Placas de Petri

c) Baldao volumétrico de 1000 mL

d) Meio de tripticaseina de soja agar

e) Fosfato de potassio dibasico (K,HPO,)
f) Cloreto de célcio (CaCl,)

g) Hidréxido de sédio (NaOH)

Meios e solucoes

a) Solugéo de K,HPO, 0,57 M: em um baldo volumétrico de
1000 mL, adicionar um pouco de H,0d, em seguida, adi-
cionar 100 g de K,HPO,, agitar e completar o volume.

b) Solucéo de CaCl, 0,90 M: em um baldo volumétrico de
1000 mL, adicionar um pouco de H,Od, em seguida,
adicionar 100 g de CaCl,, agitar e completar o volume.

c) Solucao de NaOH 1 N: em um baldo volumétrico de 1000
mL, adicionar ~500 mL de H,Od, em seguida, adicionar
40 g de NaOH, agitar e completar o volume.

Procedimento

Este método, adaptado de Katznelson & Bose (1959),
baseia-se no fato de que a adicao de fosfato insoldvel torna
o0 meio turvo. Os organismos capazes de solubilizar esse
fosfato produzem halo claro ao redor de suas colbnias.

Utilizar o meio 1/10 TSA acrescido de CaHPO,. O
precipitado fino de CaHPO, resulta da reagéo de 50 mL da
solucdo de K,HPO, 0,57 M e de 100 mL da solugéo de
CaCl, 0,90 M adicionados a 850 mL de 1/10 TSA. As solu-
coes e o meio devem ser autoclavados separadamente.
Ajustar o pH do meio para 7,0 com NaOH 1 N, estéril.
Transferir até 25 isolados por placa e incubar a 28°-30°C,
por sete dias. As colbnias que formam halo claro ao seu
redor sao consideradas solubilizadoras de fosfatos.
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70. Producéo de pectinase

Material e reagentes

a) Incubadora (28°-30°C)

b) Placas de Petri

c) Baldo volumétrico de 1000 mL

d) Bucha de algodao

e) Sacarose

f) Fosfato de sddio dibasico (Na,HPO,)
g) Fosfato de potassio monobasico (KH,PO,)
h) Cloreto de sddio (NaCl)

i) Cloreto de aménio (NH,CI)

j) Cloreto de célcio (CaCl,)

k) Sulfato de magnésio (MgSO,.7H,0)
I) Extrato de levedura

m) Pectina

n) Acido cloridrico (HCI)

Meios e solucoes

a) meio M9: Composicéo(g L"): sacarose, 2,0; Na,HPO,, 6,0;
KH,PO,, 3,0; NaCl, 0,5; NH,CI, 1,0 e agar, 15. Adicio-
nar 10 mL da solucdo de CaCl,0,01 M e 1 mL da solu-
cdo de MgS0O,.7H,0 1 M, autoclavadas separadamente.

b) Solucdo de CaCl,0,01 M: em um bal&o volumétrico de
1000 mL, adicionar um pouco de H,0d, em seguida,
adicionar 1,11 g de CaCl,, agitar e completar o volume.

c) Solugédo de MgSO,.7H,0 1 M: em um bal&@o volumétrico
de 1000 mL, adicionar um pouco de H,0d, em seguida,
adicionar 246,4 g de MgS0O,.7H,0, agitar e completar o
volume.

d) Solucao de HCI 2 N: em baldo volumétrico de 1000 mL,
adicionar um pouco de H,0d, em seguida, adicionar 164
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mL de HCI___(36,5% a 38%), agitar e completar o volu-
me com H,Od.

Procedimento

Transferir até 25 isolados por placas contendo o
meio M9 (Miller, 1974) complementado com 1,2 g de ex-
trato de levedura e 4 g de pectina por litro. Apés dois dias
de incubacao a 28°-30°C, retirar as col6nias com uma bu-
cha de algodao e adicionar a solucao de HCI 2 N até cobrir
completamente o meio (modificado de Andro et a/, 1984
pelo Dr. T. Denny, Universidade da Georgia, Athens, EUA,
comunicacao pessoal). Col6nias que formam halo claro apés
areacdo acida sdo consideradas produtoras de pectinase(s).
Como este método é destrutivo, recomenda-se fazer a trans-
feréncia simultanea para duas placas (‘replica plate’); onde
uma delas nao recebe o tratamento acido, servindo assim
para recuperar os isolados positivos.

11. Producéo de celulase

Material e reagentes

a) Incubadora (28°-30°C)

b) Placas de Petri

c) Celulose

d) Meio de tripticaseina de soja agar

Procedimento

Transferir até 25 isolados por placa contendo 1/10
TSA complementado com 10 g de celulose em pé L'
(Samanta et al., 1989). A celulose produz turbidez no meio.
Col6nias que formam halo claro em torno de si apds oito
dias de incubacdo a 28°-30°C sao consideradas
solubilizadoras de celulose ou produtoras de celulase(s).
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12. Antagonismo direto a fungos

Material e reagentes

a) Incubadora (28°-30°C)

b) Placas de Petri

c) Meio liquido de tripticaseina de soja
d) Batata (Solanum tuberosum L.)

e) Dextrose (glicose)

f) Agar

Meios e solucdes

Meio batata-dextrose-agar (BDA): fazer infusdao de
200 g de batata fatiada em 1 L de H,Od (cozinhar pelo tempo
necessario para que as batatas amolecam). Peneirar ou filtrar
para reter as fatias de batata. Ao filtrado, adicionar 20 g de
dextrose e 15 g de agar. O pH deve estar ao redor de 5,6.

Procedimento

Aconselha-se a utilizacao do método do circulo (Da
Luz, 1990) por ter boa reprodutibilidade e, também, por ser
semiquantitativo. Isolados crescidos em um meio liquido,
como 1/10 TSL, sdao semeados em placas na forma de um
circulo com 5,0 cm de didametro utilizando uma alca especi-
al, ou com a boca de um tubo com abertura desse didme-
tro. As placas sao preparadas com BDA (Shadwick, 1938).
Apés o crescimento das bactérias incubadas a 28°-30°C,
adicionar um disco de cultura com 7 mm de didmetro com
crescimento ativo do fungo. Placas contendo apenas o fungo
sao usadas como controle. As placas sao incubadas a tem-
peratura ideal para o crescimento de cada fungo. Quando o
fungo atingir o crescimento maximo na placa controle, pro-
ceder a leitura do crescimento radial do micélio em todas
as placas. Dependendo do objetivo e dos organismos tes-
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tados, pode-se substituir o BDA por 1/10 TSA. Como o
BDA é mais propicio ao crescimento dos fungos e o 1/10
TSA, ao das bactérias, normalmente observa-se maior an-
tagonismo neste.

Caso seja necessario evitar a producao de sideréfo-
ros, adicionar 0,027 g de FeCl,.6 H,O por litro de meio (a
concentragéo final do FeCl,.6 H,O sera de 0,1 mM) (Scher
& Baker, 1982; Fuhrmann & Wollum, 1989a).

13. Antagonismo indireto a fungos (compostos volatéis)

Material e reagentes

a) Incubadora (28°-30°C)

b) Placas de Petri

c) Placas bicompartimentalizadas
d) Reagentes para meio BDA

Procedimento

s

Este teste é semelhante ao anterior. A principal
diferenca é que sao usadas placas com uma divisao (septo)
central. Dessa forma, nao ha contato direto entre os orga-
nismos em estudo. Caso ocorra inibicdo do crescimento
dos fungos, sera devido a producao de compostos volatéis
pelas bactérias. Num dos compartimentos, semeia-se a
bactéria de forma a produzir uma camada de células em
toda a superficie do meio (Gagné et al., 1991). Apds o
crescimento das bactérias a 28°-30°C, o fungo é inoculado
no outro compartimento da placa, através de um disco de
cultura com 7 mm de didmetro e crescimento ativo do fun-
go. Placas contendo apenas o fungo sao usadas como con-
trole. Incubar as placas a temperatura ideal para o cresci-
mento de cada fungo. Quando o fungo apresentar cresci-
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mento maximo na placa controle, proceder a leitura do cres-
cimento radial do micélio em todas as placas.

14. Antagonismo entre bactérias

Material e reagentes

a) Incubadora (28°-30°C)

b) Espectrofotébmetro

c) Placas de Petri

d) Meio de tripticaseina de soja agar

Procedimento

Placas de Petri, contendo 1/10 TSA, sao inocula-
das em metade da drea com uma camada de células da
bactéria candidata a antagonista. A(s) bactéria(s) a ser(em)
antagonizadal(s) é(sao) riscada(s) em linhas perpendicula-
res a camada de células a partir de um espaco de 2mm. A
bactéria a ser antagonizada é inoculada a partir de uma
suspensao de células diluidas (absorbancia de 0,03 a um
comprimento de onda de 600 nm). Para que nao haja con-
tato entre as bactérias no momento da repicagem, tracar
uma linha diviséria, como guia, exatamente no centro da
placa. Semear a bactéria antagonista em toda a superficie
de uma das metades, até a linha tracada. A bactéria a ser
antagonizada é entdo semeada a 2 mm dessa linha. Incu-
bar as placas a 28°-30°C. No caso de se testar o antago-
nismo a mais de uma bactéria por placa, a distribuicdo des-
sas deve ser casualizada entre repeticdes para se confundir
a interacado entre elas. Placas sem a bactéria antagonista
sao usadas como controle. Apds o crescimento das bacté-
rias na placa controle, medir a inibicao linear sobre cada
bactéria (faixa de nao crescimento).
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