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Resumo

Vinte linhagens de Pseudomonas spp. fluorescentes isoladas da
rizosfera de diferentes culturas agricolas (algoddo, milho e soja) foram estudadas
quanto a diversidade genética por analises fenotipicas e genotipicas. As linhagens
foram caracterizadas por métodos tradicionais e moleculares, incluindo sorotipagem,
produgdo de bacteriocina, isoenzimas, RAPD, polimorfismo do rDNA 168 e perfil de
proteinas totais e de membrana.

Os resultados obtidos na ribotipagem indicaram 12 ribotipos diferentes
para as linhagens estudadas. A diversidade do polimorfismo de restri¢io dos genes de
rDNA 16s ocorreu entre linhagens isoladas de plantas diferentes na mesma cultura
agricola e também de culturas diferentes.

A analise do perfil de RAPD indicou que dois oligonucleotideos
utilizados nesta técnica, OPR 1 (TGCGGGTCCT) e OPR 7 (ACTGGCCTGA),
amplificaram regides do genoma comuns a todas as linhagens de Pseudomonas spp.
fluorescentes associadas ao ambiente do sistema radicular. Os oligonucleotideos
OPR 2 (CACAGCTGCC), OPR 8 (CCCGTTGCCT) e OPR 13 (GGACGACAAQG)
permitiram a amplificagdo de regides diversas do DNA demonstrando a diversidade
genética das linhagens.

A digestdo do rDNA 16S com as enzimas de restri¢do £coR 1 e Sma 1
resultou em padrdes semelhantes para as linhagens estudadas. Linhagens isoladas de
culturas agricolas diferentes, algoddo (22Bbr) e milho (34B e 34Abr), apresentaram o

mesmo padrio de restrigdo para as enzimas EcoR I, Sma 1 e Hae 111. Estes resultados
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podem ser explicados pelo alto grau de conservagdo dos genes ribossomais em nivel de
espécie.

As andlises do perfis de proteinas totais ¢ de membrana mostraram
similaridade com as analises genotipicas derivadas da ribotipagem, RAPD e
polimorfismo do rDNA 168S. As linhagens 23Agr, 23Als, 23Bls e 23Bpc apresentaram
perfil de subunidades protéicas muito semelhante e foram agrupadas na analise
numérica dos padrdes de banda. Resultados semelhantes foram observados nas
linhagens 22Bbr, 34B e 34Abr. Diversidade genética foi verificada entre linhagens
isoladas na mesma cultura agricola e de culturas agricolas diferentes.

A sorotipagem realizada com os anti-soros polivalentes anti-21A, anti-
22Bbr, anti-23C, anti-33 e anti-41C indicou que linhagens isoladas da mesma planta
apresentaram variagdes no padrdo de aglutinag@o. Entretanto, as linhagens 23Agr,
23Als, 23BIs e 23Bpc ndo mostraram diferengas no padrdo de aglutinagdo e foram
agrupadas no mesmo tipo eletroforético dado pelo perfil de mobilidade para enzimas o
EST, B EST, IDH, ME e PGM, confirmando a semelhanga fenotipica dessas linhagens.
As demais linhagens apresentaram diversidade genética.

Os métodos utilizados indicaram a diversidade de Pseudomonas spp.
fluorescentes isoladas da rizosfera de culturas agricolas, entretanto, os métodos de
analise de acidos nucléicos, como a ribotipagem e o RAPD, forneceram mais
informagdes quando as linhagens foram obtidas da mesma planta, reforgando o uso de
métodos moleculares na identificagio de microrganismos associados as plantas,
podendo auxiliar na escolha de linhagens para futuros estudos aplicados no

melhoramento da produg@o de culturas agricolas.
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Abstract

Twenty fluorescent Pseudomonas spp. strains isolated from rhizosphera
of different cultures (cotton, corn and soy) were studied regarding the genetic diversity
through phenotypic and genotypic analysis. Strains were characterizated by traditional
and moleculars methods, serotyping, bacteriocin production, isoenzyms, RAPD, 16S
polymorphism and total and outer membrane proteins profiles analysis.

Results obtained from ribotyping indicate 12 differents ribotypes for the
strains studied. Diversity of restriction polymorphism of rDNA 16S genes occurred
among strains isolated from different plants from the same culture and also from
different agricultural cultures.

Analysis of RAPD profiles indicated that two oligonucleotide used with
these methods, OPR1 (TGCGGGTCCT) and OPR7 (ACTGGCCTGA), have
amplified the genoma regions common to all the fluorescent Pseudomonas spp. strains
associatad to the root system. Oligonucleotide OPR2 (CACAGCTGCC), OPRS
(CCCGTTGCCT) and OPRI3 (GGACGACAAG) allowed amplification of DNA
regions, showing genetical variability among the strains.

Digestion of rDNA 16s with restriction enzymes f.coR 1 and Sma 1
resulted in simillar patterns among the studied strains. Isolated strains from different
cultures.i. e. cotton (22Bbr) and corn (34B and 34Abr) presented the same restriction

pattern for enzymes FcoR 1, Sma 1 and Hae 111. These results can be explained by the

high degree of conservation of ribossomical genes in the species level.
The profile analysis of total and outer membrane proteins showed

similarity with genotypic analysis studied by ribotyping, RAPDs and polymorphism of
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rDNA 16S. Strains 23Agr, 23Als, 23BlIs e 23Bpc presented very similar proteic
subunits profiles and were grouped on the numerical of band patterns. Similar results
were observed within strains 22Bbr, 34B and 34Abr. Diversity occurred among
isolated strains from the same agricultural culture and among different plant cultures.

Serotyping performed with polivalent antiserum anti-21A, anti-22Bbr,
anti-23C, anti-33 and anti-41C indicated that isolated strains from the same plant
presented variation in the agglutination pattern. However, strains 23Agr, 23Als, 23Bls
and 23Bpc did not present differences regarding the agglutination pattern and were
grouped in the same electrophoretic type given by mobility profile for enzymes oo EST,
B EST, IDH, ME and PGM, confirming the phenotipic similarity of those strains. The
other strains presented genetical diversity.

The methods indicated the diversity of fluorescents Pseudomonas spp.isolates
from agricultural cultures rizosphere. However, methods of nucleic acid analysis, like
ribotyping and RAPD, issued more information when strains were obtained from the
same plant, enhancing the use of molecular methods on the identification of
microorganisms associated to plants, thus aiding on the choice of strains for further

applied studies on agricultural production improvements



1. Introducao

Pseudomonas spp. fluorescentes pertencem a um grupo de bactérias que
produzem um pigmento amarelo-esverdeado, fluorescente quando cultivadas em meio B
de King (King et al., 1954) e visualizadas sob luz com comprimento de onda na faixa do
ultravioleta. Essas bactérias sdo, tipicamente, bastonetes gram-negativos, moveis, com
flagelo polar, aerdbios obrigatorios e pertencem ao grupo I de homologia do rRNA,
como definido por Palleroni et al. (1973). Esta classificagio separa todas as
Pseudomonas em cinco grupos de acordo com o grau de homologia de seus genes de
rRNA 16S. O requerimento nutricional para o desenvolvimento desses microrganismos €
bastante simples, permitindo a ocupacdo de varios habitats na natureza. Eles sdo
encontrados em diferentes tipos de solos, folhagens, aguas e sedimentos, € uma espécie
tipica do grupo, Pseudomonas aeruginosa, é considerada um patégeno oportunista em
animais (Bodey et al., 1983).

Embora algumas Pseudomonas fluorescentes, incluindo Pseudomonas
syringae e Pseudomonas viridiflava, sejam fitopatogénicas, a importancia do grupo ¢
evidenciada pelo beneficio que outras espécies, tais como Pseudomonas putida e
Pseudomonas fluorescens, podem exercer no desenvolvimento da planta (O’Sullivan &
O’Gara, 1992). Kloepper e Schroth (1978) utilizaram a expressdo “rizobactérias
promotoras do crescimento de plantas” (RPCPs) para designar a relacdo benéfica, sem
simbiose, de bactérias nas raizes de plantas. As Pseudomonas fluorescentes pertencem ao
grupo de microrganismos mais promissores, na promoc¢do do crescimento de plantas
(Schroth & Hancock, 1981; Burr & Caesar, 1984), pois sua colonizagdo € rapida e

agressiva, e consequentemente, pode ajudar no controle de doengas que atacam as



culturas agricolas (Wilson & Lindow, 1993). Outras rizobactérias, incluindo
Agrobacterium spp. (Kerr, 1972), Alcaligenes spp. (Yuen et al., 1985), Arthrobacter
spp. (Kloepper et al., 1988), Bacillus spp. (Merriman et al., 1974), Rhizobium spp.
(Chakrabarty & Purkayastha, 1984), e Serratia spp. (Kloepper et al., 1988) também
podem promover o crescimento de plantas.

Inimeros trabalhos publicados nos ultimos anos mostram diversos
mecanismos de agdo das RPCPs, seja pela supressio de doengas e interferéncia na
nutri¢do das plantas ou, ainda, pela produgdo de substancias promotoras de crescimento.
Algumas RPCPs utilizam mais de um mecanismo de agdo e, muitas vezes, estes
mecanismos nio estdo totalmente esclarecidos, pois o resultado depende da interagdo da

bactéria com a planta em questao.

1.1 Supressiao de Doencas em Plantas

1.1.1 Supressio Mediada por Sideréforos

A disponibilidade do ion ferro para o crescimento de microrganismos em
alguns ambientes € extremamente limitada. Entretanto, todos os organismos vivos
necessitam de ion ferro para seu desenvolvimento o que faz com que a sobrevivéncia em
ambientes heterogéneos, como € o caso da rizosfera, dependa de uma estratégia para a
captagdo de ferro (O’Sullivan & O’Gara, 1992). Em solugo aquosa, o ion ferro pode
estar nas formas de ion ferroso (Fe™®) e/ou férrico (Fe™), sendo a ultima menos soluvel.
Quando oxidado e em solos aerados, a forma predominante ¢ a férrica, a qual pode
atingir a concentragio de 10" M. Esta concentragdo é limitante para o desenvolvimento

de microrganismos, que geralmente necessitam de uma concentragdo de



aproximadamente 10° M para o crescimento normal. Conseqiientemente, para
sobreviver em tais ambientes os microrganismos secretam sideroforos que se combinam
com o ferro inorganico e aumentam a sua solubilidade. Os sideroforos sdo peptideos de
baixo peso molecular, sintetizados quando as células bacterianas se encontram em
ambientes com baixa concentragio de ion ferro, possuem alta especificidade e
estabilidade para o ion férrico e nenhuma afinidade para o ion ferroso, desempenhando a
fungdo de captagdo de ion ferro e transporte para o interior da célula bacteriana
(Neilands, 1981).

A diversidade estrutural dos diferentes tipos de sideroforos ¢€
consideravel, mas sua forma estavel comum € constituida por seis complexos octaédricos
coordenados com o ion férrico, o que mantém uma grande estabilidade termodindmica
(Raymond et al., 1984). Os diferentes sideroforos apresentam o grupo hidroxamato ou
catecolato para ligagdo ao ion férrico. Os complexos hidroxamatos sdo mais estaveis e,
potencialmente, mais importantes na rizosfera (Neilands, 1981).

As Pseudomonas do solo produzem sideroforos amarelo-esverdeados,
solGveis em agua, denominados pioverdinas ou pseudobactinas. Analises dos siderdforos
desses microrganismos indicaram diferengas na composi¢do, nimero e configuragdo de
aminoacidos nas cadeias polipeptidicas (Neilands, 1986).

Muitos trabalhos publicados na década de 70 indicavam a ligagdo entre a
produgdo de sideroforos e a supressdo de doengas em plantas. Kloepper et al. (1980)
confirmaram esta tese, isolando o sideroforo fluorescente da linhagem B10 de
Pseudomonas spp. e mostraram sua capacidade em inibir doengas em plantas. A
importancia da produgdo de sideroforos no estimulo do crescimento de plantas foi bem
estabelecida com a obtengdo, através de muta¢do com Tn-5, de mutantes incapazes de
produzir sideroforos, os quais perderam a capacidade de promover o crescimento de

plantas de tomate no campo (Bakker ef al., 1986).
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A supressio de doengas mediada por sideroforos em Pseudomonas
fluorescentes inicia-se com a secre¢do de peptideos fluorescentes, os quais tém uma alta
afinidade pelo ion férrico, quando a concentragdo deste ion ¢ baixa no solo. O resultado
¢ a formagdo de um complexo sideroforo-ferro que nd3o pode ser absorvido pela maioria
dos microrganismos, exceto, as Pseudomonas que podem reduzir o ion ferro no
complexo sideroforo-ferro, através de reagdes enzimaticas, em receptores especificos
localizados na membrana externa da célula (Buyer & Leong, 1986). Desse modo,
Pseudomonas fluorescentes podem inibir o crescimento de outras bactérias e fungos nas
raizes das plantas (Loper & Buyer, 1991), além de impedir a germinag@o de esporos de
fungos (Sneh et al., 1984; Elad & Baker, 1985).

Esta claro que os siderdforos produzidos por rizobactérias ajudam na
supressdo de doengas causadas por outros microrganismos, mas a planta também
necessita de ion ferro para seu desenvolvimento e a falta do mesmo no solo pode levar a
clorose na planta (Julian et al., 1983). Segundo Becker e Cook (1988), o sideroforo
fluorescente produzido pela linhagem B10 de Pseudomonas spp. inibiu a captag@o de ion
ferro em plantas de milho e ervilhas. Por outro lado, muitos trabalhos sugerem que
algumas espécies de plantas conseguem obter o ion ferro diretamente dos sideroforos de
microrganismos (Powell ef al., 1982; Duss et al., 1986; Jurkevitch ef al., 1988).
Também € possivel que algumas plantas ndo consigam obter o ion ferro do complexo
sideroforo-ferro. Nesse caso, as consequéncias ndo seriam grandes pois as plantas
crescem, normalmente, em concentra¢des baixas de ion ferro, cerca de 10° M e,
provavelmente, possuem mecanismos eficazes de obtengdo e armazenamento desse
micronutriente.

A produgdo de sideroforos por Pseudomonas fluorescentes ¢ influenciada
por uma variedade de fatores, tais como a concentragido de ion ferro, a natureza e a

concentragdo de fontes de carbono e nitrogénio, o nivel de fosfatos, o pH e a luz, o grau
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de aeragdo, a concentragdo de ions zinco e molibdénio e a temperatura (O’Sullivan &
O’Gara, 1992). A variagdo desses fatores estd também associada ao tipo de solo e,

portanto, pode interferir na produg@o dos diversos tipos de sideroforos.

1.1.2 Supressao Mediada por Agentes Antimicrobianos

A produgdo de agentes antimicrobianos por Pseudomonas fluorescentes €
um importante fator na supressdo de muitas doengas em plantas. Uma variedade de
antimicrobianos produzidos por essas bactérias (Howell & Stipanovic, 1980; Lindberg,
1981; Dahiya et al., 1988; Thomashow & Weller, 1988; Keel ef al., 1990, Maurhofer et
al., 1992; Shanahan et al., 1992; Mazzola, et al., 1995) tém a capacidade de inibir o
desenvolvimento de muitos fungos e bactérias sendo alguns destes de largo espectro e
podem atuar também contra microrganismos benéficos (Lindberg, 1981).

Howell e Stipanovic (1980) verificaram que o antimicrobiano pyoluteorin
produzido por Pseudomonas fluorescens foi bastante eficiente contra o apodrecimento
do algodio provocado pelo fungo Pythium ultimum.

A ac@o de agentes antimicrobianos na supressio de doengas em plantas
foi reforcada em estudos comparativos utilizando mutantes deficientes para a produgao
de antimicrobianos. Esses mutantes defectivos perderam a capacidade de inibir a agdo
especifica de fungos patogénicos (Gutterson et al., 1986; Gill & Warren, 1988).

Pseudomonas fluorescens é produtora do antimicrobiano 4cido fenazina-
1-carboxilico, que age diretamente no controle da doenga “mal-do-pé” de trigo, causado
por Gaeumannomyces graminis var. tritici. Thomashow e Weller (1988) obtiveram um
mutante defectivo para a produgdo desse composto e mostraram a perda da capacidade

de inibigdo do desenvolvimento de Gaeumannomyces graminis var. tritici reduzindo



grandemente a protecdo do trigo contra a doenca. A confirmagdo do envolvimento de
agentes antimicrobianos no controle direto de doengas de raizes de plantas foi obtida
pela detecg¢do do antimicrobiano fenazina, na rizosfera de raizes de trigo colonizadas por
Pseudomonas fluorescens, comparado com a ndo-producdo do mesmo em raizes
colonizadas por um mutante fenazina-negativo (Thomashow ef al., 1990).

A regulacio na sintese dos antimicrobianos produzidos por Pseudomonas
fluorescentes ndo esta totalmente esclarecida. Entretanto, sabe-se que a producdo de
alguns antimicrobianos € influenciada por inimeras condig¢des fisiologicas. O’Sullivan e
O’Gara (1992) verificaram que a produgdo do antimicrobiano 2,4-diacetilfloroglucinol
(DAPG) por Pseudomonas fluorescentes pode ser aumentada pelos agtcares frutose,
manitol e sacarose, enquanto outros, tais como a glicose e sorbitol, diminuem sua

produgéo.

1.1.3 Outros Fatores

Embora a produgdo de sideréforos e de antimicrobianos sejam os fatores
mais estudados na supressio de doengas em plantas por Pseudomonas, outros
mecanismos também podem proteger as raizes de inimeras doengas causadas por fungos
e bactérias. A produgdo de acido cianidrico (HCN) por algumas Pseudomonas
fluorescentes tem-se mostrado eficaz no controle de doengas das raizes de plantas.
Voisard et al. (1989) verificaram que mutantes deficientes na produgdo de acido
cianidrico perderam a capacidade de supressdo de doengas em tabaco. Qutros trabalhos
indicam que a produgfo de acido cianidrico por algumas Pseudomonas fluorescentes €
prejudicial ao crescimento da planta, resultando na diminui¢do da produgdo em tomates

(Bakker & Schippers, 1987). Essas pesquisas mostram que o efeito do acido cianidrico



nas plantas ainda nd3o estd claro e, possivelmente, tenha diferentes efeitos sobre
diferentes tipos de plantas.

Os mecanismos de supressdo de doengas por Pseudomonas mencionados
até agora ndo teriam qualquer importdncia se estas bactérias nio fossem capazes de
colonizar a rizosfera. A competicdo por nutrientes varia com a rizosfera, dependendo da
disponibilidade de fontes de carbono, nitrogénio, fosfato, enxofre e micronutrientes. A
capacidade de utilizar um nutriente disponivel na rizosfera pode ser uma vantagem
competitiva (Wilson & Lindow, 1993). Nesse caso, a exclusdo competitiva de
organismos deletérios estd diretamente relacionada a capacidade de colonizagdo das
raizes das plantas por Pseudomonas. Como ja mencionado, os siderdforos das linhagens
de Pseudomonas fluorescentes sdo associados ao sucesso na colonizagdo da rizosfera
deficiente em ion ferro.

A colonizagdo da raiz depende de uma série de fatores, tais como:
atividade de agua, temperatura, pH, tipo de solo, composi¢do do exudato das raizes,
conteido mineral, e presenga de outros microrganismos. Todos esses pardmetros tém
sido estudados na colonizac¢do da rizosfera por Pseudomonas. Por exemplo, solo do tipo
arenoso € significantemente melhor para a coloniza¢do de Pseudomonas fluorescentes
em raizes de tomate comparada a solo argiloso (Bahme & Schroth 1987). Embora esses
estudos indiquem que a textura do solo tem influéncia direta sobre a colonizagdo por
essas bactérias, outros fatores indiretos associados com cada tipo de solo podem resultar
em diferengas na coloniza¢do. Conseqiientemente, € muito dificil determinar-se o tipo de
solo ideal para a colonizagdo de raizes por Pseudomonas. Os efeitos da temperatura
(Loper et al., 1985) e pH (Yuen & Schroth, 1986) também tém sido estudados, mas as

duvidas sdo equivalentes.



1.2 Producio de Substincias Promotoras de Crescimento

A produgdo de substancias promotoras de crescimento vegetal tem sido
considerada como um efeito benéfico das Pseudomonas fluorescentes sobre o
desenvolvimento de plantas. Essas substincias sio hormdnios para as plantas e sdo
produzidas por microrganismos que habitam a rizosfera. Os géneros Azospirillum e

zotobacter sdo 0s miérorganismos mais estudados quanto aos seus efeitos no
desenvolvimento de plantas, inclusive pela fixagdo do nitrogénio atmosférico. Verificou-
se a produgdo de hormédnios vegetais (auxinas, citocininas e giberelinas) pela bactéria
Azotobacter chroococcum, estimulada pela presenca de exudatos da raiz de milho
(Martinez-Toledo et al., 1988). A inoculagdo de plantulas de tomate com um mutante de
Azospirilum ndo-fixador de nitrogénio resultou na promogao de crescimento, verificada
pelo aumento da massa das folhas e da circunferéncia do caule, contribuindo para a
confirmagdo da producdo de horménios de plantas por microrganismos (Bashan et al.,
1989).

Ha poucos trabalhos considerando a produgdo de hormonios de plantas
por Pseudomonas fluorescentes. Eklund (1970) estudando ac¢do de Pseudomonas sobre
sementes de abdbora, verificou o0 aumento no crescimento de plantulas, maior elongagio
do hipocétilo e maior area foliar e relacionou esses efeitos com a produgéo de giberelinas
pela bactéria. As Pseudomonas produtoras de fitormonios parecem, também, aumentar a
parte area de algumas plantas como a alfafa (Olsen & Misaghi, 1981).

Outra abordagem para as rizobactérias promotoras de crescimento em
plantas ¢ a possivel regulagio hormonal das plantas pelas bactérias, fato este até agora

nao comprovado. Entretanto, ha indicios de que Pseudomonas fluorescens produz uma



transaminase que catalisa a conversdo de L-triptofano em acido indol-piruvico, precursor
do AIA (Frankenberger Jr. & Poth, 1988).

De maneira geral, os fatores que determinam as rizobactérias como
promotoras de crescimento em plantas sdo a produgdo de sideroforos e a produgio de
agentes antimicrobianos. A produgio de hormdnios como fator importante na promog¢ao

do crescimento das plantas, ndo esta esclarecida e requer mais estudos.

1.3 Métodos Tradicionais, Moleculares e Quimiotaxonémicos na

Identificacdo e Tipagem de Microrganismos

Os fatores discutidos até o momento refor¢am o uso das Pseudomonas
fluorescentes em um programa de controle agricola direcionado, onde essas bactérias
poderiam ser utilizadas como hospedeiras de genes para o aumento na produ¢io de
culturas agricolas. Todavia, é necessaria a compreensdo da estrutura e diversidade da
populagdo de Pseudomonas fluorescentes, principalmente no que se refere a sua
especificidade e adaptagiio as plantas hospedeiras, o que pode ser o resultado da
plasticidade fenotipica, diversidade genética ou da combinagdo de ambas. A diversidade
fenotipica e genotipica sdo critérios comumente usados para agrupar isolados dentro de
varios taxons de microrganismos.

A analise de diferentes componentes celulares resultantes da atividade de
enzimas e expressdo génica pode fornecer informagdes taxdonomicas a respeito da
identidade de um organismo (tabela I). Antigamente, a classificagdo e identifica¢do de
microrganismos era baseada em métodos taxonomicos tradicionais que utilizavam
basicamente caracteristicas fenotipicas, tais como colora¢do, morfologia, motilidade,

requerimentos nutricionais, produgdo de acidos, pigmentagido e formagdo de esporos.



Estas caracteristicas sdo, até hoje, utilizadas na classificagdo e identificagio de grupos
importantes de microrganismos, como as Enterobacteriaceae. A taxonomia moderna
utiliza métodos moleculares baseados em estudos de hibridizagdo e sequenciamento de
acidos nucléicos para classificagdo e identificagio de microrganismos e revisio das

relagdes entre os diferentes grupos.

Tabela L. Métodos para determinagéo de informag¢des taxonémicas.

Material basico para analise Metodologia

DNA Determinagdo da %CG
Homologia DNA-DNA
Analises de RFLP e AFLP

Sequenciamento do rDNA

Ribotipagem
rRNA Sequenciamento do rRNA
Proteinas Padrdo de proteinas totais

Analises de proteinas ribossomais

Enzimas Testes enzimaticos

Isoenzimas
Componentes celulares Analises de acidos graxos, quinonas e lipideos
Célula inteira Morfologia

Estrutura celular

Ciclo de vida

10



Embora a defini¢do de espécies seja o proposito principal da classificagdo
dos organismos, a separagdo e o reconhecimento de diferentes tipos dentro da espécie
tém assumido grande importancia em varios ramos da microbiologia. De fato, em muitos
casos, o controle de doengas em uma comunidade n3o € possivel sem o uso de métodos
de caracterizagdo intra-especifica para ajudar na defini¢io das fontes de infecgéo,
mecanismos de transmissdo, diversidade de patogenos e extensdo da infec¢do em uma
populagdo susceptivel. Qutras areas, nas quais a caracterizagdo intra-especifica ¢
importante incluem estudos ecologicos envolvendo a introdugdo e monitoramento de
novos microrganismos em habitats naturais, busca de microrganismos para sele¢do de
novos produtos microbiologicos e controle biologico (Towner & Cockayne, 1993).

Segundo Hawkey (1989), o método de identifica¢do ideal deve
diferenciar a maioria das linhagens estudadas, ser capaz de reconhecer um nimero
razoavel de tipos, ser aplicdvel para isolados naturais, ser reproduzivel por um longo
periodo de tempo e em diferentes locais, além de ndo ser complicado e caro.

Frequentemente, a caracterizagdo inicial de uma linhagem ¢ obtida pela
analise de caracteristicas morfologicas e bioquimicas e comparagdo dos resultados com
chaves de identificagdo e descrigdes taxOnomicas disponiveis na literatura. Tais
caracteristicas podem incluir morfologia da colGnia, requerimentos nutricionais,
capacidade de fermentagdo, utilizacdo de fontes de carbono e resisténcia a drogas
antimicrobianas. Essas caracteristicas sdo, aparentemente, faceis de se determinar;
entretanto, cada uma delas apresenta suas peculiaridades. Diferengas na morfologia da
colonia sio muitas vezes sutis e podem ser subjetivas. Reagdes bioquimicas também
apresentam dificuldades na interpretacdo de resultados, embora muitos “kits” comerciais
de identificagdo produzam resultados satisfatorios para algumas espécies, tais como
Enterobacter cloacae (Kuhn et al., 1991). A resisténcia a drogas antimicrobianas pode

estar associada a plasmidios R instaveis e, portanto, a reprodu¢do dos resultados ¢
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freqiientemente alterada. Em geral, essas caracteristicas podem auxiliar na identificagao
de espécies em investigagdes rotineiras, mas para estudos epidemiologicos e ecologicos
métodos mais seguros devem ser utilizados.

A sorotipagem € um dos mais antigos procedimentos para identificagio de
microrganismos e, quando utilizado com outros métodos, pode apresentar resultados
satisfatorios para muitas espécies, tais como Acinetobacter spp. (Traub, 1989),
Campylobacter spp. (Mills et al., 1991), Neisseria gonorrhoeae (Moyses & Young,
1991) e Pseudomonas aeruginosa (Burke et al., 1990), entre outras. Esse método €
baseado em reagdes com anti-soro especifico obtido a partir de um antigeno comum em
cada grupo. Desenvolvido, detalhadamente, para Enterobacteriaceae (Ewing, 1986),
também foi usado para identificagdo de Pseudomonas aeruginosa (Léanyt & Bergan,
1978). A vantagem no uso dessa metodologia € a sua utilizagdo em diferentes géneros de
microrganismos, mas o desenvolvimento da técnica para uma aplicagio inicial depende
de tempo para a purifica¢do do antigeno, imunizagdo de animais e testes de aglutinac@o.

Bacteriocinas sdo substincias bactericidas, normalmente proteinas, as
quais sdo ativas contra diferentes grupos de bactérias. A produgdo de bacteriocina pode
ser utilizada para testar a sensibilidade de uma linhagem contra uma produtora padréo ou
testar se a linhagem em questio € produtora ou ndo. Esse método tem sido
particularmente aplicado na caracterizagdo de Pseudomonas (Govan & Harris, 1985) e
membros da familia Enterobacteriaceae (Gillies, 1978), entre outros grupos. Embora a
sensibilidade ou a produgdo de bacteriocinas sejam caracteristicas relativamente estavets,
essas proteinas sdo muitas vezes codificadas por plasmidios e podem produzir resultados
alterados durante a identificagdo da linhagem.

Os métodos convencionais para identificagdo de microrganismos tém
importancia e aplica¢do para diversos grupos. Entretanto, as compara¢des moleculares e

quimiotaxondmicas, as quais analizam diretamente o material genético ou produtos de
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expressdo génica (tabela I) trazem resultados mais confidveis para estudos da diversidade
de muitas espécies, podendo detectar variabilidade entre diferentes isolados de uma
mesma espécie.

As metodologias moleculares e quimiotaxondmicas para a identificagdo e
tipagem de microrganismos utilizam informag¢des derivadas principalmente de acidos
nucléicos, proteinas e lipideos, cujas seqiiéncias ou composi¢do permitem uma analise
simples e uniforme para estudar a diversidade microbiana ¢ o desenvolvimento de
métodos de identificagdo. Historicamente, métodos utilizados para isolar e caracterizar
macromoléculas envolviam técnicas complexas, demoradas e caras e, portanto, ndo eram
comuns na rotina de laborat6rios de microbiologia. Atualmente, essas técnicas tornaram-
se mais simples e rapidas, permitindo o uso por muitos microbiologistas, seja para

estudos epidemiologicos ou para o estudo da diversidade genética.

1.3.1 Analises de Acidos Nucléicos

A andlise do material genético de um microrganismo oferece maior
vantagem para a identificac@o e tipagem pois ndo esta sujeita a variagdes fenotipicas. Na
maioria dos microrganismos, o material genético consiste de um DNA de fita dupla, com
sequi€ncia especifica de pares de bases que armazenam informagdo. Além dessa molécula
hereditaria, os microrganismos podem apresentar plasmidios, que s3o elementos
genéticos auténomos, com replicagdo independentemente do cromossomo bacteriano.
Plasmidios freqiientemente codificam propriedades adicionais a célula, tais como
resisténcia a drogas antimicrobianas e atividades metabolicas, sdo constituidos de DNA

de fita dupla, circulares e covalentemente fechados.
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Os plasmidios s3o isolados por uma variedade de métodos rapidos e
simples, descritos de acordo com género bacteriano (Birnboim & Doly, 1979; Kado &
Liu, 1981; Wilson et al., 1978; Steinberg et al., 1987), e analisados por eletroforese em
gel de agarose. O analise do perfil plasmidial pode resultar em varios problemas, entre
eles o numero de bandas plasmidiais. Um unico plasmidio pode apresentar trés bandas
diferentes, que correspondem a formas moleculares distintas, a circular covalentemente
fechada (CCC), a circular aberta (OC) e a linear. Outras complicagdes sio a
contaminagdo com o DNA cromossomal durante a extragdo, os plasmidios de alto peso
molecular de dificil purificagdo, os plasmidios com baixo numero de copias de dificil
visualiza¢do e os plasmidios de baixo peso molecular que, normalmente, migram no gel
proximo ao RNA (Towner & Cockayne, 1993). Os métodos de analise de tamanho e
estrutura das moléculas de acidos nucléicos, tanto plasmidios quanto cromossomos, nio
podem ser usados diretamente para uma identificagdo taxondmica de um microrganismo
em particular, mas ajudam em diagndsticos laboratoriais na tipagem de alguns géneros de
bactérias. Estudos com salmonelas indicam que o padrdo plasmidial é estavel entre os
isolados de casos de infecgdo em determinadas regides (Threlfall er al., 1986).
Considerando as limitagdes descritas, a analise do perfil plasmidial tem sido usada para a
investigacdo e tipagem de varios grupos de microrganismos, entre eles, os géneros
Pseudomonas (John & Twitty, 1986; Poh et al., 1988) e Rhizobium (Hartmann &
Amarger, 1991).

Embora a analise do perfil plasmidial seja um método rapido e simples na
tipagem de alguns microrganismos, ela ndo pode ser aplicada em linhagens que nio
possuem plasmidios e, também, acarretam problemas quando eliminados ou adquiridos
por bactérias hospedeiras. Assim, a analise do DNA cromossomal pode ser uma
alternativa na solucdo desses problemas. Entretanto, os métodos convencionais de

eletroforese em gel de agarose ndo permitem a separacdo de DNA cromossomal devido
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ao seu tamanho. Entretanto, a digestdo do DNA cromossomal com enzimas de restri¢ao,
resulta em fragmentos de DNA que podem ser analisados pelos métodos convencionais
de eletroforese, permitindo a identificagdo de diferengas minimas entre os
microrganismos estudados.

Em geral, a digestio com enzimas de restricio pode resultar em muitos
fragmentos, dificultando a distingdo de bandas individuais, ou em poucos fragmentos de
maior tamanho, que ndo sdo possiveis de analise em eletroforeses convencionais. O
sucesso para a utilizagdo desse método depende da selegdo de uma enzima de restri¢do
apropriada para o grupo de microrganismos analisados e o método de determinagio de
similaridade dos fragmentos obtidos (Forbes ez al., 1991).

A identificagdo de microrganismos em diagnosticos laboratoriais,
normalmente, € feita pela comparagdo visual dos padrdes de bandas com tamanhos
moleculares diferentes (fingerprints), obtidos apés a digestdo com enzimas de restrigdo,
visando a analise de semelhancas e diferengas entre as linhagens estudadas. Varios
grupos de microrganismos foram analisados por esse método nos ultimos anos (Mielenz
etal., 1979; Loutit & Tompkins, 1991; Wilson ef al., 1992; Bingen et al., 1992).

Nociari et al. (1996) estudaram a diversidade genotipica de isolados
clinicos de Pseudomonas aeruginosa utilizando a comparagdo visual dos padroes de
bandas de restricio para as enzimas Pvu II, Hind 111, EcoR 1 ¢ BamH 1. A analise do
perfil de restricdo mostrou bandas fortes e fracas que puderam ser reproduzidas e,
portanto, utilizadas para a comparagdo entre os isolados, quando os DNA foram
digeridos com as enzimas Pvu 11, Hind 111 ¢ BamH 1. O perfil de restrigdo obtido para a
enzima £coR I ndo pode ser reproduzido e, portanto, ndo foi utilizado para a analise.
Finalmente, os resultados mostraram que diferentes perfis de restrigdo para uma unica

banda representaram isolados de Pseudomonas aeruginosa de diferentes genotipos.
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Kondrateva (1992) analisou o grau de similaridade entre trés linhagens de
Pseudomonas através de restricio do DNA gendmico com as enzimas Xba I, Uba78 1 e
Dral. A enzima Xba I foi a Unica a apresentar um nimero de fragmentos suficientes para
analise comparativa. As trés linhagens apresentaram padrdes diferentes de restrigdo, com
maiores semelhangas entre os DNA de Pseudomonas fluorescens 80 e Pseudomonas
alcaligenes.

Quando a identificagdo de uma espécie necessita de uma analise mais
detalhada a hibridizacdo com sondas de acidos nucléicos especificas para uma
determinada espécie deve ser utilizada. Esta sonda pode ser um fragmento de DNA do
genoma da mesma espécie clonado ao acaso (Tompkins er al., 1986). Linhagens
relacionadas apresentam grande numero de fragmentos hibridizados em comum, ao
passo que, as nao relacionadas apresentam poucos.

Recentemente, Keel et al. (1996) analisaram a diversidade fenotipica e
genotipica de Pseudomonas fluorescentes produtoras do antimicrobiano de amplo
espectro 2, 4-diacetilfloroglucinol (PHL), considerado um dos determinantes no controle
biologico de varios patogenos. Nesse estudo, foram determinados dois grupos
fenotipicos distintos. O primeiro, constituido de linhagens isoladas de solos americano,
europeu e africano, foi produtor de PHL, do antimicrobiano pyoluteorin e do acido
cianidrico; no segundo grupo, de linhagens isoladas de solos americano e europeu,
produziram somente PHL e acido cianidrico. As analises genotipicas envolvendo padrdes
de restrigdo seguido de hibridizagdo com sonda para o gene phl e padrdo de restri¢do do
fragmento amplificado relativo ao gene rDNA 16S indicaram que as linhagens
produtoras dos antimicrobianos PHL e pyoluteorin sdo altamente semelhantes, enquanto
que as linhagens produtoras somente de PHL apresentam maior diversidade. Esses dois
grupos foram ainda subdivididos, apés a analise de RAPD, indicando polimorfismo

genético entre as linhagens estudadas.
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Um método de identificagdo generalizado, baseado em hibridizagdo de
DNA, denominado ribotipagem, foi proposto por Grimont & Grimont (1986). Esse
método consiste no uso de RNA ribossomico ou de seus genes correspondentes (rDNA)
como sondas na hibridizagdo com DNA gendmico digerido. As sequéncias de genes do
rDNA sdo regides altamente conservadas no genoma, as quais podem ser hibridizadas
com os genes de tDNA de muitas espécies de microrganismos (Woese, 1987). Os genes
de rDNA em bactérias estdo organizados em operons, nos quais estdo codificados os
genes individuais dos rRNA 16S, 23S e 5S que estdo separados por seqiiéncias ndo
codificadoras. O uso de sondas mistas de DNA 16S e 23S resulta na hibridizagdo com
fragmentos do DNA genémico digerido que contém partes do gene de rDNA. Assim,
diferentes padrdes de hibridizagdo podem ser obtidos dependendo da sonda utilizada
(Saunders et al., 1990).

Linhagens de Pseudomonas, supostamente pertencentes as espécies
Pseudomonas putida biovar A e Pseudomonas fluorescentes pertencentes ao grupo I de
homologia do rDNA, foram comparadas por taxonomia numérica e analise de
ribotipagem. As linhagens foram classificadas em cinco grupos (I a V) distintos pela
analise fenotipica numérica. O grupo II foi identificado como Pseudomonas putida
biovar A, mas quatro subgrupos (Ila a IId) fenotipicos foram determinados. A
caracterizagdo através da ribotipagem, apos digestdo com a enzima de restricdo Pvu 11,
determinou sete ribotipos (A a G) no grupo fenotipico II. Os resultados mostraram
correlacdo entre os subgrupos Ila e IId e os ribotipos A e B, respectivamente. Os
subgrupos IIb e Ilc foram divididos em trés (E, F ¢ G) e dois (C e D),
respectivamente. (Elomari ef al., 1994).

Elomari et al. (1996) analisaram isolados de agua mineral empregando
ribotipagem e propuseram uma nova espécie de Pseudomonas, denominada

Pseudomonas veronii, uma vez que tais isolados ndo foram relacionados com os grupos
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auténticos de Pseudomonas determinados por analises fenotipicas e hibridizagdo de
DNA.

Leitdo et al. (1996) analisaram isolados de Pseudomonas aeruginosa de
diferentes ambientes, entre eles agua nascente, pacientes com fibrose cistica e infecgdes
hospitalares, através de ribotipagem utilizando como sonda rDNA 16S e 23S de
Escherichia coli. Foram obtidos onze ribotipos diferentes entre os isolados. Os padrdes
predominantes incluiram isolados de todos os ambientes.

Recentemente, infecgdes causadas por Pseudomonas em pacientes com
fibrose cistica mereceram um estudo epidemiologico. Pitt ef al. (1996) isolaram 366
Pseudomonas cepacia de 17 centros de tratamento hospitalar e analisaram o padrédo de
bandas obtidas pela ribotipagem. Foram encontrados 50 ribotipos diferentes, sendo um
deles denominado ribotipo 1, encontrado em 68 pacientes de 8 centros diferentes. A
analise da resisténcia dos isolados a varias drogas antimicrobianas apresentou grande
variabilidade. Nenhuma correlagdo entre os perfis de bandas obtidos na ribotipagem e a
resisténcia a antimicrobianos pode ser determinada.

Atualmente, a hibridizagdo de acidos nucléicos tem sido utilizada para
identifica¢do de microrganismos. Entretanto esse método tem algumas restrigdes para
uso rotineiro: a hibridiza¢do de acidos nucléicos ¢ um método demorado e utiliza, em
muitos casos, sondas radioativas, e necessita de grandes quantidades de DNA para gerar
bons resultados, o que nem sempre € de facil obtengdo.

O método de amplificagdo de acidos nucléicos conhecido como PCR
(“polymerase chain reaction”) foi introduzido por Saiki et al. (1985) e tornou-se uma
das mais importantes inovagdes cientificas da década passada. O PCR utiliza uma DNA
polimerase termoestavel para produzir multiplas copias de regides especificas do DNA,
incluindo regides ndo-codificadoras ou genes especificos. Os produtos obtidos apos

amplificagdo, podem ser analisados através de eletroforese em gel de agarose, quanto ao
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tamanho do fragmento amplificado que, em muitos casos, pode indicar a presenga do
DNA alvo da seqliéncia original.

Atualmente, o PCR tornou-se um dos métodos mais simples e rapidos
para a identificagdo e comparagdo de microrganismos especificos para uma variedade de
linhagens. Estratégias variadas usando o método de PCR tém sido descritas e utilizadas
para identificar genes que sdo caracteristicos de uma espécie em particular, auxiliando na
identificagdo dos microrganismos.

O método de PCR combinado a digestdo com enzimas de restricdo dos
produtos amplificados resulta em RFLP (“restriction fragment length polymorphisms”)
que sdo analisados em eletroforese em gel de agarose ou poliacrilamida. Regnery et al.
(1991) amplificaram sequiéncias especificas do gene para codificagio da enzima sintetase
de citrato em Rickettsiae, seguido de restrigdo dos fragmentos amplificados para
diferenciar linhagens da mesma espécie.

PCR foi usado na identificagdo de Pseudomonas aeruginosa, em amostras
de agua, pela amplificagdo do fragmento que corresponde a uma seqiiéncia estrutural do
gene da exotoxina A. Os oligonucleotideos especificos amplificaram o fragmento alvo
em Pseudomonas aeruginosa, mas ndo em outras espécies de Pseudomonas. A
identifica¢do foi confirmada através da digestdo do fragmento com a enzima Pvu Il que
gerou dois fragmentos com aproximadamente 246 e 150 pb. O método de PCR foi
considerado rapido e eficiente, podendo substituir a selegdo em meios de cultivo
especificos e testes bioquimicos (Khan & Cerniglia, 1994).

Estudos realizados com Pseudomonas fluorescentes, baseados em
amplificagdo do gene rDNA 168, seguido da analise da digestdo com treze diferentes
enzimas de restrigio, definiram dezessete genodtipos para o gene rDNA 16S em

Pseudomonas fluorescens. A definigdo dos diferentes grupos permite, rapidamente, a
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caracterizagdo em espécie de linhagens de Pseudomonas fluorescentes (Laguerre ef al.,
1994).

Outra variagdo do PCR ¢ a anilise de RAPD (“randomly amplified
polymorphic DNA”). Este método consiste na escolha arbitraria de um unico
oligonucleotideo iniciador (“primer”), combinado com ciclos de baixa estringéncia
resultando em fragmentos amplificados caracteristicos de um genoma em particular
(Welsh & McClelland, 1990). De fato, esta técnica foi utilizada recentemente para
estudos epidemiologicos de Pseudomonas pseudomallei, permitindo a subdivisio de

isolados clinicos de um mesmo ribotipo (Haase ef al., 1995).

1.3.2 Analises de Perfil de Proteinas

A diversidade e o numero de proteinas produzidas pelos microrganismos
permitiram o desenvolvimento de métodos de identificagio e tipagem baseados em
analises comparativas de perfis de subunidades protéicas. Esses métodos tém sido
utilizados na identificagdo de espécies de varios organismos e, também, na diferenciaggo
entre linhagens da mesma espécie (Fantinatti ez al., 1994). Geralmente, as proteinas de
maior peso molecular das linhagens de uma mesma espécie sio muito semelhantes, mas
diferem, consideravelmente, das de outras espécies. Dentro de uma espécie, diferencas
menores entre as linhagens permitem a subtipagem (Towner & Cockayne, 1993).

O padrio de subunidades protéicas € o resultado da extragdo de proteinas,
tanto de células inteiras quanto de fragGes celulares, tais como proteinas de membranas
ou de superficie, € da separagdo do material solubilizado por eletroforese em gel de
poliacrilamida-SDS  (SDS-PAGE). Em geral, essas técnicas utilizam pequenas

quantidades de células para o preparo dos extratos protéicos, permitindo a comparacdo
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de muitas linhagens simultaneamente. Dependendo do sistema de eletroforese utilizado,
as proteinas sdo separadas de acordo com as propriedades fisico-quimicas, incluindo o
tamanho, a carga ou o ponto isoelétrico.

Na taxonomia e identifica¢do, o método SDS-PAGE tem sido utilizado na
tipagem de microrganismos, particularmente em estudos epidemiologicos. A comparagéo
dos padrdes de bandas em eletroforese em gel SDS-PAGE pode ser feita através de
visualiza¢do direta . Muitas diferengas sdo detectadas, especialmente, quando os padrdes
apresentam um pequeno nimero de subunidades protéicas maiores como, por exemplo,
nas preparagdes de proteinas de membrana (Tsai et al., 1981; Stern & Meyer, 1987).
Quando o numero de padrdes de bandas € mais complexo, especialmente em preparagdes
de proteinas totais, a analise entre as linhagens € feita por programas de computador
(Wade et al., 1990; Millership & Want, 1992).

Sorensen et al. (1992) identificaram linhagens de Pseudomonas isoladas
do meio ambiente pela analise do padrdo de proteinas totais. Os resultados obtidos nos
perfis eletroforéticos classificaram os isolados em Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas fluorescens e Pseudomonas putida. Amostras classificadas como
Pseudomonas aeruginosa apresentaram um unico padrio de bandas. As linhagens de
Pseudomonas fluorescens mantiveram o padrdo classico para os biotipos nos testes
bioquimicos e fisiologicos e, também, apresentaram um unico padrdo de bandas diferente
dos isolados de Pseudomonas putida.

A diversidade fenotipica e genotipica de linhagens de Psewdomonas
isoladas em cultura de beterraba foi estudada por Rainey et al. (1994). As caracteristicas
fenotipicas analisadas foram baseadas em propriedades bioquimicas, utilizagdo de fontes
de carbono, perfil de proteinas totais entre outras, que agruparam todas as linhagens em
dois grandes grupos subdivididos em oito subgrupos, exceto a analise de proteinas totais

que determinou seis grupos distintos. A analise genotipica baseada em restricio de
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fragmentos com diferentes enzimas revelou oito grupos gendmicos distintos que
coincidiram com a analise fenotipica.

Vlassak et al. (1992), estudando uma populagdo de bactérias isoladas da
rizosfera de arroz e banana no Sri Lanka, determinaram cinco grupos de bactérias
fluorescentes. Os trés grupos com maior numero de isolados apresentavam as espécies
de Pseudomonas fluorescens e Pseudomonas putida, enquanto que 0s outros grupos
menores apresentaram outras bactérias fluorescentes. Subgrupos foram determinados
apos a analise de proteinas totais em SDS-PAGE.

Frequientemente, o0 método SDS-PAGE ¢ utilizado em combinagdo com
outras técnicas, tais como sorotipagem e eletroforese de varias enzimas na identificagdo
de microrganismos (Sibold ef al., 1992).

Kragelund efr al (1996), comparando diferentes linhagens de
Pseudomonas fluorescens e Pseudomonas putida pelo perfil de proteinas de membrana,
verificaram uma grande heterogeneidade. Entretanto, algumas proteinas mostraram-se
predominantes entre as amostras e semelhantes as proteinas de Pseudomonas
aeruginosa. Uma proteina de 37 KDa foi purificada e usada para produgdo de anticorpo
policlonal. O anticorpo foi utilizado como sonda para a identificagdo de Pseudomonas do
grupo I de homologia de rDNA obtida da rizosfera de cevada em diferentes meios de

cultivo.

1.3.3 Analise de Atividade Enzimatica

A andlise de proteinas baseada na eletroforese de varias enzimas
(multilocus enzyme electrophoresis) foi desenvolvida, inicialmente, para analise da

diversidade genética em populagdes de mamiferos, mas também ¢ utilizada para o estudo
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de diversidade genética e relagdes entre microrganismos em uma populagio (Selander et
al., 1986).

Usando a eletroforese para varias enzimas, os microrganismos podem ser
diferenciados pela analise de mobilidade eletroforética de um extrato enzimatico. Em
uma populagdo de microrganismos existem diversas formas variantes de uma mesma
enzima, cada uma codificada por um alelo diferente. Mudangas de poucos amino4cidos
nas proteinas codificadas por diferentes alelos sdo suficientes para afetar a mobilidade
eletroforética e permitir a diferenciagio entre as linhagens. A discriminag¢do da técnica é
aumentada pela analise de multiplas enzimas, geralmente entre 10 a 15 enzimas
diferentes. Linhagens que apresentam os mesmos perfis de alelos para um conjunto de
enzimas analisadas sdo referidas como “electrophoretic types” (ETs). Cada ET
representa um clone distinto dentro da populagdo. Assim, a analise de varias enzimas
indica uma amostragem representativa dos genes estruturais de um organismo,
possibilitando o célculo da frequéncia de alelos para estudo das variagdes genéticas
dentro da popula¢do e o nivel de relagdo entre espécies ou isolados (Selander ef al.,
1986).

Carson ef al. (1991) utilizaram eletroforese de multiplas enzimas para
analises epidemiologicas de amostras patogénicas de Pseudomonas cepacia. As analises
eletroforéticas apresentaram um perfil idéntico para todas as linhagens em relagdo as
diferentes enzimas analizadas. Um dos cinco tipos eletroforéticos obtidos foi idéntico ao
perfil encontrado em outra amostra epidémica, permitindo a sugestdo pelos autores do
uso de eletroforese de multiplas enzimas associadas com outras técnicas para
identificacdo de microrganismos em situagdes de epidemias.

A diferenciag@o intraespecifica de Pseudomonas aeruginosa foi analisada
pela comparagdo do polimorfismo de esterases e ribotipagem. Denamur ef al. (1991)

encontraram 25 tipos eletroforéticos para esterase e 12 ribotipos diferentes. A
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combinagdo das duas analises resultou em 30 tipos diferentes de Pseudomonas
aeruginosa entre os isolados de pacientes com fibrose cistica.

A eletroforese de multiplas enzimas também foi considerada um método
funcional na identificagio e comparagdo de isolados de Pseudomonas cepacia em
diferentes ambientes. Yohalem & Lorbeer (1994) analisaram isolados clinicos e
fitopatogénicos quanto aos tipos eletroforéticos obtidos com diferentes enzimas e

encontraram poucas diferengas.
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2. Objetivos

O objetivo do presente estudo foi a caracterizacdo de linhagens de
Pseudomonas spp. fluorescentes isoladas da rizosfera de diferentes culturas agricolas
(algoddo, milho e soja) quanto as caracteristicas fenotipicas e genotipicas. Para isso,
utilizaram-se métodos fenotipicos, como a sorotipagem, producdo de bacteriocina e
1soenzimas; métodos moleculares, como analises de acidos nucléicos por RAPD,
ribotipagem, polimorfismo do rDNA 16S e métodos quimiotaxonémicos, como a analise
de perfil de proteinas, procurando analisar a diversidade genética entre linhagens isoladas
de mesma cultura agricola e entre linhagens isoladas de culturas agricolas diferentes.
Posteriormente, foi possivel verificar quais os melhores métodos utilizados na
caracterizagdo de linhagens de Pseudomonas sp. fluorescentes considerando-se o custo,

o tempo de trabalho e a disponibilidade técnica.



3. Material e Métodos

3.1 Linhagens Bacterianas

As linhagens bacterianas de Pseudomonas spp. fluorescentes estudadas no
presente trabalho foram cedidas pela Dr®. Sueli dos Santos Freitas, da Secdo de
Microbiologia do Solo do Instituto Agronéomico de Campinas (SP). A designagdo e

origem das linhagens encontram-se listadas na tabela II.

3.2 Meio de Cultura e Condig¢oes de Cultivo

As linhagens bacterianas foram inicialmente semeadas em placas contendo
meio B de King (King et al., 1954) para obtengdo de coldnias isoladas, a partir das quais
foram feitas culturas estoque, com o mesmo meio e mantidas a temperatura ambiente sob
Oleo mineral.

O meio B de King foi utilizado no crescimento das linhagens bacterianas
para todos os experimentos realizados neste trabalho. As condi¢cdes de cultivo foram

padronizadas em 28° C por 12 - 16 h, sob agitagio a 150 rpm, quando necessario.
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Tabela II. Designagdo e origem das linhagens de Pseudomonas spp.

fluorescentes.

Linhagens Bacterianas® Origem®
Ps21A,Ps21BePs21C Rizosfera de plantas de algoddo (Gossypium hirsutum)
Ps 22Abr e Ps 22Bbr Rizosfera de plantas de algoddo (Gossypium hirsutum)
Ps 23C, Ps 23Agr, Ps 23Als, Ps 23Bls e Ps 23Bpc Rizosfera de plantas de algoddo (Gossypium hirsutum)
Ps 31A e Ps 31C® Rizosfera de plantas de milho (Zea mays)

Ps 33® Rizosfera de plantas de milho (Zea mays)
Ps 34B e Ps 34Abr Rizosfera de plantas de milho (Zea mays)
Ps41C, Ps 41Abr e Ps 41Atr Rizosfera de plantas de soja (Glycine max)
Ps42A e Ps 42B Rizosfera de plantas de soja (Glycine max)

@ I inhagens bacterianas com o mesmo niimero foram obtidas da mesma planta.
® | inhagens bacterianas consideradas patogénicas, pois causaram morte das plantas de feijéo.
1 inhagens bacterianas isoladas de culturas agricolas cedidas pela Dr?. Sueli dos Santos Freitas (Instituto

Agrondémico de Campinas).
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3.3 Extracio e Purificacio do DNA Gendémico

O método utilizado para extragio do DNA gendémico em pequena escala
foi baseado na técnica de Pitcher ef al. (1989). As linhagens bacterianas foram semeadas
em meio B de King a partir de um pré-indculo em 3,0 ml de meio, o qual foi incubado a
28° C por 12 h. As placas foram incubadas nas mesmas condigdes. O crescimento
bacteriano foi recuperado em 2,0 ml de TE pH 8,0 (EDTA 0,5 M pH 8,0; Tris-Cl
1 M pH 8,0) com auxilio de uma alga de plastico descartavel e transferido para tubos de
centrifuga (volume 1,5 ml) e, entdo, centrifugados a 6500 rpm por 2 min.

O sobrenadante foi desprezado e o sedimento ressuspendido em 100 pl de
TE pH 8,0 contendo 2 mg/ml de lisozima dissolvida. O tubo foi mantido a 37° C por
30 min sendo, a seguir, 500 pul de solugdo de tiocianato de guanidina (tiocianato de
guanidina 5 M, EDTA 0,5 M pH 8,0; N-lauril sarcosina 10 %) adicionados a suspensao e
o tubo agitado em vortex brevemente e mantido a temperatura ambiente por 5 a 10 min.
O tubo foi resfriado em gelo e ao lisado bacteriano foram adicionados 250 pl de acetato
de aménio 7,5 M. O tubo foi invertido varias vezes suavemente e mantido no gelo por
10 min. ApoOs a incubagdo em gelo, 500 pl de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1, v/v)
foram adicionados e o tubo invertido manualmente até completa emulsificacdo. A
suspensio foi centrifugada a 13000 rpm por 10 min, a fase aquosa transferida para um
novo tubo de centrifuga e 0,54 volumes de isopropanol gelado foram adicionados para
precipitar 0 DNA. O tubo foi invertido varias vezes até a mistura das solugdes e
visualizagdo de um precipitado fibroso branco. A suspensio foi centrifugada a 6500 rpm

por 1 min e 0 DNA precipitado lavado cerca de 3 vezes com etanol 70 % (v/v). O DNA
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foi ressuspendido em 200 pl de TE pH 8,0, adicionado 10 ul de RNAse (10 mg/ml) e
incubado a 37° C por 1 h.

Um volume (240 ul) de cloroférmio-alcool isoamilico foi adicionado apos
a adigdo de 40 pl de cloreto de litio 4 M para remogdo de proteinas. Novamente a
solucdo foi emulsificada e centrifugada a 13000 rpm por 10 min. A fase aquosa foi
recuperada e o DNA precipitado com 2 volumes de etanol gelado. O tubo foi invertido
novamente até a visualizagio do DNA e centrifugado a 6500 rpm por 1 min. O DNA
precipitado foi lavado 2 vezes com etanol 70 % (v/v), seco a vacuo, ressuspendido em
100 pl de H,O deionizada e esterilizada e mantido a 4° C.

A pureza e a quantificagio do DNA foram verificadas através de leitura

em espectrofotémetro Gene Quant (Pharmacia) a 260 e 280 nm.

3.4 Eletroforese de DNA em Gel de Agarose

O DNA foi visualizado através do sistema de eletroforese horizontal com
gel de agarose submerso. A concentragdo do gel de agarose foi de 0,4 % a 1,2 % gel
variando conforme o tamanho do DNA a ser visualizado. A agarose foi fundida em
tampdo TEB 1X (solugdo estoque TEB 5X - 0,1 M Tris; 0,1 M acido borico; 2 mM
EDTA pH 8,0), sendo o mesmo tampdo utilizado paras as corridas eletroforéticas.

As linhagens de DNA foram misturadas com tampao de ressuspensdo 6 X
(ficoll 400 15 %; azul de bromofenol 0,25 %; xileno cianol FF 0,25 %) e aplicadas nas
canaletas. As condi¢des de corrida eletroforética foram variadas, dependendo do material

analisado.
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Apo6s o término da corrida, o gel foi transferido para uma cuba contendo
solugdo de brometo de etidio (0,5 ug/ml) e a visualizagio de bandas foi feita em
transiluminador de luz ultravioleta. Os géis foram fotografados com filme preto e branco
ASA 100 Kodak e filme de revelagdo instantinea ASA 600 Polaroid com o auxilio de

filtro vermelho.

3.5 Ribotipagem

3.5.1 Digestdo com Enzima de Restricio e “Southern blotting” de DNA

O DNA genomico (2 a 4 pg) das linhagens de Pseudomonas spp.
fluorescentes, preparado anteriormente, foi digerido com a enzima de restrigio Pvu 11
(Pharmacia Inc.) usando 10 unidades da enzima por pg de DNA no volume total de
20 pl por reagdo, como recomendado pelo fabricante. A digestio total do DNA
gendmico foi submetida a eletroforese em gel de agarose 0,8 % por 20 ha 40 V. O
tamanho dos fragmentos foi estimado por comparagdo com os marcadores de peso
molecular A Hind 111 (Pharmacia Inc.) e Marker II Dig-labeled (Boehringer Mannhein
Biochemica).

Os fragmentos de DNA foram transferidos para a membrana de “nylon”
(Nylon membrane positively charged - Hybond N* - Boehringer Mannhein Biochemica)
através de sistema a vacuo (VacuGene “XL - Pharmacia Biotech) por 3 h a 55 atm.
Inicialmente, o gel foi exposto em transiluminador de luz ultravioleta por 10 min para
quebra dos fragmentos de alto peso molecular. Os fragmentos foram denaturados com

0,5 M NaOH; 1,5 M NaCl por 20 min e, a seguir, neutralizados com 0,5 M Tris-Cl
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pH 7,5; 1,5 M NaCl por 20 min. A transferéncia completa foi feita em solugdo 20 X SSC
(1 X SSC = 0,15 M NaCl, 0,015 M citrato de sodio) e em seguida a membrana de nylon
foi seca a temperatura ambiente por 30 min. Os fragmentos de DNA transferidos para a

membrana de nylon foram imobilizados por exposi¢do a luz ultravioleta por 10 min.

3.5.2 Hibridizacio com Sonda Marcada com Digoxigenina

A membrana de nylon com os fragmentos de DNA foi hibridizada com a
sonda contendo o operon rDNA (fragmentos 5S, 16S e 23S dos genes rRNA) de
Streptomyces violaceoruber (Zarko-Postawka et al., 1997) marcada com digoxigenina,
segundo as especificagdes do fabricante (DIG DNA labelling and detection Kit;
Boehringer Mannhein Biochemica). A membrana de nylon foi pré-hibridizada em solugio
5 X SSC; 0,02 % de SDS; 0,1 % de N-lauril-sarcosil; 1 % de solugdo bloqueadora, a 65°
C por 3 h sob leve agitagdo. A solugdo bloqueadora consiste em 10 % de caseina
hidrolisada (Boehringer Mannhein Biochemica); 100 mM de 4cido maléico; 150 mM de
NaCl, autoclavados € mantidos a 4° C.

Antes da adi¢do da solugdo de hibridizagdo (5 X SSC; 0,02 % de SDS;
0,1 % de N-lauril-sarcosil; 1 % de solugdo bloqueadora), a sonda (5-25 ng/ml) foi
denaturada em banho-maria a 100° C por 10 min e, a seguir, mantida em gelo por
10 min. A hibridiza¢do foi feita a 60° C por 18 h sob agitagdo. Apds esse periodo, a
membrana foi lavada duas vezes, a temperatura ambiente, em tampdo 2 X SSC; 0,1 %
SDS por 5 min sob agitagdo e duas vezes, a 68° C, em tampédo 0,1 X SSC; 0,1 % SDS

por 15 min sob agitagdo.
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3.5.3 Detec¢io Imunolégica dos Fragmentos Marcados com

Digoxigenina

A detec¢do imunologica foi feita com o conjugado anti-DIG F, +
fosfatase alcalina (Boehringer Mannhein Biochemica). A membrana de nylon foi
equilibrada com o tamp@o acido maléico (acido maléico 0,1 M; 0,15 M NaCl p H 7.5;
0,3 % Tween 20) por 5 min e, em seguida, incubada por 30 min com solugdo de
bloqueio 1X (10 % de solugdo estoque, Boehringer Mannhein Biochemica) em tampdo
acido maléico.

A solugdo de bloqueio foi descartada e a membrana incubada por 30 min
com a solugdo de anticorpo, sob leve agitagdo. O conjugado anti-DIG F,, + fosfatase
alcalina foi diluido 1:5000 em 20 ml da solugdo de bloqueio. Apds a ligagdo do
anticorpo, a membrana foi lavada duas vezes com tamp@o acido maléico por 15 min,
para retirar o excesso de anticorpo.

A membrana foi equilibrada com solugio de detecgdo (0,1 M de Tris-Cl,
0,1 M de NaCl; 50 mM MgCl, pH 9,5), por 5 min e, em seguida, adicionada a solugao
de coloragdo (10 ml de solugdo de detecgdo; 45 ul de nitro blue tetrazolium; 35 pl de
5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato). A membrana foi mantida nesta solugdo até o
aparecimento das bandas. A rea¢do de coloragédo foi terminada com a adi¢@o de tampdo

TE (0,1 M Tris; 2 mM EDTA pH 8,0).
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3.6 Amplificacdo de DNA por PCR (Reac¢do em Cadeia da

Polimerase)

As seqiiéncias aleatorias de DNA (RAPD) e o gene do rDNA 16S das
linhagens de Pseudomonas spp. fluorescentes foram amplificados pela reagdo em cadeia

da polimerase.

3.6.1 Oligonucleotideos iniciadores utilizados na amplificacio do DNA

Os oligonucleotideos iniciadores utilizados na técnica de RAPD foram
selecionados a partir do “Operon 10-mer Kit R” (Operon Technologies, Inc.) e os
utilizados para amplificagio do gene rDNA 168 foram cedidos pelo Dr. Gilson Paulo
Manfio, pesquisador da Funda¢do André Toselo. Estes oligonucleotideos iniciadores
encontram-se listados na tabela ITI. Os oligonucleotideos foram ressuspendidos em 1,0
ml de H,O deionizada e esterilizada e mantidos a 4° C até completa dissolu¢do. A
suspensdo foi distribuida em aliquotas de 50 pl nos tubos de centrifuga de 0,5ml e

mantidos a -20° C.

33



Tabela III. Oligonucleotideos iniciadores utilizados na amplificagdo de

sequéncias de DNA aleatorias e do gene rDNA 16S.

Nome Segqiiéncia (5’ para 3")® Concentracio  Tamanho pb Técnica
pg/ml
OPR 1 TGCGGGTCCT 18,0 10 RADP
OPR 2 CACAGCTGCC 16.5 10 RADP
OPR 7 ACTGGCCTGA 16,0 10 RADP
OPR 8 CCCGTTGCCT 19,0 10 RADP
OPR 13 GGACGACAAG 14,0 10 RADP
27f AGAGTTTCATCMTGGCTCAG 20 rDNA 168
1525 AAGGAGGTGWTCCARCC 17 rDNA 16S

@) Bases degeneradas: M, A:C; W, A'T.
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3.6.2 Reacao de PCR

A reacgdo de PCR foi realizada em maquina automatica de termociclagem
(Perkin-Elmer thermo cycler) usando tubos de centrifuga de 0,5 ml. A enzima 7ag DNA
polimerase e o tampao para a reagdo foram de procedéncia Pharmacia Inc.. Solugdes-
estoque dos deoxiribonucleotideos (dATP, dCTP, dGTP e dTTP), também de
procedéncia Pharmacia Inc., foram misturadas em quantidades equimolares para uma
concentragdo final de 25 mM.

A solugdo estoque dos oligonucleotideos iniciadores, os dNTPs, o DNA
gendmico e o tampio da enzima (10X) foram sempre mantidos em gelo. A enzima 7aq
DNA polimerase foi mantida a - 20° C até o uso. Nas seqiiéncias aleatorias de DNA
genomico amplificadas (RAPD), as reagbes de PCR foram feitas em duplicata.

Os reagentes foram misturados em tubos de centrifuga de 0,5 ml

esterilizados e mantidos em gelo na seguinte ordem:

DNA Iniciador 1 Iniciador 2 dNTPs Tampio da H,0®

20 uM) 20 uM) (25 mM) enzima (10X)
RAPD Sl Tl — 1ul S5ul 33
rDNA 16S Sul 1l 1l 2pul 10l 76 Wl

® H,0 deionizada e esterilizada.

Os tubos foram aquecidos a 95° C por 5 min e resfriados em gelo por 10
min. A enzima 7aq DNA polimerase foi adicionada na concentragdo de 2,5 U por reagdo
e uma gota de 6leo mineral foi adicionada sobre a solugdo para evitar a evaporagdo. Os
conteudos dos tubos foram rapidamente misturados, centrifugados por 5 seg e colocados

na maquina de termociclagem.
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A reagio foi feita nas seguintes condigdes:

Técnica Denaturacio Anelamento Extensao Extensao Final
94°C 33°C 72°C 72°C
RAPD 1 min 1 min 2 min —
45 ciclos
94°C 55°C 72°C
rDNA 168 2 min 1 min 2 min 10 min
30 ciclos 1 ciclo

As reagdes de PCR foram mantidas a 4° C e os produtos amplificados

foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,0 %. Aproximadamente 5 pl da

reacio de PCR foi adicionada na canaleta e o tamanho do fragmento amplificado foi

estimado comparando-se o tamanho dos fragmentos do marcador de peso molecular

1 Kb (Ready Load™ 1 Kb Ladder) da Gibco/BRL (Life Technologies).

3.6.3 Purifica¢io do rDNA 16S Amplificado por PCR

O rDNA 16S amplificado por PCR das linhagens de Pseudomonas spp.

fluorescentes foi precipitado com NaCl para uma concentragdo final de 200 mM e etanol

100 % por 1 h a -20° C. A solugdo foi centrifugada a 6500 rpm por 5 mim e o DNA

lavado 2 vezes com etanol 70 % (v/v), seco a vacuo, ressuspendido em 100 pl de H;O

deionizada e esterilizada e mantido a 4° C.
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3.7 Polimorfismo do rDNA 16S

O rDNA 16S amplificado por PCR das linhagens de Pseudomonas spp.
fluorescentes foi clivado com as enzimas de restrigdo EcoR I, Hae 1II e Sma 1
(Pharmacia Inc.) nas condigdes recomendadas pelo fabricante. A digestdo total do DNA
foi submetida a eletroforese em gel de agarose 1,0 %. Os tamanhos dos fragmentos
foram determinados por comparagdo com o marcador de peso molecular 100 pb (Ready

Load™ 100 pb Ladder) da Gibco/BRL (Life Technologies).

3.8 Extracio de Proteinas Totais

A extragdo de proteinas totais das linhagens bacterianas seguiu a
metodologia descrita por Jackman e Whiley (1990). As linhagens bacterianas foram
crescidas em 50,0 ml de meio B de King sob agitagdo a 28° C por 16 h. As bactérias
foram recuperadas por centrifugagdo a 6000 rpm por 10 min a 4° C. O sedimento foi
ressuspendido em 10,0 ml de tampdo Tris-Cl 0,5 M pH 7,1 e novamente centrifugado
nas mesmas condi¢des. O sedimento foi ressuspendido em 500 pl de tampdo Tris-Cl,
sendo 100 pl misturados com 100 ul de tampio de ressuspensdo 2X (Tris-Cl 0,1 M
pH 6,8; glicerol 20 %; SDS 4 %; azul de bromofenol 0,2 %; -mercaptoetanol 10 %) e
fervido a 100° C por 5 min. A suspensdo foi centrifugada a 6500 rpm por 5 min, o
sobrenadante transferido para outro tubo de centrifuga e mantido a - 20° C.

O volume de suspensio aplicado no gel de SDS-PAGE variou de 10 pl a
20 ul para as diferentes linhagens e o peso molecular foi estimado comparando-se o

tamanho das subunidades protéicas com o marcador de peso molecular de procedéncia
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Gibco/BRL (Life technologies) Prestained Protein Molecular Weigth Standards (14.300-

200.000).

3.9 Extracio de Proteinas de Membrana

A extrag¢do de proteinas de membrana das linhagens bacterianas seguiu a
metodologia descrita por Benedetti (1991), com modificagdes. As linhagens bacterianas
foram crescidas em 50,0 ml de meio B de King sob agitagdo a 28° C por 16 h. O
crescimento foi recuperado por centrifugagdo a 6000 rpm por 10 min a 4° C. O
sedimento foi ressuspendido em 10,0 ml de tampdo Tris-Cl 3,3 mM pH 74 e
centrifugado nas mesmas condigdes. O sobrenadante foi descartado e o sedimento
ressuspendido em 10,0 ml de tamp&o Tris-Cl1 0,1 M - EDTA 10 mM pH 7,2 gelado. Esta
suspensio foi centrifugada a 6000 rpm por 10 min e o precipitado obtido ressuspendido
em Tris-Cl1 0,1 M - MgCl, 10 mM pH 7,2.

A suspensdo bacteriana foi, entdo, centrifugada e o precipitado
ressuspendido em 10,0 ml de tampdo glicina 0,1 M - sacarose 0,75 M pH 9,2
suplementado com lisozima (0,1 mg/ml). Apds 30 min em banho de gelo, a suspensdo
foi sonicada por 6 ciclos de 30 seg a 20 Hz, 70-90 W. Este procedimento foi realizado
em banho de gelo com intervalos de 1 min entre cada ciclo de sonicago.

Apos o processo de sonicagdo, a suspensdo foi centrifugada por
8000 rpm por 10 min e o sobrenadante transferido para tubos de centrifuga limpos os
quais foram novamente centrifugados a 37000 g por 20 min. O sedimento obtido foi
ressuspendido em 10,0 ml de tampdo Tris-Cl 3,3 M pH 7,4 e centrifugado nas mesmas

condi¢des.
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As proteinas de membrana obtidas, apos a centrifuga¢do, foram
ressuspendidas em 400 pl de tampéo Tris-Cl 85 mM pH 6,8, solubilizadas com 100 pl de
Triton X100 a uma concentragdo de 10 % e a seguir transferidas para tubos de
centrifuga limpos. Estes tubos foram agitados por 20 min a temperatura ambiente e
centrifugados a 6500 rpm por 5 min. O sobrenadante foi recuperado e 500 ul de tamp@o
de ressuspensdo 2X foram adicionados a0 mesmo. A solugio obtida foi fervida por 5 min
em banho maria e a seguir mantida a - 20° C.

O volume de suspensdo aplicado no gel de SDS-PAGE variou de 10 pl a
20 pl para as diferentes linhagens e o peso molecular estimado comparando-se o
tamanho das subunidades protéicas com o marcador de peso molecular de procedéncia
Gibco/BRL (Life technologies) Prestained Protein Molecular Weigth Standards (14.300-

200.000).

3.10 Eletroforese de Proteinas em Gel SDS-PAGE

3.10.1 Montagem do Gel SDS-PAGE

As eletroforeses de proteinas totais e de membrana foram realizadas
utilizando-se o sistema descontinuo de Laemmli (1970). A montagem do gel seguiu as
especificagcdes do “Hoefer Electrophoresis Catalog and Exercises” (1990-1991). A
montagem do gel de separacgdo (12,5 %) e de empacotamento (4 %) seguiu a tabela I'V.

As proteinas totais e de membrana foram submetidas a eletroforese com
gel submerso em tampdo Tris- Glicina pH 8,3 (Tris 25 mM; Glicina 182 mM; SDS

0,1 %) durante aproximadamente 4 h, numa voltagem de 120V.

39



Tabela IV. Solugdes para gel de SDS-PAGE.

Gel de Separacio Gel de Empacotamento
10%T.2,7%C 4%T,2,7%C

Solugido de Monémero 25,0 ml 2,66 ml

Tris-C1 1,5 M pH 8.8 15,0 ml —_
Tris-C10,5 M pH 6,8 —_ 5,0 ml

SDS 10 % 0,6 ml 0,2 ml

H,O 19,1 ml 12,2 ml
Persulfato de Amonio 10 % 300 pl 100 pl
TEMED 20 pl 10 ul
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3.10.2 Impregnaciao dos Géis de Proteinas com Prata

A metodologia de impregnagdo das proteinas com prata seguiu as
especificagdes descritas por Blum ef al. (1987). A seqiiéncia da técnica de impregnagdo
por prata encontra-se na tabela V. Os tempos de cada solugio foram mantidos
estritamente e a revelagdo interrompida quando todas as bandas tornaram-se bem
visiveis. O gel foi mantido sob constante agitagdo durante todos os passos da
impregnagdo com prata.

ApOs a revelagdo das bandas protéicas o gel foi fotografado com filme
preto e branco ASA 100 Kodak. O perfil de proteinas totais ¢ de membrana de cada
linhagem foi analisado através de programa GelManagerXL, cedido pelo pesquisador Dr.
Gilson Paulo Manfio da Fundagio de Pesquisa André Tosello. O programa
GelManagerXL calcula a similaridade entre os perfis de proteinas das linhagens de
Pseudomonas spp. fluorescentes formando uma matriz de similaridade (r, coeficiente de
correlagdo de Pearson). A matriz de similaridade gerou um dendrograma representando

as semelhangas entre os perfis de proteinas pelo UPGMA.
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Tabela V. Solu¢des para impregnacdo com prata.

Solugdes Tempo
Fixador (metanol 50 %; acido acético 12 %; formaldeido 37 % 0,5 mi/l) 1h
Etanol 50 % 3 X de 20 seg
Tiossulfato de sédio 0,02 % 1 min
H,O destilada 3 X de 20 seg
Nitrato de prata 0,2 % 20 min
H,O destilada 2 X de 20 seg

Solugdo reveladora (carbonato de sodio 6 %; tiossulfato de sodio 4 mg/ml,

Formaldeido 37 % 0,5 ml/1) +/- 5 min
H,O destilada 2 X de 1 min
Solugdo “stop” (metanol 50 %,; acido acético 12 %) 10 min
Metanol 50 % 20 min
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3.11 Eletroforese de Enzimas

O preparo dos extratos bacterianos de Pseudomonas spp. fluorescentes e
a eletroforese das enzimas foram realizados em gel de amido com a colaboraggo da Dr®.
Vera N. Solferini do Dept® de Genética e Evolugido, utilizando a metodologia descrita

por Selander et al. (1986).

3.11.1 Preparo dos Extratos Bacterianos

As linhagens bacterianas foram crescidas em 100,0 ml de meio B de King
sob agitagdo a 28° C por 16 h. As bactérias foram recuperadas por centrifugacido a 6000
rpm por 20 min a 4° C. O sedimento foi ressuspendido em 2,0 ml de tamp&o Tris 10 mM;
EDTA 1 mM; NADP 0,5 mM (pH 6,8). As células foram lisadas por sonicagdo com 6
ciclos de 30 seg a 20 Hz, 70-90 W. Esse procedimento foi realizado em banho de gelo
com intervalos de 1 min entre cada ciclo de sonicagdo. A suspensdo foi centrifugada a

14000 rpm por 20 min e o sobrenadante distribuido em aliquotas e mantido a - 20° C.

3.11.2 Eletroforese dos Extratos Bacterianos

A eletroforese dos extratos bacterianos foi feita sob gel de amido 11,0 %
com 10 mm de espessura. Apos a gelificagdo da matriz, o gel foi envolvido em filme de
polietileno e mantido a 4° C por 14-16 h. A regido superior do gel foi cortada
transversalmente para que as linhagens pudessem ser inseridas. As linhagens foram

absorvidas em pequenos pedagos (4 x 10 mm) de papel de filtro Whatman n® 3 e
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aplicadas ao gel. O gel foi submetido a corrida eletroforética a 4° C numa corrente
constante de 14 mA por 3 h (Tris-Cl 0,2 M pH 8,5 tampéo do gel: acido borico 0,3 M;
NaOH 0,06 M pH 8,0 tamp3o do eletrodo). Fatias longitudinais do gel, com
aproximadamente 2 mm de espessura, foram cortadas com o auxilio de um fio de nylon e
submetidas individualmente a reagdes reveladoras com substratos e corantes especificos

para cada enzima que se encontram listados na tabela V1.
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Tabela VI. Solugdes para colorag@o das enzimas'™.

(2)

Enzimas

Substrato e Cofator da Enzima

Tampao®™ e Sais

Corante

Isocitrato Desidrogenase (IDH)

Lactato Desidrogenase (LDH)

Hidroxibutirico Desidrogenase (HBDH)

Glicerofosfato Desidrogenase (o GDH)

Malato Desidrogenase (MDH)

Leucina aminopeptidase (LAP)

Esterases (EST)

Enzima Malica (ME)

Fosfoglicoisomerase (PGI)

Fosfoglicomutase (PGM)

Acido isocitrico (50 mg)

DL-lactato de litio (330 mg)
Acido glucénico (1,0 g)

NaCl (300 mg)

a-glicerofosfato (70 mg)

Acido malico 2,0 M
L-leucina-B-naftilamida
hidroclorido (15 mg)
o-/B-naftilacetato (1,0 % em
Propanol)

Acido malico 2,0 M

Frutose-6-fosfato (5 mg),
Glucose-6-fosfato
desidrogenase 12U
Glucose-1-fosfato (60 mg);
Glucose-6-fosfato

desidrogenase 30U

Tris C10,2 M pH 8.0,
MgCl, 0,1 M
Tris C10,05 M pH 8,0
Tris C10,2 M pH 8.0,
MgCl, 0,1 M;
NaCl 200 mg
Tris C10,2 M pH 8.,0;
MgCl; 0.1 M
Tris C10,1 MpH 8,0

Tris malato 0,2 M pH 6,0

Fostato de sodio 0.2 M
pH 7,0
Tris C1 0,05 M pH 8,0;
MgCl 0,1 M
Tris C10,2 M pH 8,0;

MgCl, 0,1 M

Tris C10,2 M pH 8.0;

MgCh 0,1 M

NADP®

NAD®

NAD

NAD

NAD
Fast
Black K
Fast Blue
RR

NADP

NADP

NADP

@ Os produtos para as solugdes foram de procedéncia Sigma Chemical Co.

® O volume de tampdo para cada reagdo foi de 30 ml.

@ O substrato foi dissolvido no tampdo indicado e, entdo, adicionados 0,6 ml de tetrazélio dimetiltiazol

(MTT) 1,25 %; 0,6 ml de metalsulfato fenazina (PMS) 1,0 %; 0,6 ml de NADP 1,0 % ou 0,6 ml de NAD 1,0 %,

como indicado. Estas solugdes foram mantidas no escuro a -20° C.
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3.11.3 Andlise do Perfil de Mobilidade das Enzimas

A analise do perfil de mobilidade das enzimas foi determinada pela
distancia de migragdo da origem do gel a cada banda enzimatica. Uma escala numérica
foi definida para a distdncia migrada e linhagens que ndo apresentavam bandas eram
identificadas como nulas ou tendo o valor zero para a enzima em questdo. Cada valor de
mobilidade de uma enzima foi referido como eletromorfo ou alelomorfo. Linhagens com
o mesmo perfil de mobilidade para varias enzimas sdo denominadas tipos eletroforéticos
ou ETs. Cada ET, definido como um genétipo particular de multilocus constitui um
clone distinto. A matriz de distdncia genética foi obtida pela propor¢do de loci
representada por alelos diferentes (proporgdo de erros) entre os pares de ETs. A matriz
de distancia genética gerou um dendrograma representando a relagdo genética entre os
clones identificados pelo programa NTSYS-pc (Numerical Taxonomic and Multivariate

Analysis System), Versdo 1.8 (Applied Biostatistic, Inc).

3.12 Comparacio Soroligica

3.12.1 Preparacio do Anti-soro

A produgio de anticorpos polivalentes das linhagens de Pseudomonas
spp. fluorescentes 21A, 22Bbr, 23C, 33 e 41C foram obtidos apds imunizagdo de
coelhos. As linhagens foram crescidas em 4,0 ml de meio B de King a 28° C por 16 h. O
volume de 1,0 ml do crescimento foi recuperado por centrifugagdo a 12000 g por 3 min.
O sedimento foi lavado trés vezes com 1,0 ml de solugéo fisiologica (NaCl 0,85%) e

ressuspendido no mesmo volume. Um mililitro de uma dilui¢do 1:10 da suspensdo foi
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misturado com volume equivalente de adjuvante completo de Freud e homogeneizada
até completa emulsificagdo. Um inoculo intramuscular da mistura contendo 0,5 ml foi
aplicado em cada coxa traseira do animal. Apos 42 dias, nova suspensdo foi preparada
com adjuvante incompleto nas mesmas condi¢des e novamente 0,5 ml foram inoculados
no animal. Apds 15 dias, o sangue do animal foi retirado e o soro, obtido apos a

coagulagdo. O soro foi dividido em aliquotas e mantido a -20° C.

3.12.2 Reacio com Anti-soro Polivalente

A rea¢do com anti-soro polivalente foi feita em laminas de vidro. As
linhagens de Pseudomonas spp. fluorescentes foram crescidas em 4,0 ml de meio B de
King a 28° C por 16 h. O volume de 1,0 ml do crescimento foi recuperado por
centrifugac¢do a 12000 g por 3 min. O sedimento foi lavado trés vezes com 1,0 ml de
solugdo fisiologica (NaCl 0,85%) e ressuspendido em 200 pl com a mesma solugdo. O
volume de 20 ul de anti-soro foi misturado com o mesmo volume de suspensdo
bacteriana. As linhagens soropositivas aglutinavam quando em contato com 0 soOro,

formando grumos.

3.13 Producio de Bacteriocina

As linhagens de Pseudomonas spp. fluorescentes foram testadas quanto a
produgdo de bacteriocina no meio de cultura B de King (King e al., 1954). A linhagem
bacteriana de Escherichia coli 22R80 sensivel a todas as bacteriocinas de £. coli foi

utilizada como controle positivo.
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As linhagens foram inoculadas, com auxilio de multialga, em placas de
Petri contendo meio de cultura a partir de um pré-inéculo em tubo com 3,0 ml de meio
liquido crescidos a 28° C por 12 - 16 h. A seguir, as placas foram incubadas a 28° C por
18 h e entdo invertidas sobre uma superficie plana. Nas tampas das placas foram
colocados 3,0 ml de cloroformio e estas foram mantidas fechadas por 30 min. Apos esse
periodo, as placas foram entreabertas dentro de uma estufa a 37°C por cerca de 45 min.
para que o residuo de cloroférmio evaporasse. O volume de 100 pl de cultura bacteriana
para cada linhagem de Pseudomonas spp. fluorescente, crescida a partir de um pre-
in6culo em meio liquido foi misturado com 4,0 ml de meio semi-sélido e vertidos sobre
as colOnias bacterianas. As placas foram, novamente, incubadas a 28° C por 18 h.

A formacgio de um halo de inibigdo de crescimento bacteriano ao redor da

coldnia indicou a producdo de bacteriocina.

3.14 Analise Estatistica para Sorotipagem e Producio de

Bacteriocina

A andlise estatistica para sorotipagem e produgdo de bacteriocina foi
realizada pelo programa NTSYS-pc, Versdo 1.8 (Applied Biostatistc, Inc). Este
programa compara as linhagens de Pseudomonas spp. fluorescentes gerando uma matriz
de similaridade (SM, coeficiente “simple matching”). A partir desta matriz foi construido

um dendrograma representando as semelhangas entre as linhagens pelo UPGMA.
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4. Resultados

4.1 Anilise da Ribotipagem

O DNA gendmico das linhagens de Pseudomonas spp. fluorescentes foi
digerido com a enzima de restrigdo Pvu II e os fragmentos resultantes separados por
eletroforese em gel de agarose, transferidos para membrana de nylon e hibridizados com
sonda contendo o operon rDNA de Streptomyces violaceoruber. O perfil de ribotipagem
das linhagens encontra-se na Figura 1.

As linhagens foram consideradas idénticas quando os perfis de bandas
apresentaram fragmentos com tamanhos iguais, e consideradas diferentes quando um ou
mais fragmentos de restrigdo, que reagiram com a sonda, apresentaram tamanhos
diferentes ou um nimero maior de fragmentos. A analise do perfil de fragmentos de
restrigdo revelou 12 ribotipos diferentes, designados de A a L (Figura 1). As linhagens
23C, 23BlIs e 23Bpc (Figura 1, canaletas 7, 10 e 11 , respectivamente) apresentaram o
mesmo perfil de restrigio e pertencem ao ribotipo D. O ribotipo E, formado pela
linhagem 23 Agr (Figura 1, canaletas 8), possui um perfil de restri¢do bastante semelhante
ao ribotipo D, exceto por uma uUnica banda. As linhagens 41Abr e 41Atr (Figura 1,
canaletas 19 e 20, respectivamente) apresentaram o mesmo perfil de restri¢do (ribotipo
J). As linhagens 21A (canaleta 1), 22Bbr (canaleta 5), 23Als (canaleta 9), 31C (canaleta
13) e 41C (canaleta 17) ndo apresentaram perfil de restrigdo. Todos os demais, a
excecdo daqueles que ndo apresentaram perfil de restrigdo, apresentaram perfis diferentes

entre si ¢ dos anteriormente citados.
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Figura 1. Ribotipos das linhagens de Pseudomonas spp. fluorescentes obtidos

com a enzima de restrigdo Pvu I1.
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4.2 Analise do Perfil de RAPD

A anilise do perfil de RAPD das linhagens de Pseudomonas spp.
fluorescentes foi feita utilizando-se cinco oligonucleotideos diferentes (OPR 1; OPR 2;
OPR 7; OPR 8 e OPR 13). O oligonucleotideo iniciador OPR 1 mostrou um perfil de
bandas de DNA exatamente igual para todas as linhagens analisadas, com fragmentos de
3.000 pb, 2.400 pb, 1.700 pb e 700 pb; e o oligonucleotideo OPR 7 apresentou dois
fragmentos de 3.000 pb e 1.940 pb somente para a linhagem 34Abr (resultados ndo
mostrados).

As Figuras 2 e 3 apresentam os perfis de DNA das linhagens de
Pseudomonas spp. fluorescentes amplificados com o oligonucleotideo OPR 2, OPR 8 e
OPR 13. A utilizagdo de diferentes oligonucleotideos na amplificagdo do DNA resultou
em alteragdes no nimero e tamanho dos fragmentos de DNA (Figuras 2 e 3). As
linhagens amplificadas com o oligonucleotideo OPR 2 foram: 21A, 21C, 22Bbr, 23C,
23Agr, 23Bls, 34B, 34Abr, 41C, 41Atr e 42A. As linhagens 22Bbr e 34B apresentaram
um Unico fragmento de DNA com maior intensidade e tamanho de aproximadamente
1.400 pb (Figura 2, canaleta 3), as demais bandas foram pouco intensas. As linhagens
41C e 42A (Figura 2, canaletas 6 e 8, respectivamente) apresentaram um fragmento com
o mesmo tamanho 2.100 pb. As linhagens 23C, 23Agr e 23Bls apresentaram dois
fragmentos com tamanhos de 4.900 e 2.200 pb, respectivamente (Figura 2, canaleta 4).
Na Figura 2 temos algumas linhagens com padrdes diferenciados de amplificagdo, cujos
fragmentos mais intensos apresentam os tamanhos de 1.700 pb (canaleta 1), 3.200 pb e

1.800 pb (canaleta 2) € 2.300 pb e 2.200 pb (canaleta 5) e bandas menos intensas.
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As linhagens amplificadas com o oligonucleotideo OPR 8 foram: 22Bbr,
23BIs, 23Bpc, 34Abr e 42B (Figura 3, canaleta 1 a 4). As linhagens 22Bbr e 23BIs
mostraram o mesmo perfil de amplificagdo com um unico fragmento de DNA com maior
intensidade e tamanho de 2.000 pb, além de outras bandas menos intensas. Padroes
diferenciados de amplificagdo foram verificados nas linhagens 23Bpc, 34Abr ¢ 42B com
tamanhos de fragmentos de 2.300 pb (canaleta 2), 3.000 pb e 2.000 pb (canaleta 3) e
3.950 pb e 1.100 pb (canaleta 4).

O oligonucleotideo OPR 13 resultou na amplificagdo das linhagens 21A,
22Bbr, 23Bls e 33 (Figura 3, canaleta 7 a 10). Todas as linhagens amplificadas
apresentaram um perfil diferenciado, além de um maior nimero de fragmentos de DNA
quando comparados com as outras linhagens para os oligonucleotideos OPR 1, OPR 2,
OPR 7 ¢ OPR 8. A linhagem 21A (canaleta 7) apresentou trés fragmentos de DNA com
maior intensidade e diferentes tamanhos, 4.400 pb, 2.800 pb ¢ 940 pb. As linhagens
23BIs (canaleta 9) e 33 (canaleta 10) apresentaram os fragmentos de DNA de 3.000 pb e
800 pb, € 2.650 pb e 2.170 pb, respectivamente. O fragmento de DNA mais intenso de
3.300 pb foi amplificado na linhagem 22Bbr. Fragmentos de DNA menos intensos foram

amplificados em todas as linhagens.
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Figura 2. Perfil de RAPD de linhagens de Pseudomonas spp. fluorescentes

amplificadas com o oligonucleotideo OPR 2.

1. 21A 4. 23C 7. 41 Atr
2.21C 5. 34Abr 8. 42A
3. 22Bbr 6.41C 9. Peso Molecular (escada 1 Kb)
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Figura 3. Perfil de RAPD de linhagens de Pseudomonas spp. fluorescentes

amplificadas com os oligonucleotideos OPR 8 (canaletas 1 a 4) e OPR 13

(canaletas 7 a 10).
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4.3 Polimorfismo do rDNA 16S

O fragmento correspondente ao rDNA 16S das linhagens de
Pseudomonas spp. fluorescentes amplificado por PCR foi digerido com diferentes
enzimas de restri¢io para a determinagdo de polimorfismo. As enzimas mais indicadas na
detecgio de polimorfismo foram EcoR 1, Hae III e Sma 1. Os diferentes perfis de
restri¢do, analisados em gel de agarose 1,0 %, encontram-se na Figura 4.

A digestdo com é enzima Sma I resultou em dois fragmentos com
tamanho de 800 pb e 620 pb (canaleta 3) para todas as linhagens estudadas. Um tnico
padrio de digestdo foi obtido com a enzima EcoR I e resultou nos fragmentos de 915 pb
e 710 pb (canaleta 2) dos rDNA 16S das linhagens 22Bbr, 34B e 34Abr; as demais
linhagens ndo apresentaram sitio de restri¢do para esta enzima. Somente a enzima Hae
IIT mostrou polimorfismo no tDNA 16S entre as vinte linhagens de Pseudomonas spp.
fluorescentes, separando-as em dois grupos. Um grupo foi formado pelas linhagens
22Bbr, 34B e 34Abr e apresentou pelo menos os fragmentos de 380 pb, 240 pb e 200 pb
(canaleta 4). As outras linhagens, formando o segundo grupo, apresentaram pelo menos
os fragmentos de 710 pb, 240 pb e 200 pb (canaleta 5). Fragmentos menos intensos
foram observados em todas as linhagens estudadas apos a digestdo com as enzimas de

restrigdo.
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Figura 4. Perfil de RFLP do rDNA 16S das linhagens de Pseudomonas spp.
fluorescentes amplificadas por PCR e digeridas com as diferentes enzimas de restrigao.
1. rDNA 16S da linhagem 42A integro
2. rDNA 168 da linhagem 34B digerida com fcoR 1
3. tDNA 168 da linhagem 34B digerida com Sma I
4. rDNA 168 da linhagem 34B digerida com Hae 111
5. tDNA 16S da linhagem 42A digerida com Hae 111

6. Peso Molecular (escada 100 pb)
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4.4 Analise do Perfil de Proteinas Totais

A analise visual do perfil de proteinas totais em SDS-PAGE 12,5 %
indicou a presenga de diferentes padrdes nas linhagens de Pseudomonas spp.
fluorescentes com subunidades protéicas que variaram de 10 a 90 kDa (Figuras 5 € 6). A
maioria das linhagens apresentaram perfis de proteinas distintos. Perfis de proteinas
totais semelhantes foram encontrados entre as linhagens 23C, 23Agr, 23Als, 23Bls ¢
23Bpc (Figura 5, canaleta 5); 41C e 42A (Figura 6, canaleta 7); 22Abr e 21B (Figura 5,
canaleta 2); 41Abr, 41Atr ¢ 42 B (Figura 6, canaletas 4, 5 e 6, respectivamente); 22Bbr
(Figura 5, canaleta 4) e 34Abr (Figura 6, canaleta 3).

A analise numérica dos perfis de proteinas totais utilizando-se o programa
Gel Manager permitiu a determinagdo do grau de similaridade entre as linhagens
estudadas (Figura 7). O dendrograma revelou cinco grupos com aproximadamente 80 %

de similaridade e apenas duas linhagens, 21A e 23 C, n3o foram agrupadas.
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Figura 5. Perfil eletroforético de proteinas totais das linhagens de Pseudomonas

spp. fluorescentes isoladas da rizosfera de plantas de algodao e milho.

1. 21A 4, 22Bbr 7.31€
2.21B 5. 23Bpc 8. Peso Molecular (14,3 a 200 kDa)
3, 2EC 6.31A
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Figura 6. Perfil eletroforético de proteinas totais das linhagens de Pseudomonas

spp. fluorescentes isoladas da rizosfera de plantas de milho e soja.

1.33 4. 41Abr 7.42A
2.34B 5.41Atr 8. Peso Molecular (14,3 a 200 kDa)
3. 34Abr 6.42B
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Figura 7. Dendrograma representando a relagdo entre as linhagens de
Pseudomonas spp. fluorescentes bascado no perfil de proteinas totais em SDS-PAGE

(12,5 %).
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4.5 Analise do Perfil das Proteinas de Membrana

A analise visual do perfil de proteinas de membrana em SDS-PAGE
12,5 % indicou a presenga de diferentes padrdes nas linhagens de Pseudomonas spp.
fluorescentes com subunidades protéicas que variaram de 10 a 90 kDa (Figuras 8 € 9). A
maioria das linhagens apresentaram perfis de proteinas de membrana distintos. A
linhagem 22Abr apresentou um perfil de proteinas de membrana correspondente ao da
linhagem 21B (Figura 8, canaleta 2). A linhagens 23C, 23Agr, 23Als e 23Bpc
apresentaram perfis de proteinas de membrana semelhantes ao da linhagem 23Bls
(Figura 8, canaleta 5). As linhagens 41C e 42A também apresentaram perfis de proteinas
de membrana semelhantes (Figura 9, canaleta 7).

A Figura 10 ¢ um dendrograma representando a analise dos perfis de
proteinas de membrana utilizando-se o programa Gel manager ¢ indicando as relagdes de
semelhanga entre as linhagens estudadas. O dendrograma revelou dois grupos distintos
(A e B, Figura 10) definidos em nivel de similaridade de aproximadamente 25 %.

As linhagens 23Agr, 23Bpc, 23Als, 23Bls e 23C constituem o subgrupo
A, com 75 % de similaridade. As linhagens 22Abr, 21B e 33 constituem o subgrupo Ay,
com aproximadamente 80 % de similaridade. As linhagens 42B, 41Abr e 41Atr
constituem o subgrupo A, com aproximadamente 72 % de similaridade. As linhagens
31A e 21C também pertencem ao grupo A, mas apresentam perfis de proteinas de
membrana distintos quando comparados com as outras linhagens dos subgrupos Ay,

An € Am.
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O grupo B estd subdividido em dois subgrupos. No subgrupo B;
encontram-se as linhagens 22Bbr, 34Abr ¢ 34B, com aproximadamente 78 % de
similaridade. As linhagens 42A, 21A e 31C pertencem ao subgrupo By, mas apresentam
perfis de proteinas de membrana distintos, sendo relacionadas em nivel de similaridade de
apenas 54 %. A linhagem 41C ndo foi analisada quanto ao perfil de proteinas de

membrana.
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Figura 8. Perfil eletroforético de proteinas de membrana das linhagens de

Pseudomonas spp. fluorescentes isoladas da rizosfera de plantas de algoddo e milho.

1.21A 4, 22Bbr 7031€
2.21B 5. 23Bls 8. Peso Molecular (14,3 a 200 kDa)
3.21C 6.31A
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Figura 9. Perfil eletroforético de proteinas de membrana das linhagens de

Pseudomonas spp. fluorescentes isoladas da rizosfera de plantas de milho e soja.

1.33 4. 41Abr 7. 42A
2.34B 5. 41Atr 8. Peso Molecular (14,3 a 200 kDa)
3. 34Abr 6. 42B
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Figura 10. Dendrograma representando a relagdo entre as linhagens de
Pseudomonas spp. fluorescentes baseado no perfil de proteinas de membrana em SDS-

PAGE (12,5 %).
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4.6 Analise da Distincia Genética pela Mobilidade de Enzimas

A eletroforese de isoenzimas dos extratos bacterianos de Pseudomonas
spp. fluorescentes em gel de amido foi negativa para as enzimas LDH, BDH, a-GDH,
MDH, PGI e LAP dentro das condi¢Ges utilizadas. O perfil de mobilidade para as
demais enzimas (PGM, IDH, «-EST, B-EST e ME) indicou que todas foram
polimérficas (Tabela VII). Foram identificados 17 tipos eletroforéticos (ETs) e a maioria
difere um do outro em pelo menos trés loci (Tabela VII).

A diversidade genotipica (/) para cada locus enzimatico foi determinada
pela formula 2 =1 - ¥ x* [0/n-1], onde x; ¢ a freqiiéncia do alelo no locus, n é o nimero
de isolados ou ETs e n/n-1 é a correg¢do para pequenas amostragens (Tabela VIII). A
diversidade entre os loci foi de 0,40 representada pela média aritmética de A.

A relagdo de similaridade entre os 17 tipos eletroforéticos (ETs) das
linhagens de Pseudomonas spp. fluorescentes esta representada na Figura 11. As
linhagens 23Agr, 23Als, 23Bls e 23Bpc ndo apresentaram diferengas entre os loci
enzimaticos. A menor distincia genética (0,19) corresponde a diferenga em apenas um
locus enzimético, verificada entre as linhagens 21C e 22Abr, 31A e 42B, 41Abr e 41Atr,
22Bbr e 34Abr para diferentes loci enzimaticos. Distdncias maiores correspondem a

diferengas entre mais de um locus enzimatico.
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Tabela VIL Perfil de alelos para 5 loci enzimaticos em 17 ETs de linhagens de

Pseudomonas spp. fluorescentes.

ETs Linhagens Alclomorfos para os loci enzimaticos
PGM IDH a EST B EST ME
1 21A 5 1 3 1 2
2 21B 6 1 0 0 2
3 21C 6 2 2 1 2
4 22Abr 6 1 2 1 2
5 22Bbr 3 0 0 0 0
6 23C 5 1 2 1 3
7 23Agr, 23Als, 23Bls 4 1 2 1 2
23Bpe
8 31A 4 1 2 0 1
9 3IC 2 1 2 1 1
10 33 0 0 2 1 2
11 34B 1 1 2 5 0
12 34Abr 2 0 0 0 0
13 41C 1 1 1 0 0
14 41Abr 3 1 2 2,4 4
15 41At 5 1 2 2,4 4
16 42A 5 1 1 1,3 4
17 42B 4 1 2 0 0
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Tabela VIIL. Freqiiéncia de alelomorfos para os locus enzimaticos nas linhagens

de Pseudomonas spp. fluorescentes.

Locus Enzimitico Freqiiéncia de alelomorfos h
1 2 3 4 5 6
PGM 0,11 0,11 0,11 031 0,21 0,15 0,79
IDH 0,94 0,06 0,06
o-EST 0,12 0,82 0,06 0,27
B-EST 0,79 0,14 0,06 0,30
ME 0,13 0,60 0,07 0,20 0,55
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Figura 11. Dendrograma representando a distancia genética entre as linhagens de

Pseudomonas spp. fluorescentes a partir de perfis de mobilidades enzimaticas.
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4.7 Sorotipagem

Os resultados da aglutinagdo dos anti-soros polivalentes com as linhagens
de Pseudomonas spp. fluorescentes encontram-se na Tabela IX. As linhagens 31A e 42A
foram negativas para todos os anti-soros testados. O padrdo de aglutinagdo das linhagens
21A, 23Agr, 23Als, 23Bls e 23Bpc foi 0 mesmo para todos os anti-soros polivalentes,
com reagdo positiva somente para o anti-soro anti-21A. As linhagens 214, 23C e 33
reagiram positivamente somente com seus respectivos anti-soros. O mesmo padrdo de
aglutinagdo foi apresentado pelas linhagens 33 e 31C, com reagdo positiva para o anti-
soro anti-33. As linhagens 34B e 41C reagiram fortemente com todos os anti-soros

testados. A linhagem 41Atr ndo foi testada com os anti-soros polivalentes.

A Figura 12 representa a analise numérica dos resultados obtidos na
sorotipagem indicando a o grau de similaridade entre as linhagens estudadas. O

dendrograma revelou dois grupos distintos com aproximadamente 60 % de similaridade.
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Tabela IX. Aglutinagdo com anti-soros polivalentes.

Linhagens Anti-soro Polivalentc

Bacterianas
controle®  anti-2lA  anti-22Bbr  anti-23C anti-33 anti-41C

21A - + - - - -
21B - - _ _ _ it
21C +/— - - - - ++
22Abr +/- +/- +/- +/—- +/- +/—
22Bbr +/- + +++ /e +/— +/—
23C - - - N - -
23Agr - + - - - -
23Als - + - - - -
23Bls - + - - - -
23Bpe - + - - - -
31A - - - - - -
31C - - - - + -
33 - - - - + -
34B + + ++ + + +++
34Abr +/- +/— + 4 - - _
41C + + ++ + + +++
41Abr - - +/— +/- + +f—
42A - - - - - -
428 - - +/- - +/- +/—

® Controle - soro de coelho ndo imunizado.
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Figura 12. Dendrograma representando a similaridade entre as linhagens de

Pseudomonas spp. fluorescentes quanto a comparagio sorologica.
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4.8 Producido de Bacteriocina

Os resultados de produgdo de bacteriocina pelas linhagens de
Pseudomonas spp. fluorescentes no meios de cultura B de King encontra-se na Tabela X.

No meio B de King, as linhagens 22Abr, 22Bbr, 23C, 31A, 31C, 34B,
41C, 41Atr e 42A foram negativas quanto a produgdo de bacteriocina em meio B de
King (Tabela X). As linhagens 21B e 21C apresentaram o mesmo padrio de bacteriocina
em relagdo as linhagens indicadoras. A linhagem 23Bpc apresentou sensibilidade as
bacteriocinas produzidas pelas as linhagens 34Abr e 41Abr. As linhagens 23Agr, 23 Als,
23Bls e 23Bpc apresentaram padrdes semelhantes quanto a produgdo de bacteriocina.

A Figura 13 representa a analise numérica dos resultados obtidos na
produgdo de bacteriocina indicando a o grau de similaridade entre as linhagens
estudadas. O dendrograma revelou quadro grupos distintos com similaridade de

aproximadamente de 80 % a 95 %.
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Figura 13. Dendrograma representando a similaridade entre as linhagens de

Pseudomonas spp. fluorescentes quanto a produgdo de bacteriocina.
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5. Discussio

Os estudos envolvendo Pseudomonas spp. fluorescentes associados a
plantas abordam, principalmente, os beneficios que as bactérias pertencentes a este
grupo podem exercer sobre o desenvolvimento de culturas agricolas (O’Sullivan &
O’Gara, 1992).

Em geral, bactérias promotoras de crescimento de plantas expressam
caracteristicas relacionadas a colonizagdo da rizosfera resultando no controle de
doengas em plantas, tal como sideréforos, produgdo de antibioticos e produgdo de
acido cianidrico.

Um aspecto importante no estudo de Pseudomonas spp. fluorescentes
associadas a plantas ¢ a caracterizagdo e analise da diversidade genotipica e fenotipica
de linhagens isoladas em diferentes espécies de plantas em diferentes habitats. A
determinagdo da diversidade dos organismos encontrados nestas associagbes € um
primeiro passo nos estudos que visam a aplicagdo destes organismos no melhoramento
da produgdo agricola das plantas com as quais mantém uma relagdo benéfica.

No presente estudo, a caracterizagdo de linhagens de Pseudomonas
spp. fluorescentes isoladas da rizosfera de plantas de algoddo, milho e soja foi
realizada empregando-se uma abordagem polifasica, a qual incluiu métodos
tradicionais, como sorotipagem, produgdo de bacteriocina e isoenzimas, ¢ métodos
moleculares, como andlises de acidos nucléicos por RAPD, ribotipagem, polimorfismo

do rDNA 168 e analises de proteinas totais e de membrana.
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Os resultados obtidos demostraram a diversidade genotipica e
fenotipica das linhagens Pseudomonas spp. fluorescentes isoladas da rizosfera de
plantas das culturas analisadas. Esta diversidade foi evidenciada tanto entre as
linhagens isoladas na mesma cultura agricola como entre as linhagens isoladas de
culturas agricolas diferentes.

Os resultados obtidos pela analise da ribotipagem das linhagens de
Pseudomonas spp. fluorescentes revelaram doze ribotipos diferentes, embora somente
quatorze linhagens puderam ser comparadas, pois as linhagens 21A, 22Bbr, 23Als,
31C e 41C ndo apresentaram padrio de bandas de restrigdo do DNA gendmico
(Figura 1). Esses resultados foram suficientes para comparar a distribui¢do dos sitios
de restri¢do da enzima Pvu Il no DNA cromossomal das linhagens de Pseudomonas
spp. fluorescentes estudadas, mostrando a diversidade entre as linhagens isoladas de
uma mesma planta. As linhagens 21B e 21C, dos ribotipos A e B, respectivamente,
apresentam fragmentos hibridizados em comum, entretanto o ribotipo A (21B)
apresentou trés bandas de tamanhos maiores indicando a diversidade de Pseudononas
spp. fluorescentes isoladas na mesma planta (Figura 1). Resultados semelhantes foram
verificados nos ribotipos D (linhagens 23C, 23BIs e 23Bpc) e E (linhagem 23Agr); € as
linhagens 42A e 42B dos ribotipos K e L, respectivamente (Figura 1). As semelhangas
ocorreram entre as linhagens isoladas da mesma planta na rizosfera de algoddo ou de
soja.

Atualmente, a ribotipagem é um método que possui muitas vantagens
na determinagdo da variabilidade intra-especifica, sendo a maior delas, o uso de sondas
com amplo espectro, tais como as sondas de genes do rDNA, pois a maioria dos

microrganismos possui multiplas copias do “operon” ribossomal. Entretanto, essa
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técnica apresenta uma metodologia relativamente complexa e exige muito tempo para
sua realizagio, trazendo desvantagens na sua utilizagdo. Apesar disso, apresenta
grande sensibilidade, o que assegura a diferenciagdo entre linhagens isoladas da mesma
planta, indicando com certeza as linhagens que apresentam o mesmo numero de copias
dos genes do rDNA e linhagens que sdo diferentes, confirmando a variabilidade de
Pseudomonas spp. fluorescentes em um mesmo ambiente.

Recentemente, a amplificagio de acidos nucléicos pelo PCR foi o
processo que revolucionou muitos procedimentos na biologia molecular, incluindo os
métodos relacionados a identificagio e tipagem de microrganismos. A simples
amplificagio de fragmentos especificos com o uso de oligonucleotideos arbitrarios
permite a comparagio de muitas linhagens de microrganismo em um unico gel (Haase
et al., 1995). Essa variagdo da técnica de PCR, denominada RAPD, utilizada neste
estudo mostrou a variabilidade das linhagens de Pseudomonas spp. fluorescentes
isoladas de diferentes culturas agricolas. Embora os oligonucleotideos OPR 1 ¢ OPR 7
ndo tenham permitido a distingdo entre as linhagens estudadas, os resultados obtidos
com os oligonucleotideos OPR 2, OPR 8 e OPR 13 revelaram perfis de fragmentos
diferentes (Figuras 2 e 3). A diferenciagdo nos perfis de bandas ocorreu entre isolados
obtidos da rizosfera de uma mesma planta em todas as culturas agricolas estudadas. O
perfil de bandas exatamente igual para todas as linhagens de Pseudomonas spp.
fluorescentes encontrado para os oligonucleotideos OPR 1 e OPR 7 sugere que esses
oligonucleotideos amplificaram seqiéncias de mesmo tamanho, comuns aos genomas
bacterianos analisados. Por outro lado, os oligonucleotideos OPR 2, OPR 8 ¢ OPR 13

permitiram a amplificagdo de outras regides do DNA, mostrando a diferenga nos perfis
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de bandas como resultado da diversidade genética entre as linhagens de Pseudomonas
spp. fluorescentes isoladas da rizosfera de diferentes culturas agricolas.

Os fragmentos amplificados pelo oligonucleotideo OPR 2 (Figura 2)
mostraram um numero maior de padrdes de bandas distintos para as linhagens de
Pseudomonas spp. fluorescentes quando comparados com os padroes de bandas
obtidos para os oligonucleotideos OPR 8 ¢ OPR 13 (Figura 3). Os fragmentos
amplificados com o oligonucleotideo OPR 2 demostraram a diversidade de
Pseudomonas spp. fluorescentes em linhagens isoladas da mesma planta, como
verificado na Figura 2 , linhagens 21A e 21 C; e linhagens 34B ¢ 34Abr. Por outro
lado, a amplificagdo de fragmentos utilizando o oligonucleotideo OPR 2, mostrou
também a similaridade genética entre as amostras 22Bbr ¢ 34B, isoladas de culturas
agricolas diferentes, algodio e milho, respectivamente; e a similaridade entre as
amostras 41C e 42A isoladas de plantas diferentes da cultura de soja.

Os resultados obtidos com o oligonucleotideo OPR 8 mostraram a
diversidade genética entre as linhagens 23Bls e 23Bpc de Pseudomonas spp.
fluorescentes isoladas da mesma planta, embora os resultados da ribotipagem tenham
mostrado que tais linhagens sejam iguais. Esses resultados justificam o uso de varios
métodos na caracterizagio e identificagio de microrganismos e estudos taxondmicos.

A simplicidade e rapidez na método de RAPD torna-o mais eficiente
nos estudos epidemiolégicos e pode permitir uma analise mais fina da diversidade
genética quando comparado a ribotipagem. Na técnica de RAPD, podemos comparar
varios perfis de fragmentos de diferentes linhagens amplificados com oligonucleotideos

distintos.

79



Outra variagio da técnica de PCR ¢é a digestdo dos fragmentos
amplificados com enzimas de restrigdo resultando em um padrdo especifico de bandas
para as linhagens estudadas. O polimorfismo do rDNA 16S tem sido muito utilizado na
identificagdio de varios microrganismos patogénicos e estudos taxondmicos (Grimont
& Grimont, 1986; Scieux ef al., 1992). O polimorfismo do rDNA 16S ¢ um método
relativamente simples para utilizagdo em estudos de diversidade, entretanto, os
resultados dependem do grupo de organismos estudados, sendo mais adequado para
estudos de microrganismos em nivel de espécie e acima.

No presente estudo, o produto amplificado foi o tDNA 16S das
linhagens de Pseudomonas spp. fluorescentes, seguido da digestdo com as enzimas de
restricdo EcoR I, Sma 1 e Hae 111. As enzimas EcoR 1 ¢ Hae 111 (Figura 4, canaletas 2,
4 ¢ 5) resultaram em pouco polimorfismo entre as linhagens estudadas. As linhagens
isoladas de culturas diferentes, algoddo (22Bbr) e milho (34B e 34Abr), apresentaram
o mesmc padrio de restrigio para todas as enzimas. Estes resultados podem ser
explicados pelo alto grau de conservagdo dos genes ribossomais em microrganismos.

O padrio de digestdo com a enzima Hae IIl gerou fragmentos de baixo peso
molecular com a perda daqueles cujo tamanho é menor do que o poder de resolugdo
do gel. Este resultado pode ser explicado devido ao sitio de restrigdo desta enzima,
que reconhece e corta o DNA na seqiiéncia de quatro bases, GGCC. Resultados
semelhantes foram observados por Picard ef al. (1994) estudando a heterogeneidade
genética de isolados clinicos de Pseudomonas aeruginosa.

A analise do perfil de proteinas permite a comparagdo de
microrganismos para fins de identificagdo e estudos epidemiologicos. Esta técnica

pode ser aplicada para a identificagio de microrganismos em espécie e,
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particularmente, a comparagdo entre microrganismos da mesma espécie constitui o
conceito de subtipagem, pois este método revela diferengas minimas no niimero e tipo
de subunidades protéicas das linhagens estudadas, sendo comparado com o grau de
discriminagdo taxondmica determinado através da analise de hibridizagdo de DNA
(Towner & Cockayne, 1993).

A andlise visual do perfil de subunidades protéicas das linhagens de
Pseudomonas spp. fluorescentes obtidos de células inteiras mostraram concordancia
com as analises moleculares estudadas pela ribotipagem, RAPD e polimorfismo do
rDNA 16S. Do mesmo modo, as linhagens 23Agr, 23Als, 23Bls e 23Bpc foram
agrupadas devido as semelhangas nos perfis de proteinas totais. Perfis semelhantes
foram encontrados entre as linhagens 22Bbr e 34Abr, embora estas tenham sido
isoladas de culturas agricolas diferentes, algoddo e milho, respectivamente.
Semelhangas também foram observadas entre as linhagens 41C e 42A, em plantas
diferentes de cultura de soja.

A analise numérica dos perfis das subunidades protéicas totais mostrou
grande diversidade entre as linhagens estudadas. Maior similaridade ocorreu entre as
linhagens 42A e 41C; 42B e 41Atr; 22Bbr e 34Abr; 23Als e 41Abr, isoladas de
rizosferas de culturas agricolas diferentes (Figura 7). Embora os resultados obtidos na
analise numérica analise numérica dos perfis de bandas das linhagens de Pseudomonas
spp. fluorescentes, analisados quanto a presenga de bandas e a intensidade das mesmas,
ndo concordem com a andlise visual dos perfis das subunidades proteicas, ambas
mostram a diversidade entre as linhagens de Pseudomonas spp. fluorescentes. Essa
diferenca pode ser devido a grande quantidade de subunidades protéicas resultantes na

extragdo das proteinas totais, o que dificulta a analise pelo programa GelManager.
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A diversidade de Pseudomonas spp. fluorescentes encontrada na analise
de proteina totais pode ser explicada pelas diferentes condi¢des do solo e das plantas
em questdo. As “rizobactérias promotoras de crescimento de plantas” (RPCPs)
expressam proteinas comuns relacionadas a colonizagdo da rizosfera que dependem do
tipo de solo e da interagdo com outros microrganismos presentes no ambiente € com a
planta. Resultados semelhantes foram observados por Vlassak ef al. (1992) em estudos
com Pseudomonas spp. fluorescentes para culturas agricolas de arroz e banana.

A analise de proteinas de membrana em eletroforese de SDS-PAGE ¢
um método relativamente simples e ndo necessita de equipamentos sofisticados. Essas
vantagens permitiram o uso desse método na identificagdo de muitos microrganismos,
principalmente, em estudos epidemiologicos (Baremkanp ef al., 1981; Achtman et al.,
1983; Achtman & Pluschke, 1986; Musser ef al., 1987; Olyhoek ef al., 1987; Bundoc
& Barbour, 1989; Valvano & Marolda, 1991). Devemos ressaltar que nesta analise a
comparagdo entre as linhagens refere-se apenas a expressdo de determinadas proteinas
envolvidas, principalmente, na colonizagdo e competi¢do para o estabelecimento de
Pseudomonas spp. fluorescentes na rizosfera das plantas. Assim, os perfis de proteinas
de membrana obtidos demonstraram cinco grupos distintos. O grupo BI, determinado
pela analise numérica, reuniu as linhagens 22Bbr, 34B e 34Abr, que apresentaram o
mesmo perfil de fragmentos na analise genotipica pelo polimorfismo do rDNA 16S. A
analise numérica dos perfis de subunidades protéicas de membrana mostrou
diversidade entre as linhagens estudadas. A diversidade ocorreu entre as linhagens
isoladas na mesma cultura agricola (Figura 10, grupo Alll) e entre culturas agricolas

diferentes (Figura 10, grupo BII).

82



A andlise de proteinas baseada na eletroforese de varias enzimas tem
sido muite utilizada em estudos de variabilidade genética em populagdes naturais de
microrganismos (Selander et al., 1986). Esse método apresenta a vantagem da analise
de varias enzimas expressas por um organismos e a possibilidade de comparagdo do
perfil de alelos para um conjunto de enzimas entre muitos organismos. Linhagens com
o mesmo perfil de alelos para um conjunto de enzimas pertencem a um tipo
eletroforético (ET) caracteristico. O resultado para a analise de eletroforese de varias
enzimas para as linhagens de Pseudomonas spp. fluorescentes revelou dezessete ETs
distintos entre as vinte linhagens analisadas. A diversidade presente entre as linhagens
estudadas pode ser um indicativo da diferenciagdo de nichos dos quais cada linhagens
foi isolada. A comparagdo dos perfis de mobilidade das enzimas permitiu o calculo de
distincia genética das linhagens de Pseudomonas spp. fluorescentes ou o grau de
similaridade entre as mesmas. Assim, as linhagens 23Agr, 23Als, 23Bls e 23Bpc sdo
consideradas idénticas para os loci enzimaticos estudados.

A sorotipagem é um método bastante eficiente e complementar na
identificagio de microrganismos, principalmente, na distingdo de géneros e espécies
para muitos grupos (Lanyi & Bergan, 1978; Ewing, 1986; Traub, 1989; Burke ef al.,
1990; Moyses & Young, 1991, Mills et al., 1991). Os resultados obtidos através da
reagdo de aglutinagio com cinco anti-soros polivalentes diferentes indicaram que as
linhagens isoladas da mesma planta apresentaram variagdo no padrdo de aglutinagdo
(Tabela VIII), confirmando a diversidade verificada em outros métodos utilizados
neste estudo. O dendrograma (Figura 12) obtido com a andlise do padrio de
aglutinagio para os diferentes anti-soros pelo programa NTSYS-pc confirmou a

diversidade das linhagens de Pseudomonas spp. fluorescentes, separando-as em dois
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grupos (Figura 12). A analise mostrou 100 % de similaridade para as linhagens 23Agr,
23Als, 23Bls e 23Bpc isoladas da rizosfera da mesma planta confirmando os resultados
obtidos na analise de polimorfismos do rDNA 268, proteinas, isoenzimas e produgdo
de bacteriocinas. As linhagens 22Bbr e 34B isoladas da rizosfera de plantas diferentes
algodio e milho, respectivamente, apresentaram 100 % de similaridade na
sorotipagem, RAPD, polimorfismo do rDNA 168 e analise de proteinas. As linhagens
22Abr, 22Bbr, 34B e 41C isoladas de culturas agricolas diferentes, também, foram
semelhantes quanto a sorotipagem. Por outro lado, o resultado da comparagdo
sorologica da linhagem 23C com o grupo 23Agr, 23Als, 23BIs e 23Bpc mostrou a
diversidade fenotipica entre linhagens isoladas da mesma planta na cultura de algoddo
(Figura 12). Resultados semelhantes foram verificados entre as linhagens 34Abr e 34B
na cultura de milho e as linhagens 41Abr e 41C na cultura de soja (Figura 12).

A produgdo de bacteriocinas tem sido usada como caracteristica
auxiliar na identificagdo de diversos grupos de microrganismos, principalmente,
Pseudomonas (Govan & Harris, 1985) e membros de Enterobacteriaceae (Gillies,
1978). Neste estudo, a analise da produgdo de bacteriocina confirma a diversidade
entre as linhagens 23Agr, 23Als, 23Bpc isoladas da mesma planta na cultura do
algodao.

Os resultados obtidos com as andlises fenotipicas € genotipicas
indicaram que as linhagens isoladas na mesma planta apresentaram caracteristicas
muito semelhantes, podendo por alguns métodos serem consideradas linhagens
idénticas. Freqiientemente, o método SDS-PAGE ¢ utilizado em combinagdo com
outras técnicas, tais como sorotipagem e eletroforese de isoenzimas na identificagdo de

microrganismos (Sibold ef al., 1992). As linhagens 23Agr, 23Als, 23BIs e 23Bpc
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apresentaram resultados bastante semelhantes para a analise do perfil de proteinas
totais ¢ de membrana, eletroforese de varias enzimas, sorotipagem e polimorfismo do
rDNA 16S, mas apresentaram diferengas quanto a ribotipagem, RAPD e produgdo de
bacteriocinas. As linhagens 41Abr e 41Atr, também, mostraram-se bastante
semelhantes na ribotipagem, RAPD, polimorfismo do rDNA 168, analise do perfil de
proteinas de membrana e eletroforese de varias enzimas e suas diferengas foram
representadas, somente pela produgdo de bacteriocina.

Os resultados de RAPD com os oligonucleotideos iniciadores OPR 2,
OPR 2 e OPR 13, ribotipagem, perfis eletroforéticos de proteinas totais e de
membrana e analise eletroforética para varias enzimas mostraram-se mais sensiveis na
distingdo entre as linhagens de Pseudomonas spp. fluorescentes. Resultados
semelhantes foram observados por Wang ef al. (1993) na comparagdo entre o0s
métodos, RAPD e eletroforese de enzimas, para linhagens de Escherichia coli,
entretanto, RAPD mostrou-se mais sensivel detectando diferengas minimas entre os
isolados.

As linhagens 22Bbr, 34B e 34Abr foram isoladas de culturas agricolas
diferentes e apresentaram semelhan¢as quando analisadas por RAPD com o
oligonucleotideo iniciador OPR 2, polimorfismo do 16S, perfil de proteinas de
membrana e eletroforese com varias enzimas. Estes resultados indicam que estas
linhagens podem pertencer a um mesmo taxon, onde a conservagio de genes permite a
colonizagdo da raiz de diferentes plantas.

Os resultados obtidos reforgam o uso de métodos moleculares na
identificagdo de microrganismos associados as plantas, podendo auxiliar na escolha de

linhagens para futuros estudos aplicados no melhoramento da produgdo de culturas
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agricolas. Também mostrou que a associagdo de varios métodos na caracterizagdo de
microrganismos assegura a identificagdo e, a escolha dos métodos depende da
disponibilidade técnica, custo, tempo para a realizagdo ¢ o grupo de organismos em

questao.

Neste trabalho, todos os métodos utilizados indicaram a diversidade de
Pseudomonas spp. fluorescentes isoladas da rizosfera de culturas agricolas, entretanto,
os métodos de analise de acidos nucléicos, principalmente a ribotipagem € o RAPD,
forneceram mais informagdes na caracterizagdo de linhagens obtidas de uma mesma

planta.
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6. Conclusao

A vpartir da andlise dos resultados obtidos na caracterizagdo de
Pseudomonas spp. fluorescentes, através de métodos tradicionais e moleculares, foi
possivel concluir que:

e Pseudomonas spp. fluorescentes isoladas de rizosferas de culturas de algoddo,
milho e soja representam um grupo heterogéneo de microrganismos com
diversidade fenotipica e genotipica.

e Analises fenotipicas, incluindo a determnagdo do perfil eletroforético de isoenzimas,
sorotipagem e produgiio de bacteriocinas, demostraram a diversidade entre as
linhagens isoladas da rizosfera de uma mesma planta de mitho (34B e 34Abr) e de
uma mesma planta de algoddo (214, 21B e 21C).

¢ Analises moleculares de acidos nucléicos, incluindo a ribotipagem e RAPD, e do
perfil de proteinas totais ¢ de membrana, demostraram a diversidade de
Pseudomonas spp. fluorescentes isoladas da rizosfera da mesma planta para as
culturas de algoddo (21A, 21B e 21C; 23Bls e 23Bpc), milho (34B e 34Abr) ¢ soja
(42A e 42B).

e Anilises de polimorfismo do rDNA 16S e de RAPD (OPR 2) resultaram na
identificagio de um mesmo genotipo bacteriano para algumas linhagens isoladas da

rizosfera de plantas de culturas de algodao (22Bbr) e milho (34B).
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e Anilises fenotipicas e genotipicas indicaram que as linhagens isoladas de uma
mesma planta apresentaram caracteristicas muito semelhantes, podendo, por alguns
métodos de caracteriza¢do, serem consideradas linhagens idénticas (41C e 42A).

e Analises de acidos nucléicos, principalmente a ribotipagem e o RAPD, foram mais
informativas na caracterizagdo das linhagens de Pseudomonas spp. fluorescentes,
podendo identificar linhagens em nivel intra-especifico.

¢ Os resultados obtidos reforgam o uso de métodos moleculares na identificagdo de
microrganismos associados as plantas, podendo auxiliar na escolha de linhagens
para futuros estudos envolvendo o melhoramento da produgdo de culturas
agricolas.

e Associagdo de varios métodos na caracterizagio de microrganismos, ou seja,
taxonomia polifasica, fornece melhores subsideos para a elucidagdo das relagdes
gendmicas e fenotipicas entre os organismos estudados. A escolha dos métodos
depende da disponibilidade técnica, custo, tempo de realizagdo e grupo de

organismos em estudo.
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