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Isolamento e caracterizacédo de bactérias promotoras de crescimento
em morangueiro .
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RESUMO: O morangueiro é cultivado em diferentes
regides do Brasil e embora seja uma cultura de
importéncia social e econdmica relevante, os custos
elevados de produgdo é um fator limitante a
exploracdo por agricultores familiares. Uma
alternativa potencial para reducdo da quantidade de
insumos na agricultura é o uso de bactérias
promotoras de crescimento de plantas. O objetivo
deste trabalho foi isolar, avaliar e selecionar
bactérias promotoras de crescimento a partir de solo
rizosférico e tecidos radiculares de morangueiro.
Colbnias bacterianas foram isoladas em meios de
cultura NFB e LGI e foram caracterizadas quanto a
producdo de &acido indolacético e solubilizagdo de
fosfato in vitro. Todas as bactérias isoladas
apresentaram caracteristicas diazotroficas. A
guantidade e diversidade de isolados de bactérias
promotoras de crescimento foi maior no ambiente
endofitico. O isolado IFSC Fa 12 possui potencial
para avaliagdo em ensaios em casa de vegetacgéao.

Termos de indexacdo: agricultura,
bioldgica de nitrogénio, diversidade.
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INTRODUCAO

O morango (Fragaria x ananassa Duch. ex
Rozier) é cultivado em diferentes partes do mundo,
incluindo  regides  subtropicais, tropicais e
temperadas. Essa cultura é de grande importancia
econdmica e social em muitas regides do Brasil,
pois o consumo da fruta vem aumentando nos
Ultimos anos e o cultivo se caracteriza pela
agregacdo de contingente consideravel de méo de
obra familiar rural (Oliveira & Scivittaro, 2006). No
entanto, devido aos elevados custos de producéo
desta cultura, muitas vezes ndo é considerada pelos
agricultores, sendo que estratégias que visam a
reducdo de insumos podem diminuir os custos de
producdo e tornar esta atividade de cultivo mais
rentavel e atrativa aos agricultores familiares.

Uma alternativa que vem sendo relatada para
reducdo do uso de insumos na agricultura se da
pelo uso de bactérias promotoras de crescimento de

plantas. Tais micro-organismos, que estdo
naturalmente presentes na rizosfera das plantas,
podem viver dentro, sobre ou em torno dos tecidos
radiculares e estimular o crescimento das plantas
por meio de fixagdo biolégica de nitrogénio,
biossintese de fito-hormdnios e solubilizacdo de
fosfatos, por exemplo (Lugtenberg & Kamilova,
2009). Diversas rizobactérias vém sendo relatados
como promotores de crescimento em plantas (Hayat
et al., 2010), sendo que Azospirillum e Bacillus
sdo 0s géneros de bactérias mais encontrados em
morangueiro (Tortora et al.,, 2011). No entanto,
poucos trabalhos foram realizados no Brasil visando
isolar e selecionar potenciais bactérias promotoras
de crescimento do morangueiro. Assim, 0 objetivo
deste trabalho foi isolar, avaliar e selecionar
bactérias promotoras de crescimento a partir de solo
rizosférico e tecidos radiculares de morangueiro.

MATERIAL E METODOS

Dez amostras de plantas e solo rizosférico de
morangueiro foram coletadas em area de cultivo e
producdo orgénica no municipio de Painel, regido
serrana do estado de Santa Catarina (27°54'59"S
49°59'36”0, altitude 1.226 m). Apds coleta, as
amostras foram acondicionadas em sacos plasticos
e enviadas ao laboratério de Biotecnologia da
Epagri Estacdo Experimental de Lages para serem
processadas. O isolamento das bactérias
promotoras de crescimento presentes no solo
rizosférico e na superficie e interior das raizes foi
realizado de acordo com metodologia proposta por
Ddbereiner et al. (1995).

Apos o isolamento foi realizado a caracterizagdo
morfoldgica das coldnias bacterianas com relagéo a
cor, transmiténcia da luz e gomosidade em placas
de Petri contendo meio Batata Dextrose Agar
(BDA). Com base na caracterizacdo fenotipica, foi
determinada a diversidade dos isolados pelo indice
de Shannon-Wiener (H’). A capacidade de fixacdo
biologica de nitrogénio (carater diazotréfico) foi
determinada pela constatacdo de formacdo de
pelicula caracteristica apos inoculacao dos isolados
bacterianos nos meios de cultura NFB e LGI



(Dbbereiner et al., 1995).

A producéo de &cido indolacético foi avaliada de
acordo com os procedimentos descritos por Asghar
et al. (2002). Os isolados foram cultivados em meio
de cultura NFB suplementado com 50 mg L-1 de L-
triptofano. Depois de 48 h, as suspensdes
bacterianas foram centrifugadas (10.000 rpm por 5
minutos) e aliquotas de 60 pL do sobrenadante
foram transferidas a microplaca de poliestireno para
reagirem com 40 uL da solucdo de Salkowski. Apds
30 minutos, As amostras que apresentarem
coloragdo rosa foram consideradas como positivas e
de acordo com a intensidade de cor, os isolados
foram divididos em trés classes (baixa, média e alta
producéo relativa de acido indolacético).

A capacidade de solubilizacdo de fosfato foi
determinada em placas de Petri contendo meio de
cultura com fonte de fosfato insoltvel (glicose, 10 g
L-1; extrato de levedura, 0,1 g L-1; MgS04.7H20,
0,25 g L-1; CaCl2, 0,1 g L-1; Ca3(P0O4)2, 2,5 g L-1;
agar, 15 g L-1; pH 7,2) (Nautiyal, 1999). Aliquotas
de 10uL das suspensdes bacterianas, com trés
repeticbes por isolado, foram transferidas a
superficie do meio de cultura e as placas foram
incubadas em estufa a 32°C por sete dias. A
formagdo de um halo transparente indicou a
solubilizacdo do fosfato pelos isolados. Foram
determinados os didmetros das coldnias e dos halos
formados para estimar o indice de solubilizagdo de
fosfato (ISF), de acordo com a equagédo ISF (%) =
(9 colbnia/ @ halo) x 100, na qual @ colbénia e &
halo representam os didametros das col6nias e do
halo formado, respectivamente. Os dados de ISF
foram submetidos a analise de variancia (teste F)
seguido de teste de separacdo de médias (Scott-
Knottp, <0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram obtidos 24 isolados bacterianos que
apresentaram caracteristica de formacgéo de pelicula
em meio de cultura NFB ou LGI, indicando a
capacidade de fixacdo bioldgica de nitrogénio em
meio de cultura (Tabela 1). Destas bactérias
diazotroficas, 58% foram isoladas de raizes
desinfestadas (endofiticos), 33% das raizes nao
desinfestadas  (rizosféricos) e 8%  foram
provenientes do solo rizosférico. Resultado
semelhante foi obtido por Pedraza et al. (2007), que
observou um maior numero de bactérias
diazotréficas endofiticas presentes em raizes de
plantas de morangueiro. Além disso, a
caracterizacdo de morfologia das coldnias indicou
variagdo na diversidade de bactérias presentes em
cada ambiente, sendo que o ambiente endofitico
apresentou a maior diversidade de micro-
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organismos (H’: 2,243) em comparagao ao ambiente
rizosférico (H’: 1,733) e solo (H: 0,6931), avaliados
pelo indice de Shannon.

Com relagdo as caracteristicas de promocao de
crescimento, todos os isolados foram capazes de
produzir auxinas em meio de cultura, sendo que os
isolados IFSC Fa 02, IFSC Fa 11, IFSC Fa 12 e
IFSC Fa 23 foram o0s micro-organismos que
apresentaram a coloracdo rosada mais intensa in
vitro (Tabela 1), indicando os maiores valores de
producdo de equivalentes ao acido indolacético. Os
isolados IFSC Fa 12, IFSC Fa 03, IFSC Fa 04, IFSC
Fa 22, IFSC Fa 21, IFSC Fa 15, IFSC Fa 20, IFSC
Fa 19 e IFSC Fa 18 apresentaram a caracteristica
de solubilizacdo de fosfato tricalcico, sendo que os
isolados IFSC Fa 12 e IFSC Fa 03 foram os micro-
organismos que apresentaram o0s maiores indices
de solubilizacdo de fosfato (Figura 1).
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Figura 1 - indice de solubilizagio de fosfato (ISF%)
de bactérias isoladas de plantas de morango.
Médias seguidas da mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade de erro.

Poucos estudos foram realizados para isolamento
de bactérias promotoras de crescimento em
espécies de Fragaria e apenas recentemente
algumas descobertas nessa éarea (Tortora et al.,
2011). O isolado IFSC Fa 12 além de apresentar
caracteristica diazotrofica, foi o isolado que
apresentou maior indice de solubilizagdo de fosfato
e capacidade de producéo de equivalentes ao acido
indolacético, indicando que este micro-organismo
tem potencial para ser avaliado em ensaios em casa
de vegetacao.

CONCLUSOES

Foi possivel isolar micro-organismos promotores
de crescimento de plantas de morangueiro, sendo
gue existe uma maior diversidade de micro-
organismos no ambiente endofitico. Todas as
bactérias isoladas apresentaram caracteristicas
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diazotréficas. O isolado IFSC Fa 12 possui potencial
para ensaios em casa de vegetagéo.
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Tabela 1 — Caracteristicas morfolégicas, producéo de acido indolacético (AlA) e solubilizacdo
de fosfato (SF) de bactérias diazotréficas isoladas de solo rizosférico e de raizes de plantas
de morangueiro.

Isolado ﬁgg?;?;ge AIA®Y  SE®@  Cor da colbnia Trar(ljzrrll_itjézncia Gomosidade
IFSC Fa 01 Endofitica ++ - Branca Opaca Seca
IFSC Fa 02 Rizosférica +++ - Branca Opaca Seca
IFSC Fa 03 Rizosférica + + Branca Translacida Seca
IFSC Fa 04 Endofitica + + Amarela Transllcida Gomosa
IFSC Fa 05 Endofitica + - Branca Opaca Seca
IFSC Fa 06 Solo + - Branca Opaca Seca
IFSC Fa 07 Endofitica + - Amarela Opaca Gomosa
IFSC Fa 08 Solo + - Branca Translucida Seca
IFSC Fa 09 Endofitica + - Amarela Opaca Gomosa
IFSC Fa 10 Rizosférica + - Amarela Opaca Gomosa
IFSC Fa 11 Rizosférica +++ - Amarela Translucida Gomosa
IFSC Fa 12 Endofitica +++ + Branca Opaca Seca
IFSC Fa 13 Rizosférica + - Amarela Opaca Gomosa
IFSC Fa 14 Endofitica ++ - Branca Translucida Seca
IFSC Fa 15 Endofitica + + Branca Translucida Seca
IFSC Fa 16 Endofitica + - Branca Translucida Seca
IFSC Fa 17 Endofitica + - Amarela Opaca Seca
IFSC Fa 18 Endofitica + + Amarela Opaca Seca
IFSC Fa 19 Endofitica + + Branca Translucida Gomosa
IFSC Fa 20 Rizosférica + + Branca Translucida Seca
IFSC Fa 21 Rizosférica + + Branca Opaca Seca
IFSC Fa 22 Endofitica + + Amarela Translucida Seca
IFSC Fa 23 Endofitica +++ - Amarela Opaca Gomosa
IFSC Fa 24 Rizosférica + - Branca Transllcida Gomosa

@ AlA: Acido indolacético.
@ Solubiliza¢do de Fosfato.



