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INTRODUGAO

A necessidade de remediar efeitos de contaminacao de solos com residuos de agrotoxicos levou
ao desenvolvimento de tecnologias que enfatizam o uso de bactérias degradadoras de herbicidas em
processo de biorremediagao, associado a plantas fitorremediadoras. Um exemplo dessa situagao é o
emprego continuado do herbicida clomazona ou uma maior flexibilidade de doses que podem acumular
residuos no solo e provocar efeitos em diferentes espécies vegetais utilizadas em rotagdo com o arroz
irrigado (MATTOS et al., 2007). Porém, clomazona pode ser degradado no solo, principalmente, por
microrganismos, ocorrendo, consequentemente, o seu desaparecimento e/ou detoxificagdo (MATTOS
et al., 2005). Estudos demonstram que, em solos hidromarficos, existem bactérias com capacidade para
degradar o clomazona como Pseudomonas fluorescens CMM1 (MATTOS; THOMAS, 1996). Pseudomonas
tém a capacidade de utilizar um grande nimero de compostos organicos complexos e raros como fonte
de carbono e energia (BARBIERI, 1990), sendo capazes de rapidamente desenvolver novas atividades
metabdlicas em resposta a mudancgas nas condigbes edafoclimaticas. No entanto, ainda sdo poucos os
estudos que utilizam tecnologias de biorremediacéo in situ para mitigacéo de residuais de clomazona
no solo, necessitando de pesquisas para avaliagao do uso de bactérias biodegradadoras encapsuladas,
como P. fluorescens CMM1, associados as plantas fitorremediadoras, como o azevém (Lolium multiflorum
Lam.), para biorrecuperacao de solos com residuais de clomazona.

O objetivo deste trabalho foi analisar o perfil de agucares de bactérias isoladas de solo em processo
de biorremediac¢ao do herbicida clomazona, visando a identificacdo de espécies de Pseudomonas e do
acesso P. fluorescens CMM1 encapsulado.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em condi¢des de laboratério e campo, na Embrapa Clima Temperado,
Pelotas, RS. Amostras de solo e de plantas de azevém foram coletadas de uma area experimental (120
m?) sob processo de biorremediacado do herbicida clomazona com P. fluorescens CMM1 encapsulada,
em Planossolo Haplico da Estacdo Experimental Terras Baixas. Os tratamentos compreenderam: (T1)
P. fluorescens encapsulada; (T2) P. fluorescens encapsulada + azevém, dispostos em duas parcelas
subdivididas em quatro faixas. Coletou-se uma amostra de solo composta por dez amostras simples, em
uma area de 1m? a partir do ponto principal de cada faixa, a profundidade de 0-5 cm. Para o isolamento
das bactérias, as amostras de solo (10g) foram diluidas (102 a 10#) em 90 mL de agua destilada estéril e
100ul de cada diluicdo foram semeadas em trés placas de Petri, por meio da técnica de espalhamento com
a alga de Drigaski, utilizando-se o meio de cultura Thorton’s. As placas foram incubadas a 28 °C por 24h.
Para o isolamento das bactérias da rizosfera do azevém, coletaram-se dez plantas inteiras (parte area
+ raizes com o solo rizosférico aderido) aleatoriamente na area de 1m? de cada faixa. Amostras simples
da rizosfera (100g) das plantas foram homogeneizadas, resultando em quatro amostras compostas (1kg
faixa). Ap6s, o isolamento das bactérias do solo rizosférico foi o mesmo descrito acima para o solo. Todas
as bactérias isoladas do solo e da rizosfera do azevém que apresentaram caracteristicas morfolégicas
das colbonias (cor, borda, elevacao, forma, superficie e caracteres épticos) tipicas do acesso CMM1 de
P. fluorescentes (acesso de referéncia), foram selecionadas, purificadas em meio Agar Nutriente. Apés,
foram repicadas para meio King A e King B visando avaliagdo do crescimento e fluorescéncia (KING et
al.,1954). Os isolados que apresentaram fluorescéncia visualizada sob luz UV (366 nm) foram submetidos
aos seguintes testes de agulcares para deteccao da fermentacao de carboidratos: Hugh e Leifson, Agar
Triplo Agucar Ferro (TSI), Vermelho de Metila (VM) e crescimento em Agar Cetrimide e Acido Nalidixico
(ACAN), visando a diferenciacédo de géneros e identificacdo de espécies bacterianas.
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O teste Hugh e Leifson foi realizado conforme Collins; Lyne’s (2004), com as fontes de carboidratos
glicose e lactose, observando-se que bactérias que apresentam metabolismo oxidativo produzem acidos
somente em tubos aerdbios e, aquelas com metabolismo fermentativo, produzem acidos em ambos os
tubos (aerdbios e anaerdbios). Para o teste TSI empregou-se a metodologia descrita em Cappuccino e
Sherman (1983), observando-se a coloragdo vermelha no apice e base dos tubos sem produgao de gas,
indicativo de isolado ndo fermentador de glicose, sacarose e lactose. O teste VM foi conforme Merck
(1996), observando-se a coloragao amarela do caldo (meio alcalino), indicativo de que nao sao bactérias
da familia Enterobacteriaceae. Para o teste ACAN o meio foi preparado descrito em Merck (1996),
observando-se o crescimento com formagao de pigmento fluorescente que indica a presenga de bactérias
da espécie Pseudomonas aeruginosa. Realizou-se uma analise de agrupamento hierarquica utilizando a
distancia de Mannhattan e o método da Ligacao Média para os dados da analise dos agucares.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na etapa do isolamento de bactérias do solo, foram obtidos 180 isolados e selecionados 35
com caracteristicas morfolégicas das colbnias semelhantes ao género Pseudomonas. Espécies de
Pseudomonas (P. mandelii, P. monteilii, P. putida, P. veronii,) ttm sido associadas com a rizosfera do arroz
(RANGARAJAN et al., 2002). Com base no crescimento em meio King B com producédo de pigmento
fluorescente, selecionaram-se 30 isolados (AP23, AP24, AR21, AR22, AR23, AR24, AR27, AR28, AR29,
AR210, AR211, AR212, AR213, AR214, AR219, AR226, AR227, AR31, AR33, AR34, AR35, AR44, BR26,
BR34, CR21, CR23, CR24, CR33, CP22, DR214), enquanto que no meio King A cinco isolados produziram
esse pigmento (AP24, AR44, AR213, CR33, DR214), podendo indicar a produc¢ao de pigmentos phenazine
(SNEATH, 1986). P. aeruginosa tem ampla distribuicao sendo competitiva para colonizar varios ambientes,
incluindo solo e raizes de plantas (STENDLEIR et al., 2009). O perfil de agucares desses isolados refletiu
o metabolismo fermentativo ou oxidativo de carboidratos, sendo obtida similaridade em torno de 80% e
a formacéao de trés grupos somente pela variavel crescimento em ACAN (Figura 1), que indica espécies
do género Pseudomonas. Porém, quando colbnias produzem o pigmento verde-azulado (piocianina) no
ACAN, evidencia provavel P. aeruginosa (GOTO; ENOMOTO, 1970). O grupo 1 foi o que apresentou a
maior homogeneidade englobando 26 acessos, inclusive o acesso referéncia (CMM1), com crescimento
sem producgao de pigmento. Os acessos AR34, BR26 e CR23 (Grupo 2) apresentaram crescimento com
producao de pigmento castanho avermelhado, necessitando de provas de confirmacgao para P. aeruginosa.
Os acessos AP23 e AR28 (Grupo 3) nao apresentaram crescimento em ACAN. Considerando-se que o
maior numero de acessos que formaram grupo com CMM1 apresentaram metabolismo oxidativo, ou seja,
nao fermentaram nem glicose, lactose e sacarose, caracteristico do género Pseudomonas, péde-se inferir
qgue a bactéria encapsulada colonizou a rizosfera do azevém e estabeleceu uma populagao no solo.
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CONCLUSOES

Distintas espécies do género Pseudomonas com metabolismo oxidativo colonizam a rizosfera do
azevem.

Pseudomonas fluorescens CMM1 encapsulada tem potencial de colonizar o solo e a rizosfera do
azevem
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