Visualizacéo in vitro da colonizacdo de raizes por rizobactérias
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ABSTRACT

Queiroz, B. P V.; Aguilar-Vildoso, C. I.; Melo, I. S. Invitro visualization of colonization of roots by rhizobacteria. Summa Phytopatol ogica, v. 32,

p. 95-97, 2006.

For in vitro colonization to be quickly verified, substrate
transparency is important. With this objective, a simple method was
modified and the visualization of rhizobacteriain the roots was corre-
lated to their colonization via scanning electron microscopy (SEM).
Seedsof Citruslimonia Osbeck wereinoculated and monitoredin glass
tubes with different substrates (Agar-Agar, Agar Noble and Phytagel).
Seven rhizobacteria strains were evaluated, and an isolate of Escheri-
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chia coli DH5a was used as the negative control. Phytagel alowed a
clearer visualization of the colonization along the roots by the bacteria
and ahigher sensibility for the confirmation of the rhizobacteria. Roots
that presented turbidity around the agar exhibited an efficient surface
colonization when observed in high magnification. Thismethod showed
to be a very good tool to study the root colonization via SEM.

RESUMO

Queiroz, B. P V.; Aguilar-Vildoso, C. I.; Melo, |. S. Visualizagdo in vitro da col onizag8o de raizes por rizobactérias. Summa Phytopatologica, v. 32,

p. 95-97, 2008.

E proposto nesse trabalho a utilizagio do substrato phytagel para
agerminagdo de sementes bacterizadas e visualizagao de col 6nias bacte-
rianas. Sementesdelimoeiro cravo (Citruslimonia Osbeck) foramino-
culadas e monitoradas com rizobactérias utilizando-se tubos de ensaio
contendo diferentes substratos para germinagdo de sementes, quais
sejam: Agar-Agar, Agar Noble e Phytagel, onde foram avaliados sete
isolados rizobacterianos além de um isolado de Escherichia coli DH5a
como controle negativo. Verificou-se que o Phytagel permitiu uma vi-
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sualizacdo nitida da colonizag&o ao longo das raizes, pelas bactérias,
como também proporcionou ser uma boa ferramenta para estudar a
colonizag&o viamicroscopiade varredura. Asrizobactérias que melhor
colonizaram as raizes e que apresentaram turbidez no agar, ao seu
redor, mostraram-se aderidas a superficie radicular, com colonizagdo
eficiente em diferentes sitios a0 longo das raizes, quando observadas
em dtamagnificacao.

Vé&rios métodos in vitro tém sido desenvolvidos para se ob-
servar a colonizagdo de raizes por bactérias antagdnicas como,
por exemplo, o uso de tubos de ensaio com solo (4) e placascom
solo, &gar e papel de filtro (2). Entretanto, o emprego do Agar-
&gar (3) ou do Agar Noble (1) permite o monitoramento visual
dasrizobactérias, principa mente no que serefere asuahabilida-
de de sobrevivéncia utilizando apenas os exsudatos radicul ares.
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Destaforma, estas metodol ogiasfacilitam aselecdo deum gran-
de nimero de isolados rizobacterianos. A colonizagdo do rizo-
plano pode ser visualizada pela formag&o de uma turbidez de
aspecto leitoso, que se forma ao longo das raizes, em conseqii-
éncia do crescimento bacteriano. Portanto, quanto mais trans-
parente 0 meio, melhor a visualizagdo da colonizagdo. Assim
sendo, os substratos citados acima apresentam uma turbidez
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natural, que em certos casos, interferem na sensibilidade do tes-
te.

O objetivo principal do presente trabalho foi comparar os
substratos Phytagel (Sigma), Agar-agar (Difco) e Agar Noble
(Difco), quanto avisualizagéo dacolonizagdo deraizes delimo-
eiro ‘Cravo’ (Citrus limonia) por rizobactérias e, desta forma,
facilitar aselegéo deisolados rizobacterianos por um método de
triagem simples.

Sete isolados bacterianos (Pseudomonas fluorescens C1/
SNa, P. fluorescens 2-3.1A, P. putida Sta. Barbara, Chryseobac-
terium sp. 2-3.1L, Paenibacillus polymyxa 3-4, Serratia mar-
cescens R 3-5 e S indologenes 6-5.3) obtidos da rizosfera de
feljoeiro, cenourae citros, pertencente & Colegéo de Culturas da
EmbrapaMeio Ambiente e o isolado DH5a de Escherichia coli,
foram avaliados quanto a sua capacidade de colonizar raizes de
citros.

Sementesdelimoeiro“ cravo”, desinfestadas superficialmen-
te, foram inoculadas com uma suspensdo de in6culo (707 a 108
UFC) e, entdo, semeadas em tubos de ensaios contendo os se-
guintes substratos; Agar Noble: &gua (0,8% p/v), Agar-Agar e
Plytogel-agua. Duas sementes por tubo de 150 mm comprimento
por 25m de didmetro foram usadas e 5 repeticdes por isolado
bacteriano. Ostubosforam deixados em estufaa28°C com foto-
periodo de 12 horas, e avaliados, periodicamente, consideran-
do-se 0s seguintes par@metros: germinagdo das sementes, pre-
senca de pélos radiculares, tamanho e comprimento da raiz e
colonizag&o radicular. Aos 26° dia de incubagdo, os substratos
foram observados com relac8o a sua transparéncia e a presenca
das bactérias ao redor do sistema radicular. A comprovagéo da
colonizagdo se deu via Microscopia Eletrénica de Varredura
(MEV) modelo Leo 982. Para isto, segmentos de raizes foram
fixados em glutaral deido 2% em tampéao fosfato de sodio 0,1M,
desidratados por umasérie alcodlica (15, 30, 60, 70, 95 e 100%),

Agar Noble
@

Agar-Agar

Phytagel

Secos ao ponto critico e metalizados com fina camada de ouro.
Em todos os substratos utilizados foi possivel a visualiza-
¢&o dacolonizag8o dasraizes (Figural). No entanto, os substra
tos utilizados, Agar-agar e Agar Noble, por apresentarem uma
turbidez natural, prejudicaram avisualizagdo dacolonizagdo. Além
disso, o Agar Noble apresenta o inconveniente de ser oneroso.
O Phytagel teve umamaior sensibilidade na deteccéo da bacté-
riano sistemaradicular, onde se pdde, visualmente, ou com au-
xilio de microscopio estereoscdpico detectar o crescimento bac-
teriano ao longo das radiculas. Este € um meio extremamente
transparente que facilitaa triagem rapida de um grande niUmero
de linhagens, com potencial de colonizar o sistemaradicular.
Considerando os resultados em Phytagel, P. putida (Sta.
Bérbara) e Chryseobacterium sp. (2-3.1L) apresentaram uma
colonizag&o abundante e P. fluorescens (CL/SNa e 2-31A), Ser-
ratia marcescens (R 3-5), P. fluorescens (3-6) e Paenibacillus
polymaxi 3-4 uma colonizacdo intermedidria. Escherichia coli
ndo apresentou esta caracteristica colonizadora ou estava abai-
xo dolimite de deteccdo pelametodol ogiaagui utilizada. Defato,
bactérias do grupo das Pseudomonas fluorescentes tém se des-
tacado como potentes colonizadoras darizosfera. A ausénciade
qualquer fonte de carbono disponivel nos substratos utilizados
proporciona uma selecdo de rizobactérias com capacidade de
utilizag&o dos exsudatos radicul ares, permitindo, assim, selecio-
nar aguelas que sdo atraidas e/ou que metabolizam os exsuda-
tos radiculares. Aquelas linhagens que apresentam abundante
crescimento nas raizes, ao serem visualizadas por MEV, apre-
sentaram aderidas e com forte coloniza¢&o de diversos microsi-
tios (Figura2). Osresultadosindicam que houve umacorrel agéo
entre a visualizagdo da colonizagdo da rizosfera via tubos de
ensaio edorizoplano viaMEV. Destaforma, asele¢do de coloni-
zadores podera ser simples, répida e com baixos custos.

Phytagel comisolado 6-5,

(b)

Figura 1. Aspecto das raizes de limoeiro ‘Cravo’ (Citrus limonia) colonizadas por rizobactérias em
diferentes substratos, 26 dias apés ainocul agzo das sementes. (a) Agar-agar comisolado 6-5.3 de Serratia
indologenes; Agar Noble, isolado 2-3.1L de Chryseobacteriumsp e Phytagel isolado 2-3.1A de P, fluorescens.
(b) Detalhe da colonizagdo, ao longo da raiz, do isolado 6-5.3 de Serratia indologenes no substrato

Phytagel.
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Figura 2. Microscopia Eletrénica de Varredura: (a) Células de Paeni-
bacillus polymixa 3- 4 aderidas a coifa de raizes de citros (5750,10 kv
5um); (b) isolado 2-3 1L de P. fluorescens mostrando uma densa cama-
damucilaginosa (5.000x, 5kv, 5um) (c) isolado 2-3 1L de Chryseobac-
terium sp agrupados em col6nias no sistema radicular (5.000x, 5kV,
5um). (d) isolado C1-S/Nade P. fluorescens sob umacamadamucilagi-
nosa (390x, 15kV, 100um).
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