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Resumo — O objetivo deste trabalho foi caracterizar e agrupar rizobactérias, isoladas de hortaligas, quanto a
morfologia cultural, riqueza e diversidade e avaliar a biossintese de autoindutores N-acil lactonas homoserinas
(ALH) e a capacidade de formagdo de biofilmes. Sete estirpes também foram avaliadas quanto ao potencial de
promogao de crescimento de Brassica oleraceae var. acephala em casa de vegetacdo. Para verificar a produgéo de
ALH, foram realizados ensaios com Agrobacterium tumefaciens estirpe NT1 como sistema reporter. A formagao
de biofilme foi avaliada pelo cultivo do isolado em meio liquido. A promoc¢ao do crescimento foi avaliada apds
inoculagdo das estirpes em plantas de couve-de-folha pela determinagdo da produgdo de massa de matérias fresca
e seca. A maior diversidade morfocultural foi encontrada entre as estirpes isoladas de couve-de-folha. De um total
de 112 estirpes testadas, 13% foram positivas quanto a produ¢do de ALH; de 91 estirpes, 96% foram capazes
de formar biofilmes; e de 79 estirpes, 11% foram positivas para ambas as caracteristicas. Foram observadas
diferencas significativas na massa de matéria seca das raizes com inoculagéo de 10° UFC mL" da estirpe R142,
que incrementou em 55% a massa de matéria seca das raizes de couve, em relagdo ao controle. Nao ha relagdo
entre a capacidade de formar biofilme e a detecgdo de ALH produzidos pelas rizobactérias avaliadas.

Termos para indexagdo: autoindutores, promogao de crescimento, rizobactérias.

Morphocultural characterization, autoinducer biosynthesis and biofilm
formation in rhizobacteria isolated from vegetable crops

Abstract— The objective of this work was to characterize and group rhizobacteria isolated from vegetable crops for
culture morphology, richness and diversity, and to evaluate the biosynthesis of N-acyl homoserine lactone (AHL)
autoinducers and the capacity to form biofilms. Seven strains were also assessed for their potential to promote
plant growth of Brassica oleraceae var. acephala in greenhouse. To test the production of AHL, the indicator strain
Agrobacterium tumefaciens NT1 was used. The formation of biofilms was evaluated by cultivating the isolates
in liquid medium. Growth promotion was evaluated after the inoculation of the strains in kale plants and through
determination of the fresh and dry mass production. The largest morphocultural diversity was found among the
strains isolated from kale. From a total of 112 tested strains, 13% were positive for AHL production, among 91
strains, 96% were capable to form biofilms, and among 79 strains, 11% were positive for both characteristics.
Significant differences were observed in root dry mass of plants inoculated with 10° UFC mL"! of strain R142 that
increased in 55% the root dry mass in comparison to the control. There is no relationship between the capacity to
form biofilms and the detection of the AHL produced by the evaluated rhizobacteria.

Index terms: autoinducers, growth promotion, rhizobacteria.

Introducao

A colonizacdo radicular por rizobactérias fluorescentes
do género Pseudomonas spp. induz o aumento da
produtividade de diversas culturas, em consequéncia da
biossintese de sideroforos, reguladores de crescimento,
antibidticos e hidrolases (Cook, 2007; Compant
et al., 2010). A producdo de metabolitos secundarios
e a formagdo de biofilme podem ser reguladas pelo
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mecanismo de monitoramento populacional ou “quorum
sensing” (QS) (Choudhary et al., 2009). Por meio desse
sistema, seres unicelulares produzem substancias
sinalizadoras, denominadas autoindutores, que se
difundem livremente através da membrana celular para
o meio. A partir de determinada concentragdo, estas
substancias desencadeiam alteragdes na expressao de
genes especificos. Desta forma, o QS permite uma
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resposta coordenada do organismo em fungao da densidade
populacional (Rumjanek et al., 2004).

Uma crescente lista de sinais autoindutores vem
sendo reconhecida, da qual se destacam N-acil lactonas
homoserinas (ALH), peptideos, furanosil di-ester, também
conhecido como autoindutor-2, gama-butirolactonas e
quinolonas (Camilli & Bassler, 2006; Decho et al., 2010).
As bactérias Gram-negativas produzem, em geral, ALH,
e a habilidade na comunicacdo intercelular tem sido
demonstrada em diversas espécies do género Pseudomonas
(Juhas et al., 2005; Veselova et al., 2010). Neste grupo
bacteriano, o sistema QS esta envolvido com a competéncia
rizosférica para regular a mobilidade, tolerancia a estresses,
transferéncia horizontal de genes, surfactantes, antibidticos,
enzimas extracelulares e formagao de biofilmes (Bodman,
2003; Decho et al., 2010).

Os biofilmes bacterianos sao agregados multicelulares
aderidos aum substrato bidtico oundo, inseridos emmatrizes
poliméricas, que sdo geralmente associadas a mecanismos
de QS e que permitem o actimulo de autoindutores (Danhorn
& Fuqua, 2007). Estas matrizes conectam as c€lulas e
consistem basicamente de polissacarideos extracelulares
e podem conter DNA e proteinas (Costerton et al., 1999).
A formagdo de biofilmes protege a populagdo bacteriana
quando inoculada no solo e nas sementes e favorece a
manutencdo de uma densidade populacional para que se
iniciem interagdes benéficas ou deletérias entre a planta e a
bactéria (Danhorn & Fuqua, 2007).

Frequentemente, bactérias que formam biofilmes
produzem ALHs. Estas duas caracteristicas podem ser
consideradas como parametros adicionais a caracterizagao
morfocultural e aos testes de eficiéncia para a selegdo de
bactérias promotoras do crescimento vegetal (Haas &
Défago, 2005).

Os objetivos deste trabalho foram caracterizar e agrupar
rizobactérias isoladas de hortalicas quanto a morfologia
cultural, riqueza e diversidade e avaliar a biossintese
do autoindutor N-acil lactonas homoserinas (ALHs) e
a capacidade de formagdo de biofilmes. Sete estirpes
também foram avaliadas quanto a capacidade de promover
o crescimento de Brassica oleraceae var. acephala em casa
de vegetacao.

Material e Métodos

A colecdo de rizobactérias fluorescentes foi obtida
a partir da coleta de raizes de trés plantas das espécies
couve-de-folha (Brassica oleracea cv. acephala), alface

(Lactuca sativa), salsa (Petroselinum sativum) e rucula
(Eruca sativa), ao final do primeiro terco do ciclo
vegetativo. Essas hortali¢as foram cultivadas no Sistema
Integrado de Produgao Agroecologica (SIPA), conduzido
desde 1993, por meio de convénio de cooperagdo técnica
entre a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(Embrapa Agrobiologia e Embrapa Solos), a
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ)
e a Empresa de Pesquisa Agropecuaria do Estado do
Rio de Janeiro (Pesagro-Rio/Estagdo Experimental de
Seropédica). As raizes finas (1 a 2 mm) de cada espécie
foram agitadas em solucdo salina (0,85% NaCl) por
20 min. De cada suspensdo, retirou-se uma aliquota
de 8 mL que foi centrifugada a 15.700 g por 30 min a
4°C. O sobrenadante foi descartado, e o precipitado foi
ressuspendido em 1 mL de agua destilada e autoclavado
(1atm, 120°C).Apartirdessasuspensao, forampreparadas
diluigdes seriadas até 108, e aliquotas de 100 pL de
cada diluigdo foram aplicadas em meio de cultura King
B sdlido, adicionado com os antibidticos ampicilina
(50 pgmL), cloranfenicol (12,5 pgmL")ecicloheximida
(100 pug mL1). As aliquotas foram incubadas a 29°C por
48 horas, em triplicatas. Apos esse periodo, as colonias
obtidas foram individualmente transferidas para outras
placas de King B e foram novamente incubadas a29°C por
48 horas. A massa celular que cresceu foi analisada sob
luz ultravioleta, e as estirpes que emitiram fluorescéncia
foram armazenadas em meio King B liquido com 50%
de glicerol a -20°C. Foram obtidos 127 isolados.

As estirpes foram caracterizadas de acordo com
os seguintes parametros morfoculturais: tamanho
(<1 mm, entre 1 a 2 mm ¢ >2 mm,), forma (circular ou
oval), borda (lisa ou ondulada), aspecto (homogénea
ou heterogénea), cor (amarela ou creme), transparéncia
(translucida ou opaca), elevagao (presente ou ausente),
producao de muco (baixa, média ou alta), elasticidade
do muco (baixa, média ou alta), aderéncia ao meio
de cultura (presente ou ausente) e intensidade de
fluorescéncia (baixa, média ou alta) por metodologia
adaptada de Ferreira et al. (2009). Os dados referentes
a caracterizagdo morfocultural foram submetidos a
calculos de similaridade com o coeficiente Jaccard, por
meio do programa NTSYSpc versdo 2.10t (Applied
Biostatistics Inc., NY, EUA). Em seguida, os dados
foramusados paraoagrupamento dessas estirpes, apartir
da planta de origem. Para a avaliagdo da diversidade,
foram estimados indices de Shannon-Wiever, Simpson
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e Margalef, além da riqueza de grupos morfolégicos
associados as hortaligas (Magurran, 1988).

Para a detec¢do da produgdo de ALH utilizou-
se Agrobacterium tumefaciens NT1, como sistema
reporter, cuja producdo de ALH foi bloqueada por
mutacdo, mas que contém o gene repoérter lacZ
(beta-galactosidase) ativado por ALH exogenos.
Esta estirpe foi cultivada em meio de cultura
TY semisolido (Beringer, 1974), na presenca
do indicador da atividade da beta-galactosidase,
5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranosideo
(X-Gal). Ao entrar em contato com uma estirpe
produtora de ALH, foi observada a hidrolise do X-Gal
através da coloragdo azul do indicador (Van Houdt
et al., 2004). A partir dos grupos definidos com as
caracteristicas morfoculturais, foram avaliadas 112
estirpes em triplicata, com pelo menos seis estirpes
de cada grupo, que foram cultivadas em meio King B
solido 24 horas antes do sistema reporter. Fragmentos
de meio soélido circulares, com 0,5 cm de didmetro,
que continham uma colonia de rizobactéria, foram
transferidos para o meio com A. tumefaciens reporter.
O sistema foi incubado em estufa a 29°C, durante
24 horas.

Para a avaliagdo da produgdo de biofilme, foram
selecionadas pelo menos duas estirpes de cada grupo
morfocultural, no total de 91 estirpes que foram
pré-cultivadas em meio King B so6lido a 29°C durante
24 horas e, entdo, cultivadas em 3 mL de meio
King B liquido a 29°C, durante 24 horas sob agitagao.
A formagao de biofilme foi observada nas paredes do
tubo de ensaio de vidro.

Para avaliar a capacidade de promogao do
crescimento de plantas, foram selecionadas sete
estirpes com caracteristicas contrastantes (planta de
origem, formagao de biofilme e produgdo de ALH),
com duas doses de inoculo (10° e 107 UFC mL™).
Das estirpes selecionadas, quatro foram obtidas de
alface, duas de couve e uma de rucula (R142). Duas
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estirpes obtidas de alface (A1101 e A161), duas
obtidas de couve (C122 e C352) e uma de racula nao
produziram ALH mas formaram biofilme, enquanto
outras duas estirpes obtidas de alface (A242 e A263)
foram positivas para ambas as caracteristicas. Para a
obten¢ao das suspensdes bacterianas, as estirpes foram
cultivadas em meio King B liquido (29°C, 24 horas)
e centrifugadas (15.700 g, 15 min). O precipitado
foi ressuspendido em 4gua destilada e autoclavada
(200 mL). O experimento foi conduzido em vasos
com 1 kg de terra ndo autoclavada, do horizonte A de
um Planossolo. A inoculagao (200 pL) foi realizada
10 dias ap6s o plantio (DAP), tendo-se aplicado a
suspensdo sobre a regido das raizes das plantulas de
couve. A testemunha recebeu o mesmo volume de dgua
destilada e autoclavada. O delineamento experimental
adotado foi o de blocos ao acaso, com cinco repetigoes.
Aos 27 DAP, foram adicionados 0,20 L por vaso de uma
solucaonutritivaa 10%,com:KCl,5,96 g; K,HPO,,2,0g;
KH,PO,, 4,0 g; CaS0,.2H,0, 13,76 g; MgS0,.7H20,
19,72 g; CuS0O4.5H,0, 0,15 g; ZnSO,.7H,0, 0,44 g;
MnS0,.2H,0, 0,40 g; (NH;){M0;0,,. 4H,0, 0,02 g;
H;BO;, 1,43 g; FeSO,.7H,0O, 5,0 g; acido citrico,
5,0 g. Os vasos foram mantidos em casa de vegetagdo
a temperatura média de 27°C e irrigados com agua
destilada sempre que necessario. A coleta das plantas
foi realizada aos 55 DAP, e os parametros avaliados
foram: massa de matéria fresca ¢ seca da parte area ¢
massa de matéria seca das raizes. As diferencas entre
as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade.

Resultados e Discussao

O total de 127 estirpes foi obtido das rizosferas de
hortaligas (Tabela 1). Destas, 17 (13%) foram isolados
de alface, 29 (23%) de rtcula, 33 (26%) de salsa e
48 (38%) de couve. As estirpes foram caracterizadas de
acordo com os parametros morfoculturais em atributos

Tabela 1. Origem, agrupamento e diversidade de rizobactérias isoladas de hortalicas”.

Planta N G SG Shannon-Wiever S-1 Margalef Riqueza Simpson
Alface 17 3 13 2,05 12 4,24 9,75 0,09
Rucula 29 2 16 2,05 15 4,45 10,26 0,07
Salsa 33 2 18 2,01 17 4,86 11,20 0,06
Couve 48 3 20 1,91 19 4,93 11,36 0,08
Total 127 10 67 - - - - -

(N, namero de estirpes; G, grupo; SG, subgrupo morfocultural; indices de diversidade e riqueza (S-1).
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da colonia e do muco. Foram definidos 10 grupos,
divididos em 67 subgrupos com 64% de similaridade
entre si, de acordo com a rizosfera de origem.

As caracteristicas morfoculturais mais comuns
foram: forma circular, borda lisa, aspecto homogéneo
e auséncia de aderéncia da coldnia ao meio de cultivo
(Figuras 1 a 4). Resultados semelhantes foram obtidos
por Fonsecaetal. (2003) e Zago (2003), que trabalharam
com estirpes de pseudomonas fluorescentes,
identificadas por meio de testes de assimilacdo de
fontes de carbono e produgdo de enzimas. Esses
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autores observaram que a forma circular, a borda lisa e
a auséncia de aderéncia s3o caracteristicas comuns as
estirpes de Pseudomonas fluorescens e P. putida, assim
como a fluorescéncia sob luz ultravioleta e a resisténcia
aos antibioticos cloranfenicol e ampicilina adicionados
ao meio de cultivo King B. Assim, os dados indicam
que essas espécies sdo predominantes no presente
trabalho. Ferreira et al. (2009) e Zago (2003)
observaram que a forma e a borda da colonia nao
foram caracteristicas relevantes na diferenciacdo dos
grupos morfoculturais, ao passo que a elasticidade,

Isolado G SG Ade Cor Forma T(mm) Borda Aspecto  Transp  Fluor Elast Muco ALH BF
R1102 I a - cr cire 3 lisa hetero opa + + +H - +
_,_‘ R123 I b - cr circ 3 lisa homo opa + ++ + - +
R153 I c - cr oval 3 lisa hetero opa +++ + ++ - -
RI112 I d - am cire 2 lisa homo tld +++ + ++ - +
_: R3142 I d - am circ 4 lisa homo tld o ++ - +
R342 I d - am cire 2 lisa homo tld o ++ - +
— RI122 I e - am circ 2 lisa homo tld + + + + +
RI133B I f - cr circ 2 lisa homo tld o + - na
R146 I g - am  oval 4 lisa homo opa o ++ - +
R3112 I h - cr circ 1 lisa homo opa + ++ +H - +
_|: R1132 I h - cr circ 1 lisa homo opa =+ ++ - na
| RI171 I h - e cire 1 lisa homo opa + - m
R163 I i - am circ 1 lisa homo opa o + - +
_: R173 I i - am cire 1 lisa homo tld -+ ++ + - +
RI133 I ] - am circ 3 lisa homo opa ++H ++ ++ - +
i R143 I k - am  circ 3 lisa hetero opa +H +H+ - +
_E R192 I k - am cire 3 lisa homo opa +++ +HH - +
R166 I k - am circ 1 lisa homo opa ++H +H - na
R3132 I 1 - am cire 2 lisa hetero opa H+ o - +
R243 I 1 - cr cire 2 lisa homo opa o + na
RI112 I a - cr circ 3 lisa hetero tld + ++ + - +
_: RI83 I a - am cire 3 lisa hetero tld ++ ++ ++ - +
R223 I a - am circ 3 lisa hetero tld ++ ++ ++ +
R152 1l b - am  oval 2 lisa hetero tld + ++ + + +
{ R233 I b - am  oval 4 lisa hetero tld +H ++ + na +
R142 I c - am  oval 3 ond hetero tld Ho ++ - +
{ RI126 I c - am oval 2 ond hetero tld + +++ ++ na na
RI132 I d - am oval 3 lisa homo tld ++ + - +
{ R322 1l d - am  oval 3 ond homo opa +H + -
028 046 064 082 100
Coeficiente

Figura 1. Caracterizagdo morfocultural e agrupamento de rizobactérias fluorescentes, isoladas a partir da rizosfera de rticula:
Grupo (G); Subgrupo (SQG); Cor - amarela (am) ou creme (cr); Forma - circular (circ) ou oval; Tamanho (T) - didmetro em
milimetros; Borda - lisa ou ondulada (ond); Aspecto do muco - homogéneo (homo) ou heterogéneo (hetero); Transparéncia
(Transp) - translucida (tld) ou opaca (opa); Fluorescéncia (fluor); Elasticidade (elast); Producdo de muco (muco) - (+) baixa,
(++) média ou (+++) alta; Aderéncia ao meio de cultura (Ade; Produgdo de acil lactonas homoserinas (ALH); e Biofilme
(BF) - positivo (+) ou negativo (-); na, nao avaliado; S/G, ndo agrupado.
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Isoladko G SG Ade Cor Forma T (mm) Borda Aspecto Transp Fluor Elast Muco ALH BF
C1103 1 a - cr circ 2 ond homo tld o+ _ na
Cl162 I a - cr  circ 2 ond  homo tld + o+ - na
C324 I b - e circ 2 ond  hetero opa  tH+ +  na
C1113 I c - am circ 2 ond  homo opa 4+ A+ - na
‘ C1133 1 c - am circ 2 ond homo opa  tHt A _ na
oo C161 1 c - am circ 2 ond homo opa o+ _ na
C366 I d - am circ 2 ond  homo tld +++ - +
C152 I d - am circ 2 ond  homo opa  tH+ 4+ + - na
C315 I e - am circ 3 lisa  hetero  opa + - +
—C193 I e - am circ 2 lisa  hetero  opa + - na
C332 I a - am circ 2 lisa ~ homo tld A+ - -
C312 I a - am circ 3 lisa homo td A+ + - +
C356 I a - am circ 3 lisa  homo td  ++ A+ - +
C393 I a - am circ 2 lisa homo td  +++ - +
F C314 nm a - am circ 3 lisa homo td  +++ ++ + na +
Cl122 I a - am circ 2 lisa  homo td  ++ - na
C182 n a - am circ 2 lisa homo opa  t+t+ 4+ - na
] C247 I a - am circ 2 lisa  homo td A+ - na
C2771 I a - am circ 2 lisa ~ homo td  ++ + +  na
— C363 I b - am  circ 1 lisa homo tld + + R
C386 I b - am  circ 3 lisa homo tld + + - +
— C313 I b - am  circ 2 lisa homo tld + + na +
7 I b - am circ 2 lisa homo tld + + + - na
e ——— C227 I ¢ - am circ 3 lisa homo td  +++ o+ ++ - +
r C237 I ¢ - am circ 3 lisa homo tld + + ++ - na
C343 I d - am circ 3 lisa ~ homo tld o+t + - +
Cl42 n d - e circ 3 lisa  homo tld =+ o+ o+ - na
C344 I e - am circ 1 lisa homo tld ++ + + - +
{ C335 I f + am circ 3 lisa  homo tid + -t
™ C376 I g + am circ 3 lisa  hetero  tld  + H+ 4 -+
r ( C373 I h - am circ 3 ond  hetero td ++ -+ + - +
] C1143 I h - am circ 3 ond  hetero td ++ -+ + - na
] ) C3113 I h - am  circ 3 ond  hetero tid +++ o+ + - na
{ - (C318 I h - am  circ 2 ond  hetero td ++ 4+ + - na
C322 I i - am oval 3 ond  homo tld + o+ - +
_: C316 I j - o oval 3 lisa  hetero tid  +++ + - +
I— C257 I j - ¢ circ 2 lisa  hetero td +H+ -+ + - na
_: C267 n k - ¢ oval 3 lisa  hetero tld + A+ - na
(333 I k - am oval 3 lisa  hetero td na na
C383 I 1 + am  circ 2 lisa  hetero td +++ + ++ - +
C346 m a cr circ 1 lisa homo opa  tH+ A 4+ - +
C352 m a - ¢ oval 3 lisa homo opa  tH+ A+ - +
Cl123 m a - e circ 3 lisa  homo opa +H+ H+ - na
C183 m a - e circ 3 lisa ~ homo opa  t++ A+ + - na
_: €323 m b - am circ 1 lisa  homo  opa ++ + + - +
! C317 m b - e circ 1 lisa homo opa  t+++  +  ++t - na
C337 m ¢ - e circ 3 lisa  hetero opa  t+H+  + - +
Cl132 SIG - - am__ oval 3 ond  hetero opa  t+H+  + + na__ na
028 046 064 082 1,00

Cocficiente

Figura 2. Caracterizagdo morfocultural e agrupamento de rizobactérias fluorescentes, isoladas a partir da rizosfera de couve:
Grupo (G); Subgrupo (SG); Cor - amarela (am) ou creme (cr); Forma - circular (circ) ou oval; Tamanho (T) - didmetro em
milimetros; Borda - lisa ou ondulada (ond); Aspecto do muco - homogéneo (homo) ou heterogéneo (hetero); Transparéncia
(Transp) - translucida (tld) ou opaca (opa); Fluorescéncia (fluor); Elasticidade (elast); Produgdo de muco (muco) - (+) baixa,
(++) média ou (+++) alta; Aderéncia ao meio de cultura (Ade; Produgado de acil lactonas homoserinas (ALH); e Biofilme
(BF) - positivo (+) ou negativo (-); na, ndo avaliado; S/G, ndo agrupado.

Pesq. agropec. bras., Brasilia, v.45, n.3, p.284-293, mar. 2010



Caracterizagdo morfocultural, biossintese de autoindutor

289

Isolado G SG Ade Cor Forma T(mm) Borda Aspecto  Transp Fluor Elast Muco ALH BF
Si112 I a - am cire 2 lisa homo opa ++ + ++H - +
$262 I a - am cire 4 lisa homo opa o na +
$263 I b - am circ 3 lisa homo opa o ++ - +
$221 I b - am circ 1 lisa homo opa o ++ na +
S113 I ¢ - am circ 2 lisa homo opa ++ ++ ++ - +
S312 I c - am cire 2 lisa homo tld +++ + ++ - +
$393 I ¢ - am cire 2 lisa homo opa ++ +H + + +
1l S173 I d - am circ 1 lisa homo tld +++ + + - +
S282 I d - am cire 1 lisa homo tld o + - +
S112 I d - am cire 1 lisa hetero tld +H + + + na
$231 I e - am circ 3 lisa hetero tld +H+ +H ++ - +
$313 I e - am cire 3 lisa hetero tld +H+ +H ++ - +
- S142 I f - am cire 3 lisa hetero opa ++ + + - +
S153 I g - cr cire 2 lisa hetero tld o + + +
S272 I g - cr cire 3 lisa homo tld o + na +
S162 I h - cr circ 2 lisa homo tld ++H + + - +
S311 I h - cr cire 2 lisa homo tld +H H o+ - +
i S3112 I i - cr circ 2 lisa hetero opa ++H ++ + - +
$242 I i - cr circ 2 lisa homo opa + ++ + na +
S324 1 j - cr circ 4 ond homo opa o + - na
S333 I k - cr oval 4 lisa homo tld ot + - +
S211 I 1 - e oval 3 lisa homo opa R o ++ - +
S122 I 1 - cr oval 1 lisa homo opa ++ +H ++ na +
] S133 I 1 - cr oval 3 lisa homo opa ++ ++ ++ na +
S1122 I a + am circ 4 lisa homo opa o + - +
$241 I b - am cire 3 lisa homo opa ++ ++ + - +
S1132 II b - am  oval 3 lisa homo opa =+ + na +
S342 I ¢ - am circ 3 lisa homo opa ++ + +H na +
S251 I d - am oval 4 lisa homo tld + + +H+ - +
S322 I d - am  oval 4 lisa homo opa Rl o e R o - +
_: S$353 il e - am circ 3 lisa homo tld + + + - +
$261 I e - am circ 4 lisa homo tld + ++H + na +
8373 11 f - am  oval 4 lisa homo tld + + ++ - +
028 046 064 082 1,00
Coeficiente

Figura 3. Caracterizagdo morfocultural e agrupamento de rizobactérias fluorescentes, isoladas a partir da rizosfera de salsa:
Grupo (G); Subgrupo (SG); Cor - amarela (am) ou creme (cr); Forma - circular (circ) ou oval; Tamanho (T) - didmetro em
milimetros; Borda - lisa ou ondulada (ond); Aspecto do muco - homogéneo (homo) ou heterogéneo (hetero); Transparéncia
(Transp) - translucida (tld) ou opaca (opa); Fluorescéncia (fluor); Elasticidade (elast); Produgdo de muco (muco) - (+) baixa,
(++) média ou (+++) alta; Aderéncia ao meio de cultura (Ade; Produgao de acil lactonas homoserinas (ALH); e Biofilme

(BF) - positivo (+) ou negativo (-); na, ndo avaliado; S/G, ndo agrupado.

o tamanho, a fluorescéncia, a transparéncia ¢ a
cor foram relevantes. Neste trabalho, as bactérias
fluorescentes foram mais abundantes na rizosfera
de couve e menos abundantes na rizosfera de
alface. Em contraste, Coelho et al. (2007) isolaram

pseudomonas fluorescentes a partir de ricula, alface

e salsa e obtiveram o menor nimero de estirpes em
salsa, e o maior nimero em alface.

As estirpes associadas a rucula apresentaram no
grupo I producdo de muito muco, forma circular e
homogeneidade das coldnias, enquanto as estirpes
do grupo II apresentaram de baixa a média produgao
de muco, forma oval e colonias heterogéneas em sua
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Isolado G SG Ade Cor Forma T(mm) Borda Aspecto  Transp  Fluor Elast Muco ALH BF
A1101 I a - cr cire 1 lisa homo tld + +H + +
A329 I b - cr circ 2 lisa homo tld + + ++ na
A242 I b - cr circ 2 lisa homo tld ++H +H + + +
A313 I ¢ - cr circ 2 lisa homo opa ++ ++ +H +
Al6l I d - cr oval 2 ond homo tld + ++ + +
A263 I ¢ - cr oval 2 lisa homo opa + +H + +
A342 I f - cr oval 2 lisa homo opa o + +
A352 I g - cr cire 2 ond hetero opa o A + +
All4] Il a - am circ 2 lisa homo tld ++ ++H +

_ E A372 I b - am oval 3 lisa homo tld +++ +++ + + +
A373 Il b - am circ 3 lisa homo tld o + + na
A312 Il ¢ - am oval 3 lisa homo tld +++ + ++ +
A3l4 I d - am cire 2 lisa homo opa + - + na
Al71 Il d - am circ 3 lisa homo opa + +H + + +
A383 I e - am circ 1 lisa homo opa ++H + + +
A324 Il f - am circ 2 lisa hetero opa ++ ++ + +
A362 Il f - am circ 2 lisa hetero opa +++ + + +

028 046 064 086 1,00

Coeficiente

Figura 4. Caracterizagdo morfocultural e agrupamento de rizobactérias fluorescentes, isoladas a partir da rizosfera de alface:
Grupo (G); Subgrupo (SG); Cor - amarela (am) ou creme (cr); Forma - circular (circ) ou oval; Tamanho (T) - didmetro em
milimetros; Borda - lisa ou ondulada (ond); Aspecto do muco - homogéneo (homo) ou heterogéneo (hetero); Transparéncia
(Transp) - translucida (tld) ou opaca (opa); Fluorescéncia (fluor); Elasticidade (elast); Produgdo de muco (muco) - (+) baixa,
(++) média ou (+++) alta; Aderéncia ao meio de cultura (Ade; Produgao de acil lactonas homoserinas (ALH); e Biofilme
(BF) - positivo (+) ou negativo (-); na, ndo avaliado; S/G, ndo agrupado.

maioria (Figura 1). As estirpes obtidas da rizosfera
de couve apresentaram no grupo I, em sua maioria,
tamanho igual a 2 mm e borda ondulada; no grupo
II, prevaleceram coldnias amarelas e translucidas;
no grupo III, prevaleceram coldnias creme, opacas
e com alta intensidade de fluorescéncia do muco; e
uma estirpe ndo foi inserida nesses grupos e ficou
num ramo separado (Figura 2). O grupo I, obtido
de salsa apresentou alta fluorescéncia, e o grupo II
baixa a média (Figura 3). Em alface, as estirpes do
grupo | apresentaram coloracdo creme e elasticidade
média, enquanto as do grupo Il apresentaram, em
sua maioria, cor amarela e alta elasticidade do muco
(Figura 4).

A variabilidade encontrada nos valores dos indices
de diversidade, calculados para os isolados obtidos
de cada hortalica, mostra que a rizosfera de couve
apresentou maior riqueza de isolados (Tabela 1).
Possivelmente, a maior riqueza e a diversidade das
estirpes encontradas na rizosfera de couve refletem
a pressdao exercida pelos genotipos vegetais sobre
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a comunidade microbiana associada, por meio da
quantidade e da qualidade dos exudatos radiculares
que atuam de forma seletiva sobre as populacdes
de bactérias fluorescentes (Mazzola et al., 2004). E
importante ressaltar que o manejo do agroecossistema
do qual foram coletadas as espécies olericolas, ¢ o
estadio de desenvolvimento do vegetal, época do
ano, assim como o esfor¢o na obtencdo das amostras
e metodologia de isolamento sdo variaveis que
podem contribuir com os resultados obtidos.

A partir dos grupos definidos com as caracteristicas
morfoculturais, 112 estirpes foram avaliadas quanto
a produgdo de ALH. Pelos resultados observados, 14
(13%) foram consideradas positivas, pela formacdo de
halo azul no meio de cultura TY que continha a estirpe
reporter A. tumefaciens NT1 (Tabela 2). Das estirpes
testadas, obtidas da rizosfera de couve, duas (4,5%)
foram consideradas positivas contra trés (12,5%)
obtidas de salsa, quatro (14,8%) de rucula e cinco
(29,4%) da rizosfera de alface.
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Tabela 2. Produgdo de N-acil lactonas homoserinas
(ALH) e formagdo de biofilme por rizobactérias isoladas
de hortali¢as”.

Planta N ALH Biofilme ALH e Biofilme
nt + nt + nt +
Couve 48 44 2 23 21 21 0
Salsa 33 24 3 31 31 22 2
Rucula 29 27 4 23 22 22 3
Alface 17 17 5 14 13 14 4

Total 127 112 14 91 87 79 9

(N, nimero de estirpes; nt, nimero de estirpes testadas; (+), resultado
positivo.

Em um estudo realizado com 300 estirpes
bacterianas, isoladas do solo e associadas a plantas,
Vfselova et al. (2003) encontraram 17% capazes de
produzir ALH quando testadas com o sistema reporter
A. tumefaciens. Kamilova et al. (2005) testaram cinco
estirpes de rizobactérias promotoras de crescimento,
com uso do sistema reporter A. tumefaciens, € apenas
uma foi positiva. No trabalho de Sessitsch et al.
(2005), foi recuperada uma estirpe de raizes de
cebola que apresentou capacidade de biocontrole de
Rhizoctonia solani e de promogao de crescimento de
plantas de tomate, batata e videira. Quando testada
com a bactéria reporter 4. tumefaciens, esta estirpe
foi positiva para a produgdo de ALH.

Pelo menos duas estirpes representantes de cada
grupo morfocultural, no total de 91 estirpes, foram
avaliadas quanto a capacidade de formar biofilme,
das quais 87 (96%) foram consideradas positivas
(Tabela 2). Entre estas, 93% obtidas da rizosfera de
alface foram consideradas positivas, contra 91% de
couve, 95% dericulae 100% de salsa. Das 79 estirpes
avaliadas simultaneamente quanto a producdo de
ALH e formacao de biofilme, apenas 9 (11%) foram
positivas e ndo mostraram relacdo entre estas duas
caracteristicas. O elevado percentual de bactérias
produtoras de biofilme foi similar ao encontrado por
Van Houdt et al. (2004), que também nao verificaram
relacdo entre a formagao de biofilme e a producdo de
ALH. E possivel que as estirpes avaliadas produzam
outros autoindutores, que ndo foram detectados com
a técnica adotada neste trabalho.

Na avaliagdo da capacidade de promover o
crescimento de plantas de couve, quando as bactérias
foram aplicadas com a suspensdo de 10’ UFC mL",
nao houve diferenca significativa entre as médias das

massas de matéria fresca e seca das plantas inoculadas
e a testemunha sem inoculagdo. A estirpe R142
promoveu o crescimento das raizes quando aplicada
na dose de 10° UFC mL"' (Tabela 3). A estirpe R142
foi eficiente em promover o crescimento de couve,
pois as plantas com inoculagao apresentaram aumento
significativo de 55% na massa de matéria seca das
suas raizes, em relagdo a testemunha. Em um outro
estudo, Sottero et al. (2000) realizaram experimento
em casa de vegetacdo, com 64 rizobactérias, as quais
nove (14% do total) promoveram aumento no nimero
de folhas em alface, e quatro promoveram aumento
de massa de matéria seca em raizes de plantulas
de alface. Em experimento em casa de vegetacao,
Siddiqui & Shaukat (2002) inocularam um consorcio
de rizobactérias em tomateiros e constataram aumento
da massa de matéria fresca da parte aérea nas plantas
que receberam o indculo, em comparagdo ao controle.
Em experimento com mudas de abacaxi, Mello et al.
(2002) inocularam diferentes consorcios de bactérias
e obtiveram diferenca significativa em relagdo a massa
de matéria seca da parte aérea.

Tabela 3. Promocdo de crescimento de plantas de couve,
inoculadas com sete rizobactérias, nas doses de 107 e 10°
UFC mL", aos dez dias apos a semeadura®.

Tratamento MFPA (g) MSPA (g) MSR (g)
107 UFC mL!
Controle 2,77 A 0,483 A 0,220 A
C352 3,11A 0,622 A 0,218 A
Al6l 3,61A 0,614 A 0,278 A
A242 3,49 A 0,619 A 0,232 A
Al1101 3,04 A 0,580 A 0,226 A
A263 324 A 0,593 A 0,268 A
C122 3,59A 0,612 A 0,283 A
R142 428 A 0,784 A 0,328 A
10° UFC mL!
Controle 2,76A 0,486A 0,201A
C352 3,96A 0,564A 0,221A
Al6l 3,32A 0,650A 0,250AB
A242 3,71A 0,578A 0,262AB
A1101 3,78A 0,488A 0,271AB
A263 3,84A 0,506A 0,287AB
C122 3,54A 0,586A 0,291AB
R142 4.85A 0,712A 0,441B

(O Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade. MFPA, massa de matéria fresca da parte aérea;
MSPA, massa de matéria seca da parte aérea; MSR, massa de matéria seca
das raizes.
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Conclusoes

1. A colegdo de rizobactérias obtida apresenta
diversidade de morfologia cultural.

2. A producdo de ALH e a formacdo de biofilme
sdo caracteristicas de 13 e 96% das estirpes avaliadas,
respectivamente.

3. Nao ha relagdo entre a produgdo de ALH
detectaveis e a formagdo de biofilme pelas estirpes
avaliadas.

4. A estirpe R142 ¢ eficiente na promocdo de
crescimento de couve e aumenta a massa de matéria
seca das raizes na dose de inoculo 10° UFC mL.
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