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Apresentacao

As atitudes de usar com responsabilidade os recursos naturais (solo,
agua, ar, flora, fauna, energia), de preservar e conservar a natureza sao
cada vez mais necessdrias para a sociedade moderna acarretando em
uma busca constante por sistemas de producdo agropecudrios apoiados
em principios ecoldgicos e naturais.

Dentro desse cendrio, a Embrapa Agrobiologia construiu o seu

atual plano diretor de pesquisa, desenvolvimento e inovacdo com

a seguinte missdo “gerar conhecimentos e viabilizar tecnologias e
inovacao apoiados nos processos agrobiolégicos, em beneficio de uma
agricultura sustentdvel para a sociedade brasileira”.

A série documentos se constitui em uma linha de publicac6es que visa
disponibilizar informacGes relevantes das mais diversas etapas dos
processos de pesquisa cientifica e tecnoldgica. Podem disponibilizar
revisGes de literatura sobre temas relevantes, relatérios técnicos, um
determinado procedimento metodoldgico, levantamentos de campo,
entre outros tipos de conteudo.

A presente publicacao intitulada “Levantamento e caracterizacao
morfocultural de bactérias fluorescentes isoladas a partir de solo apds o



cultivo de hortalicas em sistema organico de producao” tem indicacéao
para todos aqueles interessados em conhecer mais sobre o assunto,
portanto, boa leitura.

Eduardo Francia Carneiro Campello
Chefe Geral da Embrapa Agrobiologia
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Levantamento e
caracterizacao morfocultural
de bactérias fluorescentes
isoladas a partir de solo
apo6s o cultivo de hortalicas
em sistema organico de
producao

Anelise Dias, Jaqueline Fernandes Carvalho,
Vinicius Gomes da Silva Vasconcelos, Silvana
Gomes dos Santos, Gustavo Ribeiro Xavier, Norma
Gouvéa Rumjanek, Raul de Lucena Duarte Ribeiro

Introducéo

No Brasil, embora o consumo de hortalicas ainda esteja abaixo do
que recomenda a Organizacdo Mundial da Saude, o faturamento
da cadeia de producdo representa 12,4% do Produto Interno Bruto
do agronegdcio, que € de R$ 163,5 bilhGes o que tem levado a um
crescente interesse em desenvolver tecnologias para incrementar a
producéo e diminuir as perdas apods a colheita (ANUARIO..., 2010).

Uma das estratégias que vem sendo propostas € o enriguecimento

da rizosfera dessas plantas com bactérias promotoras de crescimento
de plantas (BPCPs) que podem favorecer a produgcdo de mudas

mais vigorosas. Dentre as BPCPs, destacam-se Pseudomonas spp.
fluorescentes que se estabelecem nas sementes e raizes das hortalicas
e as protegem do ataque de fitopatdgenos habitantes do solo,
produzem reguladores de crescimento, solubilizam fosfatos e induzem
tolerdncia a estresses ambientais (COMPANT et al. 2005, GLICK,
2010; YANG et al. 2008; YAO et al. 2010).

Para obtencdo de populacées de pseudomonas preconiza-se o
isolamento a partir de sistemas diversificados, como o que ocorre na
Fazendinha Agroecoldgica Km 47, onde as diversas praticas de manejo
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adotadas, tais como os policultivos, o uso de plantas de cobertura do
solo e a incorporacdo de insumos de origem bioldgica, estimulam a
diversidade microbiana do solo (ALTIERI, 1999; NEVES et al., 2005).
Além disso, nesse agroecossistema, tem se observado reducdo na
frequéncia de fitomoléstias causadas por fungos e bactérias habitantes
do solo, o que possivelmente se relaciona ao estabelecimento de
grupos de microrganismos antagonistas como as pseudomonas
fluorescentes.

Assim, o objetivo do presente estudo foi realizar um levantamento

de bactérias do grupo de pseudomonas fluorescentes a partir de

solo de canteiro apds o cultivo com cinco hortalicas no Sistema
Integrado de Producdo Agroecoldgica (Fazendinha Agroecolégica Km
47), caracteriza-las quanto as propriedades morfoculturais e perfis
bioquimicos. Indicar isolados representantes dos grupos morfocultarais
e bioquimicos em funcéo da espécie olericola para depdsito na Colecéao
de Bactérias Diazotréficas e Multifuncionais da Embrapa Agrobiologia
visando a preservacio da biodiversidade ex-situ, disponibilizando o
germoplasma para estudos futuros.

Area de estudo

Foram realizadas coletas de solo em canteiros apds o cultivo de
hortalicas no Sistema Integrado de Producdo Agroecolégica (SIPA) no
municipio de Seropédica (coordenadas 22°46'59"” S, 43°40'45" W

e 33m). O SIPA é um projeto de cooperacao técnica entre a Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecudria (Embrapa Agrobiologia e Embrapa
Solos), a Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ) e

a Empresa de Pesquisa Agropecudria do Estado do Rio de Janeiro
(Pesagro-Rio/ Estacdo Experimental de Seropédica) (ALMEIDA, GUERRA
e RIBEIRO, 2003).

As coletas foram realizadas na Gleba X onde predomina o solo da
classe Argissolo vermelho amarelo (Fig. 1). O histdrico de cultivo da
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M

: Gleba X (arguissolo vermelho amaré )

Fig. 1. Imagem aérea da drea do SIPA e em detalhe o localizacdo dos canteiros de

hortalicas a partir dos quais foram obtidos os isolados bacterianos fluorescentes.

drea apresenta o plantio de diversas culturas olericulturas. Em junho
de 1993 quando foi implantada a primeira horta foi feita a calagem

de acordo com a recomendacao pela anadlise de solo. O calcério foi
misturado ao gesso e como fonte de fésforo foi utilizado termofosfato.
Até o momento, o manejo adotado prioriza o controle a erosao, a
preservacao da biota no sistema solo/ planta, uso de plantas de
cobertura, adubacao verde, compostagens e outros insumos de
origem orgdnica. Olericolas sdo cultivadas em sistema orgénico, em
rotacdo, consdrcio, sem aplicacdo de agrotdxicos e sem adicao de
nitrogénio industrializado. As principais culturas conduzidas sao alface,
couve, rucula, salsa, cebolinha, brécolis, chicdria, abdbora, berinjela,
feijao-de-vagem, cenoura, inhame, card, dentre outras (NEVES et al.,
2005).

11
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Amostragem

Foram obtidas trés amostras de solo compostas a partir de trés
tradagens (0-20 cm de profundidade) em um canteiro de cada hortalica,
15 dias apds o cultivo de couve-de-folha (Brassica oleracea cv.
acephala), alface (Lactuca sativa), salsa (Petroselinum sativum), ricula
(Eruca sativa) e cebolinha (Allium fistulosum).

Isolamento das bactérias do solo

Retirou-se uma aliqguota de 10 g de solo, transferiu-se para 100 ml de
solucédo de cloreto de sdédio (0,85% m v') e agitou-se por 30 minutos
a 200 rpm em “shaker orbital”. A partir dessa suspensdo, foram
preparadas diluicées seriadas até 10, e de cada diluigdo retirou-

se 100 ul e espalhou-se na superficie de placas de Petri contendo o
meio King B (KING et al., 1954) adicionado de ampicilina (50 pg ml"),
cloranfenicol (12,5 pg ml") e cicloheximida (100 ug ml'). Todas as
diluicées foram plagueadas em triplicata e incubadas a 29°C por 48 h.
As colbnias que fluoresceram sob luz UV (STANIER et al., 1966) foram
armazenadas em microtubos contendo King B liquido com 50% de
glicerol a -20°C e a -80°C.

Caracterizacdao morfocultural e
bioquimica dos isoladoss

Para caracterizacdo bioquimica foi utilizado o sistema APl 20NE
(Analytab Profile Index, BioMerieux Vitek Inc., Hazelwood, MO) de
acordo com as instrucdes do fabricante. Apds inoculacdo dos isolados,
os sistemas foram incubados por 24 e 48 h a 30°C. As leituras dos
testes de reducdo de nitrato, degradacao do triptofano e fermentacéao
da glicose foram efetuadas apés 24 h e as demais apés 48 h.

Todos os isolados foram caracterizadas de acordo com metodologia
adaptada de Ferreira et al. (2009). Adotaram-se os seguintes
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pardmetros morfoculturais: tamanho (didmetro entre 1 a2 mm, >2 a

3 e >3 mm), forma (circular ou irregular), bordo (liso ou recortado),
aspecto (homogéneo ou heterogéneo), cor (amarelo, creme ou branco),
elevacdo (presente ou ausente), producdo de muco (pouca, média ou
muita), elasticidade do muco (pouca, média ou muita), aderéncia ao
meio de cultura (presente ou ausente) e intensidade da fluorescéncia
(baixa, média ou alta). Os dados referentes a caracterizacao
morfocultural e bioquimica foram submetidos a calculos de similaridade
com o coeficiente Jaccard por meio do programa NTSYSpc versdo 2.10
(Applied Biostatistics Inc. New York).

Caracterizacao da colecao

Um total de 52 isolados foi obtido a partir do solo de canteiros apds
o cultivo de alface, couve, rdcula, salsa e cebolinha. Destes, 9 foram
obtidos de alface, 7 de cebolinha, 12 de couve, 20 de ricula e 4

de salsa.

De acordo com os testes bioquimicos, o conjunto de isolados foi
dividido em 13 grupos com perfil idéntico a P. putida (25 isolados),
Acinetobacter baumannii (10 isolados), Burkholderia cepacia (trés
isolados), P. luteola (um isolado), Stenotrophomonas maltophilia (dois
isolados) e perfil inconclusivo (11 isolados) (Fig. 2).

Os isolados com perfil idéntico a P. putida se dividiram em trés
subgrupos (designados como a, b e c) e os isolados com perfil
inconclusivo em cinco. A Tab. 1 mostra o nimero de isolados com perfil
idéntico a cada grupo bioquimico de acordo com o canteiro de origem.

No presente estudo, os isolados que apresentaram perfil idéntico aos do
género Pseudomonas apresentaram reacao negativa para degradacdo
do triptofano, fermentacdo anaerdbica da glicose e utilizacao do
manitol. A maioria desses isolados usou arabinose, caprato, adipato,
malato, citrato, dcido fenilacético e gluconato de potdssio para o
crescimento.
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Fig. 2. Dendrograma dos isolados bacterianos obtidos de solo de canteiro apds o cultivo
de hortalicas sob cultivo orgénico, formado a partir de caracteristicas bioquimicas
(Sistema API 20 NE); Pi: perfil inconclusivo.

O isolado caracterizado como P. /uteola diferiu dos isolados com
perfil idéntico a P. putida devido a capacidade de utilizar nitrato
como aceptor de elétrons na auséncia de oxigénio, hidrolizar esculina
e gelatina, produzir B-galactopiranosidase, e usar manose, n-acetil
glucosamina e maltose. A incapacidade de liquefazer a gelatina, ndo
produzir pigmentos fenazihicos e nao reduzir nitrato por P. putida
sdo caracteriSticas que classicamente separam essa espécie de P.
fluorescens e P. aeruginosa.
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Tabela 1. Caracterizacdo bioquimica (Sistema APl 20NE) de bactérias fluorescentes
isoladas de canteiros apds o cultivo de hortalicas sob cultivo orgénico.

A P. putida (a) 2 3 4 5 1 15
B P. putida (b) 0 1 1 2 1 5
C P. putida (c) 2 0 2 0 1 5
D A. baumannii 2 1 3 4 0 10
E B. cepacia 1 1 1 0 0] 3
F P. luteola 0 0 0 1 0 1
G S. maltophilia 0 1 0] 1 0 2
H Pi’ 2 0 1 7 1 11
TOTAL 9 7 12 20 4 52

' Perfil inconclusivo

O perfil bioquimico dos isolados do grupo Acinetobacter foi semelhante
aos isolados do grupo das pseudomonas - foram incapazes de utilizar
triptofano, manitol e fermentar a glicose, mas usaram glicose,
arabinose, caprato, malato, citrato e dcido fenilacético como fontes

de carbono. Esse grupo de isolados diferiu de P. /uteola devido a
incapacidade de desnitrificar nitrato e produzir gelatinase. Diferiu dos
isolados com perfil idéntico a P. putida por ndo produzirem arginina
diidrolase e pela incapacidade de usar gluconato de potdssio.

O grupo dos isolados com perfil inconclusivo apresentou um conjunto
de reac6es semelhante ao grupo das Burkholderia cepacia que se
distinguiram devido a capacidade de degradar o triptofano, presenca de
metabolismo fermentativo anaerdbico e uso do manitol.

O grupo das Stenotrophomonas se diferenciou de P. putida devido a
incapacidade do primeiro em utilizar arabinose, gluconato de potdssio e
acido fenilacético.

O perfil bioquimico de cada isolado com os resultados de 20 reacdes
bioquimicas diferentes encontra-se descrito no Anexo 1.
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Os isolados foram caracterizados utilizando-se atributos da colénia e do
muco e a maioria apresentou colénias com forma circular e auséncia

de aderéncia ao meio de cultivo. De acordo com as caracteristicas

das coldnias os isolados foram distribuidos em oito grupos de tipos
morfoculturais (TMC). Os isolados com TMC | apresentaram col6nias
com bordo recortado e muita producdao de muco em contraste com os
isolados com TMC Il, com colénias de bordo liso, heterogéneas e pouca
producado de muco. Com TMC lll prevaleceram colénias com elevacgéo,
enguanto que no TMC IV as colénias foram planas. Os isolados com
colénias amarelas prevaleceram no TMC V em contraste, no TMC VI
todos apresentaram col6nias creme. No TMC VIl todos os isolados
apresentaram colénias homogéneas, média producdao de muco e média
a alta elasticidade, enquanto que no TMC VIII os isolados também
apresentaram col6nias homogéneas e se distinguiram do grupo anterior
em funcédo da pouca elasticidade. A Tab. 2 mostra a distribuicdo dos
isolados e respectivos TMC de acordo com o canteiro de origem.

O perfil morfocultural de cada isolado encontra-se descrito no Anexo 2.

Tabela 2. Caracterizagcdo morfocultural e agrupamento de bactérias fluorescentes
obtidas de solo de canteiro apds o cultivo de hortalicas.

I 2 0 2 3 0 7
I 1 1 0 3 2 7
[ 2 2 6 5 0 15
v 0] 1 1 1 0 3
\% 2 0 1 0 0 3
\| 1 1 1 3 1 7
VI 1 2 1 4 0 8
VIl 0 0 0 1 1 2
TOTAL 9 7 12 20 4 52

"TMC = Tipo morfocultural
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Consideracodes finais

Do total de 52 isolados, 43 apresentaram perfis semelhantes aos
depositados na base de dados do Sistema API 20 NE. Destes, 37
serdo depositados na Colecdo de Culturas de Bactérias Diazotréficas
e Multifuncionais com fins de preservar a diversidade de bactérias
fluorescentes presentes no solo de cultivos de cinco hortalicas em
sistema orgénico de producdo (Tab. 3).

Tabela 3. Agrupamento de bactérias fluorescentes obtidas de canteiros de
hortalicas de acordo com a caracterizagdo bioquimica (Sistema API 20 NE) e tipos
morfoculturais (TMC).

C041 A. baumannii | Couve Sim
RU211 A. baumannii Il Rucula Sim
AL 124 A. baumannii 11 Alface Sim
CE21 A. baumannii 11 Cebolinha Sim
C0133 A. baumannii 1 Couve Sim
C042 A. baumannii 11 Couve Nao
RU218 A. baumannii 11 Rucula Sim
RU 103 A. baumannii v Rucula Sim
AL 114 A. baumannii V Alface Sim
RU31 A. baumannii VI Rucula Sim
AL84 B. cepacia I Alface Sim
co184 B. cepacia \% Couve Sim
CE45 B. cepacia VII Cebolinha Sim
RU83 P. luteola VI Rucula Sim
RU23 P. putida (a) | Rudcula Sim
AL 29 P. putida (a) Il Alface Sim
CE33 P. putida (a) 1] Cebolinha Sim
RU26 P. putida (a) 1] Rudcula Sim
AL 164 P. putida (a) 1 Alface Sim
CE44 P. putida (a) 11 Cebolinha Sim
Cco163 P. putida (a) 1 Couve Né&o
C029 P. putida (a) 11 Couve Nao
C034 P. putida (a) 1 Couve Sim
RU210 P. putida (a) Il Rudcula Né&o
RU212 P. putida (a) 1] Rucula Sim
CO31 P. putida (a) \% Couve Sim

Pi = perfil inconclusivo
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Tabela 3. Agrupamento de bactérias fluorescentes obtidas de canteiros de
hortalicas de acordo com a caracterizagdo bioquimica (Sistema API 20 NE) e tipos
morfoculturais (TMC). (cont.)

CE32 P. putida (a) VI Cebolinha Sim
RU 164 P. putida (a) VI Rucula Sim
SA 25 P. putida (a) VIl Salsa Sim
RU38 P. putida (b) | Rdcula Sim
RU34 P. putida (b) 1] Rdcula Sim
SA 21 P. putida (b) 1] Salsa Sim
c028 P. putida (b) 1 Couve Sim
CE31 P. putida (b) \Y} Cebolinha Sim
AL 25 P. putida (c) | Alface Sim
Cc027 P. putida (c) | Couve Sim
AL 24 P. putida (c) VI Alface Sim
SA34 P. putida (c) Vi Salsa Sim
C026 P. putida (c) Vil Couve Sim
RU36 Pi | Rudcula Néo
SA31 Pi 1] Salsa Nao
RU22 Pi 1 Rucula Néao
RU224 Pi ] Rucula Nao
AL 33 Pi \ Alface Nao
C0O24 Pi VI Couve Néao
RU214 Pi VI Rucula Nao
AL 32 Pi VII Alface Nao
RU344 Pi VII Rdcula Nao
RU53 Pi VII Rudcula Nao
RU334 Pi VII Rudcula Nao
CE43 S. maltophilia Vil Cebolinha Sim
RU354 S. maltophilia VIl Rucula Sim

Pi = perfil inconclusivo
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