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O solo se encontra entre os habitats mais complexos do globo, e ainda assim, seu
sistema bioldgico € pobremente conhecido. A interagao da comunidade bidtica com o solo tem
um papel vital na producdo agricola e na manutencao da qualidade dos solos, por isso o
conhecimento acerca dos organismos que nele habitam representa um elemento-chave no
desenvolvimento da agricultura sustentavel.

A caracterizacao morfoldgica de colbnias de bactérias, embora trabalhosa e até certo
ponto subjetiva, € importante como uma primeira aproximacgao para avaliagdo da diversidade
de populagdes microbianas. O estudo de um maior nimero de representantes das populagdes

pode tornar-se viavel com o agrupamento morfoldgico de individuos semelhantes. Dessa forma,
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a selecao de representantes dos grupos permitira que nas etapas posteriores de caracterizacao,
um numero menor de isolados possa ser avaliado com menor perda da informagdo acerca da
diversidade do sistema agroecoldgico.

Grande énfase tem sido dada ao estudo do género Pseudomonas em sistemas de
producdo agricola devido a grande versatilidade nutricional, habilidade de crescer em uma
ampla variedade de ambientes e grande potencial de colonizacdo de raizes. Estas bactérias sao
encontradas em solos, folhagens, aguas e sedimentos e, principalmente as bactérias
fluorescentes, pertencentes a este género, sdo de muita importancia em diversas areas como
Fitopatologia, Tecnologia de Alimentos e Controle Bioldgico.

Embora algumas das espécies de Pseudomonas spp. fluorescentes sejam bem
conhecidas como fitopatdogenos (como P. syringae), muitos membros deste grupo tém sido
considerados promissores como rizobactérias promotoras de crescimento em plantas (RPCPs),
pela producdo de reguladores de crescimento vegetal e/ou outros metabdlitos secundarios
(siderdéforos, B-1,3-glucanase, quitinases, antibidticos e acido hidrocianico) que inibem
microrganismos deletérios, além da indugdo de resisténcia sistémica nas plantas.

No Laboratorio de Ecologia Molecular Microbiana da Embrapa-Agrobiologia sdo
desenvolvidos estudos da diversidade de bactérias fixadoras de nitrogénio onde, mais
recentemente, iniciou-se uma nova linha de trabalho com Pseudomonas spp. fluorescentes. O
objetivo deste comunicado é divulgar as etapas iniciais adotadas como procedimento para o
isolamento e caracterizacdo morfoldgica deste género.

Os microrganismos habitantes da rizosfera podem desenvolver-se no solo, sobre a
superficie radicular (epifiticos) e/ou no interior das raizes (endofiticos). A metodologia adotada
neste laboratorio preconiza que os isolados de solo rizosférico sao obtidos apos retirada da
planta com torrdao de solo e posterior remocao do excesso de solo. Os isolados de rizoplano sao
obtidos a partir de raizes finas submetidas a agitacao com MgS04.7H,0 (0,1 M) como solucao
extratora. No caso dos isolados provenientes de interior de tecidos radiculares, as raizes sao
desinfestadas com solucdes de etanol (70 %) e hipoclorito de sédio (3 %). E necessario uma
etapa de ajuste para determinar a concentracdo eficaz para desinfestacao da superficie dos
tecidos, uma vez que esta podera variar com a espécie e idade da planta. As raizes sao lavadas

e maceradas em solucdo extratora. Para comprovagao da origem endofitica dos isolados, deve
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ser verificada a auséncia de crescimento microbiano em meio inoculado com aliquota da
solucdo extratora usada na ultima lavagem do material antes da maceragao.

A amostra de material vegetal ou solo a ser utilizada deve manter a relagao de 1:10 com
a solugdo extratora de forma a permitir diluigdes seriadas. A partir de cada diluicdo, aliquotas
de 100 pl sao inoculadas em meio King B e as placas incubadas a 30 °C por 48 horas. A partir
das placas que apresentam 30 a 300 colbnias, sao isoladas aquelas que apresentaram
diferencas morfoldgicas visiveis. Apds nova incubacgdo, as colonias sao observadas quanto a
presenca ou nao de um halo esverdeado e, posteriormente, sao submetidos a avaliagao da
fluorescéncia sob luz UV (366nm). S3o atribuidos valores que variam de 1 a 3 para a
intensidade da fluorescéncia sob luz UV (1 = pouca, 2 = média e 3 = muita). De modo geral,
observa-se que as colonias que apresentam o halo esverdeado exibem intensidade de
fluorescéncia sob luz UV igual a 3.

A caracterizacdo morfoldgica das col6nias isoladas que apresentam qualquer intensidade
de fluorescéncia € realizada com auxilio de uma lupa. Os aspectos considerados sao: tamanho,
forma, borda, homogeneidade, cor, transparéncia, elevacdo, muco e elasticidade. Sendo
divididos em categorias: tamanho (>2 mm, 1-2mm, puntiforme), forma (circular ou irregular),
borda (lisa ou ondulada), homogeneidade (homogénea ou heterogénea), cor (amarelo, amarelo
claro, amarelo esverdeado, amarelo forte, creme e branco), transparéncia (transparente ou
opaca), elevacao (presenca ou auséncia), muco (pouco, médio e muito) e elasticidade (pouca,
média e muita). As caracteristicas como: tamanho, forma, borda, homogeneidade,
transparéncia, elevacdo sao avaliadas nas colbnias isoladas, enquanto que cor, muco e
elasticidade sao observadas na massa celular sobre as estrias mais densas.

A elevacao foi definida como uma diferenca significativa entre a altura da col6nia em
relagdo ao nivel do meio de cultura. Colbnias elevadas ndo sdao muito freqlientes, porém
quando exibida, esta caracteristica € comumente associada a presenca de muito muco.

A homogeneidade refere-se a aparéncia da col6nia, sendo caracterizada como
heterogénea aquela de aspecto desigual, exibindo o centro mais escuro ou mais denso que a
regido periférica.

A elasticidade é verificada tocando a massa celular com uma alga de platina e ao ergué-

la levemente, sucessivas vezes, quando muito elastica, esta apresenta um fio longo (cerca de 1
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cm) entre a massa celular e a alca; média, quando um fio mais curto é observado e pouca
elasticidade, na auséncia de fio.

Quanto ao muco, os isolados que apresentam pouco muco exibem uma massa celular de
aspecto mais seco e menos abundante, enquanto as categorias médio e muito muco mostram
um crescente aspecto viscoso e mais abundante.

Nas colegcbes de Pseudomonas spp fluorescentes obtidas no Laboratério de Ecologia
Molecular Microbiana observou-se que a forma e tipo de borda nao sao aspectos relevantes
para diferenciar os isolados, predominando aqueles com forma circular e borda lisa. A maioria
dos isolados destas colegdes mostra coloracao nos tons de amarelo citados. No entanto, as
demais caracteristicas apresentam um consideravel grau de diferenciacdo entre os isolados.

Apds identificacdo de alguns isolados pelo “kit API20NE” observou-se que aqueles
classificados como A. fluorescens apresentaram, em sua maioria, pouca elasticidade, enquanto
que aqueles identificados como A. putida mostraram muita elasticidade. Provavelmente, esta
caracteristica é importante na diferenciacdo entre as espécies deste género, no entanto, faz-se
necessario verificar se ha reprodutibilidade desta observacao em outros estudos.

Observou-se que a caracterizacao morfoldgica foi relevante como ponto de partida no
estudo da diversidade das populacdes de Pseudomonas spp. fluorescentes nos sistemas de
producdo organica de olericolas e frutiferas e de plantio direto na sucessao trigo-soja. Analises
genotipicas tais como as que empregam técnicas do tipo PCR-RAPD, devem ser realizadas para
determinacdo segura do agrupamento filogenético e avaliagdo de variabilidade através do

polimorfismo intra-especifico.




