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RESUMO

Pseudomonas do grupo fluorescente constituem grande parte da rizosfera de
varias espécies vegetais e da comunidade microbiana de rizosfera em alguns solos
supressivos a doencas flngicas. Estes organismos produzem metabdlitos
secundarios, como o0s antibidticos. Compostos como fenazinas, fluoroglucinéis,
pirrolnitrinas, tropolonas e piocianinas tém sido isolados de culturas de Pseudomonas
de solo, sendo, atualmente, considerados como o principal mecanismo de supressao a
doencas de raizes.Foram isoladas cerca de 600 Pseudomonas de solo de Cerrado
sob cultivo de soja, onde ndo foram observados os sintomas da doenca Podriddo
Vermelha da Raiz, causada pelo fungo Fusarium solani. Apds analises utilizando
sondas para deteccdo de genes da producdo de fenazinas, fluoruglucinol, pirrolnitrina
e pioluteolina, verificou-se que 51% da coleg¢édo selecionada pela antibiose in vitro
contra o F. solani, era formada por produtores de fenazinas. A Hibridizagdo de DNA
confirmou estes resultados obtidos por PCR (Polymerase Chain Reaction).
Posteriormente, andalises em HPLC (High Performance Liquid Chromatography),
constataram que o acido fenazina monocarboxilico (PCA — “Phenazine Carboxylic
Acid”) era o composto produzido. O PCA ¢ igualmente produzido pela estirpe 2-79 de
P. fluorescens isolada anteriormente da rizosfera de trigo, cultivado em solos da regido
noroeste dos Estados Unidos da América que é capaz de inibir a “Podridao do Pé”
causada pelo fungo Gaeumannomyces graminis var. tritici. Em nossas analises de
antibiose in vitro, tanto as estirpes selecionadas como a estirpe 2-79 foram capazes de
inibir o F.solani.A comparacédo genotipica das estirpes pelas técnicas de BOX e ERIC
— PCR indicou que a maioria destas apresentaram perfil genotipico semelhante ao da
estirpe 2-79 de Pseudomonas fluorescens, sugerindo pertencerem a mesma espécie.
A avaliacdo fenotipica de algumas estirpes pelo sistema BIOLOG™ sugeriu a mesma
observacéo. O sequenciamento gendmico do fragmento responsavel pela producgéo de
fenazina de algumas estirpes revelou identidade de 99% com o gene da estirpe 2-79.
Estes resultados sugerem que os genes da fenazina sdo bastante conservados entre
as estirpes de Pseudomonas fluorescentes.

Os resultados obtidos indicam que as Pseudomonas fluorescentes fazem parte
significativa da comunidade da rizosfera de soja e que o0 processo de plantio
sucessivos do solo incrementa esta comunidade. Indicam, também, a presenca
expressiva de produtores de antibiéticos, em especial, fenazinas, sugerindo sua

funcdo como Agentes do Controle Bioldgico.



ABSTRACT

Fluorescent Pseudomonads form the major part of rhizosphere of many
plants and the microbial community of suppressive soils. Those organisms produce
secondary metabolites, such as antibiotics. Compounds as phenazines,
phloroglucinols, pirrolnitrins, tropolones and piocianines have been extracted from soil
Pseudomonas. Nowadays, it is considered the most important mechanism to suppress
plant disease.

Pseudomonas strains were isolated from soybean rhizosphere cultivated
in Cerrado soils, where “Sudden Death Syndrome” symptoms caused by Fusarium
solani were not observed. Pseudomonads were selected after antibiosis tests in vitro
and PCR (Polymerize Chain Reaction) and analyzed utilizing phenazines,
phloroglucinol, pirrolnitrins and pioluterions DNA probes. The results indicated that
phenazines producers formed 51% of the Pseudomonas strains isolated in this study.
The results were confirmed by DNA hybridization. HPLC (High Performance Liquid
Chromatography) analyses confirmed that phenazine-1-carboxylic acid (PCA) was the
compound produced by the Pseudomonas isolates. PCA is produced by P. fluorescens
strain 2-79 isolated from wheat rhizosphere and it is able to inhibit “Take-all” symptoms
caused by Gaeumannomyces graminis var. tritici. The isolates and strain 2-79 inhibited
F. solani in new antibiosis in vitro tests.

Genetic fingerprinting obtained by BOX- and ERIC-PCR indicated that
major part of the isolated strains is genetically similar to P. fluorescens strain 2-79.
Phenetic fingerprinting of strains obtained by BIOLOG™ generated similar results.
Sequencing of gene fragment responsible for phenazine production of some isolates
indicated a 99% homology to 2-79 fragment. These results suggested that phenazine
genes present in Pseudomonas fluorescens are very conserved.

The results indicated that fluorescent Pseudomonads are significant part of the
soybean rhizosphere community. The cycling process improved this community. P.
fluorescens isolates presented expressive production of antibiotic, specially,

phenazines, suggesting their role as Biological Control Agents.



TITULO: SELECAO DE Pseudomonas FLUORESCENTES PARA
CONTROLE BIOLOGICO DA PODRIDAO VERMELHA DA RAIZ (PVR)
CAUSADA POR Fusarium solani EM SOJA (Glycine max L)

1. INTRODUCAO

A soja é a principal fonte de 6leos vegetais no mundo. Produz mais
proteina que qualquer outra planta e pode, mesmo, substituir a proteina animal
na alimentacdo humana, pois os aminoacidos de sua proteina sdo semelhantes
aos de origem animal (Manara, 1988). A composi¢do quimica da soja a torna
um alimento altamente nutritivo: possui 35-45% de proteinas, 25-30% de
materiais feculentos, 18-20% de gorduras, 5% de substancias minerais e 10%
agua (Manara, 1988).

Economicamente, a soja tem grande importancia mundial. A producao
estd baseada nas producBes americana, brasileira, argentina e asiatica. O
maior produtor mundial é os Estados Unidos, seguidos do Brasil que € também
0 maior produtor da América Latina (EMBRAPA, 1996).

No Brasil, a soja foi intoduzida em 1882, mas somente na década de 70
teve expansao significativa no pais. Apartir de 1983, consolidou-se como o
produto agricola mais importante do pais (Manara, 1988). Na ultima safra, a
producéo foi de 31 milhdes de toneladas e a produtividade ficou em torno de
2,5 ton./ha. O aumento significativo na produgcédo ao longo dos anos, é devido
ndo sO as novas variedades desenvolvidas em centros de pesquisas, como a
EMBRAPA (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria), como também, ao
avanco das fronteiras agricolas. A regido Centro-Oeste, por suas condi¢cdes
geoldgica e climatica, firmou-se como importante regido produtora, sendo, hoje,
uma das principais do pais. Devido a importédncia econdmica da cultura, a
queda na produtividade € motivo de preocupacdo. A incidéncia de doencgas €&
um dos mais importantes fatores de quebra na produtividade agricola. Nos
altimos anos, observou-se que na regido Centro-Oeste houve significativo
aumento da incidéncia da “Podriddao Vermelha da Raiz” (PVR) causada por

Fusarium solani. A doenca foi observada pela primeira vez em Sao Gotardo



(MG), na safra de 1981/82 (EMBRAPA, 1996). A doenca ocorre de maneira
generalizada na lavoura.

Nas safras 1990/91 e 1991/92, a doenca foi observada com alta
frequéncia em diversas lavouras nos municipios de Presidente Olegario e S&o
Gotardo, em Minas Gerais e em Arapoti, Ponta Grossa e Ventania, no Parana.
Em marco de 1992, foi também observada em Planaltina, DF. Atualmente, a
doenca € encontrada nos estados de Goias, Minas Gerais, Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul, Parana, Rio Grande do Sul e Santa Catarina. A infeccao tem
inicio na raiz, com uma mancha avermelhada, mais visivel na raiz principal,
geralmente localizada um a dois centimetros abaixo do nivel do solo. Essa
mancha se expande, circunda a raiz e passa da coloracdo vermelho-arroxeada
para castanho-avermelhada a quase negra. Essa necrose acentuada localiza-
se mais no tecido cortical, enquanto que o lenho da raiz adquire coloragao, no
maximo, castanho-clara, estendendo-se pelo tecido lenhoso da haste a varios
centimetros acima do nivel do solo. Nessa fase, observa-se na parte aérea, o
amarelecimento prematuro das folhas e, com maior frequéncia, uma acentuada
necrose entre as nervuras das folhas, resultando no sintoma conhecido como
folha “carijo” (EMBRAPA, 1996) (Fig.1).

Alguns autores divergem quanto a chamada forma speciale de F. solani
que causa a doenca. Alguns consideram o F.solani f. sp. phaseoli como o
patdogeno causador da doencga (O’Donnell & Gray, 1995). Outros afirmam ser
Fusarium solani f.sp. glycines (Roy, 1997). Atualmente, a maioria dos autores
considera o F. solani f.sp.glycines, como sendo o agente causal da doenca
(Huang, 1998; Li, 1998).

Fig. 1 -Sintomas de “Podridao Vermelha da Raiz” em folhas e raizes de soja.
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1.1.Rizosfera e Rizobactérias Promotoras de Crescimento Vegetal

Em 1904, Hiltner propos o termo rizosfera para descrever a regiao do
solo sob influéncia das raizes. Intensa atividade microbiana e aumento destas
populacdes ocorrem nesta regido quando comparada a regidbes sem a
influéncia das raizes, devido a liberagdo de grande quantidade de matéria
organica (50-100mg/g de raiz), na forma de exsudatos, lisados e mucilagem.
Dezoito porcento do carbono assimilado durante a fotossintese podem ser
liberados pela raiz. Agucares, aminodcidos, acidos organicos, acidos graxos,
nucleotideos, vitaminas e enzimas sao encontrados entre estes compostos
organicos. Como a rizosfera é rica em exsudatos, a comunidade microbiana
pode atingir até 1x10° células/cm?, 10-100 vezes maior que a comunidade do
solo sem influéncia de raizes. Microrganismos rizosféricos incluem bactérias,
virus, fungos, amebas e flagelados. A rizosfera pode se extender a 1-2 mm da
raiz.

O rizoplano se refere a superficie da raiz, entretanto, com o
envelhecimento da raiz, as células corticais sofrem autolise e o limite entre o
rizoplano e a rizosfera fica indefinido. O cortex da raiz € entdo colonizado por
microrganismos, ficando apenas os tecidos do estelo vivos. Logo, uma parte da
raiz se torna uma extensao da rizosfera, chamada de endorizosfera. O uso do
termo endorizosfera tem sido questionado (Kloepper et al., 1992). Apesar da
intensa atividade microbiana na rizosfera, apenas 7 a 15% da superficie da raiz
€ coberta com microrganismos (Curl & Truelove, 1986). Estdo agrupados em
microcolbnias, em sitios onde 0s nutrientes sdo mais abundantes. Estes
incluem espacos entre células da epiderme, pélos radiculares, lesfes e sitios
onde as raizes laterais surgem das células corticais. A rizosfera € um ambiente
dindmico e as suas interacdes tém significativo impacto sobre o crescimento e
desenvolvimento da planta (Curl & Truelove, 1986).

A quantificacdo da influéncia do efeito da rizosfera sobre microrganismos
€ dada pela relacdo R:S, onde R € o numero de microrganismos por unidade
de peso do solo da rizosfera e S € o niUmero de microrganismos por unidade de
peso do solo ndo rizosférico (Alexander, 1977). Através desta relacdo, pode-se
observar que o efeito rizosférico € mais pronunciado para as bactérias, seguido

de fungos, actinomicetos e protozoarios, nesta ordem. Em geral, a relacdo mais
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comum varia entre 5 a 20 para algumas bactérias. Entretanto, pode variar de
10 a mais de 100 para alguns géneros (Alexander, 1977). O efeito rizosférico é
mais pronunciado nas bactérias gram-negativas que compdem maior parte da
rizosfera.

Estes microrganismos séo ecologicamente agrupados em: oportunistas
que predominam nas raizes mais novas, caracterizados pelo crescimento
rapido, alta capacidade competitiva e populacdo de pequeno tamanho; e
estrategistas que se caracterizam pela maior populacdo, maior longevidade,
baixa mortalidade e crescimento lento (Siqueira & Franco, 1988). Sdo mais
especializados e predominam nas raizes mais velhas. As bactérias deste grupo
sdo denominadas rizobactérias.

Rizobactérias sdo bactérias associadas as plantas que sao capazes de
colonizar as raizes. As rizobactérias sdo subdivididas em grupos de efeito
benéfico, deletério e neutro, baseado no efeito que causam ao
desenvolvimento na planta. Rizobactérias Promotoras de Crescimento Vegetal
(Plant Growth Promoting Rhizobacteria - PGPR) sdo aquelas que tém
habilidade de promover o crescimento de plantas, inoculando-se as sementes
ou partes subterraneas (Kloepper et al., 1980). A inducdo do crescimento pode
ocorrer através da estimulacdo direta da planta, seja por aumento da oferta de
nutrientes ou producdo de fitormonios (Lugtenberg et al., 1991). As PGPR
também estimulam o crescimento indiretamente, através da supressdo de
patébgenos primarios e secundarios. Patdgenos primarios causam doencas
vasculares e radiculares cujos sintomas séo evidentes. Patdgenos secundarios
sdo parasitos ou sapréfitas que danificam, principalmente, tecidos jovens como
pélos radiculares e células corticais, e ndo tém sintomas evidentes.

As PGPR devem ter a capacidade de colonizar satisfatoriamente as
raizes. Weller & Thomashow (1994) definem por colonizacdo, como sendo o
processo pelo qual as rizobactérias introduzidas em sementes ou partes da
planta para propagacdo, sdo distribuidas ao longo das raizes que se
desenvolvem em solo natural, multiplicando-se e sobrevivendo por algumas
semanas na presencga da microflora indigena. A colonizagéo de raizes inclue o
estabelecimento na superficie das raizes, dentro destas e/ou da rizosfera. Para
colonizar adequadamente, é necessario que as PGPR sejam capazes de

competir por sitios na rizosfera. Esta capacidade é descrita como a habilidade
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relativa de colonizacdo. Esta habilidade pode ser quantificada determinando-se
o tamanho da populagdo retida a raiz, comprimento e ndmero de raizes
colonizadas e/ou o tempo de sobrevivéncia das bactérias (Weller,1988).

Varios géneros de bactérias produzem efeito positivo em plantas. Dentre
estes, estdo o grupo rizébio e os géneros Bacillus e Pseudomonas. As
espécies do grupo rizébio sdo extensivamente usadas como fertilizantes de
leguminosas. A interacdo entre leguminosas e plantas é bastante conhecida
pela capacidade do microrganismo em fixar o nitrogénio atmosférico para a
planta e receber dela carboidratos.

Espécies de Bacillus tém sido frequentemente utilizadas como
inoculantes. Varios autores tém demonstrado a habilidade de Bacillus spp. em
controlar doencas de plantas. Burr & Caesar (1984) relataram a eficacia de
Bacillus spp. no controle de doencas de milho.

O género Pseudomonas inclue bactérias gram-negativas, cocobacilos
moveis por flagelos polares. Pertencem a subclasse y de Proteobacteria e
contém em sua maioria Pseudomonas fluorescentes e nédo fluorescentes.
Estudos de hibridizagdo DNA-RNA-r dividem o género Pseudomonas em cinco
grupos homologos. O género Pseudomonas senso stricto corresponde ao
grupo | definido pela homologia de RNAr (Palleroni, 1984) e contém todas as
espécies de Pseudomonas fluorescentes. Num grande ensaio fenotipico,
grande numero de Pseudomonas fluorescentes foram examinadas em suas
propriedades nutricionais. Foi mostrado que P. fluorescens e P. putida s&o
espécies bastante heterogéneas. P. fluorescens foi subdividida em sete
biétipos. Os bidtipos A,B,C,D e F foram denominados biovares (agrupamento
por RNAr) (bv. I a V) e os biétipos D e E foram classificados como espécies P.
chlororaphis e P. aureofaciens, respectivamente. Posteriormente, foram
agrupadas como P. chlororaphis. A espécie P. putida, também, foi subdividida
em bibtipos A e B que se tornaram biovares A e B (Bossis et al, 2000)

P. fluorescens bv. V € um subgrupo heterogéneo que incluem estirpes
gue constantemente ndo podem ser classificadas porque perderam
propriedades consideradas essenciais para diferenciacado de outros biovares. A
heterogeneidade do biovar V ndo permite designar estirpes de referéncia para

este biovar. Este sistema de mudltiplos biovares revela alto grau de
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heterogeneidade fenotipica que provavelmente reflete a alta diversidade
gendmica. (Holt et al., 1994; Bossis et al., 2000).

Devido a sua grande versatilidade nutricional e habilidade de crescer em
uma grande variedade de ambientes, varias espécies de Pseudomonas tém
despertado interesse. Elas sdo encontradas em solos, folhagens, aguas,
sedimentos, e, como grupo, as Pseudomonas fluorescentes sdo de grande
importancia em diversas areas como Fitopatologia, Tecnologia de Alimentos e
Controle Bioldgico (Lynch, 1990). Dentre estas, as espécies P. fluorescens e P.
putida, sdo as que mais se destacam (Schroth & Hancock, 1982).

Diversos autores tém estudado a relacdo entre Pseudomonas
fluorescentes e raizes de plantas. Lemanceau et al.(1995), para melhor
entender as particularidades que envolvem a colonizacdo de raizes por
Pseudomonas fluorescentes nativas, realizaram estudos fenotipicos e
genotipicos de estirpes isoladas de solo ndo cultivado, de solo de rizosfera, de
rizoplano e de tecido radicular de tomate e linho cultivados sob o mesmo tipo
de solo. Observaram que as plantas tinham uma influéncia seletiva sobre a
populacdo de Pseudomonas fluorescentes e que, a intensidade de selecdo
variava com a planta-hospedeira, sendo parcialmente especifica da planta. A
maioria dos isolados de rizosfera de linho apresentava aspectos genotipicos
diferentes daqueles obtidos no solo e esta diferenca aumentava quanto mais
intima se tornava a relagdo com a planta. Este fato ndo era tdo pronunciado
nas plantas de tomate. Observaram, também que a maioria dos isolados do
tecido radicular de linho era da espécie Pseudomonas putida bv.A, enquanto
no tomate era da espécie Pseudomonas fluorescens bv.llI.

Araujo et al.(1994) observou que as Pseudomonas fluorescentes foram
bastante competitivas no rizoplano de milho, pois a comunidade aumentava
significativamente, em relacdo a comunidade de bactérias heterotroficas totais
e de gram-negativas totais. Observaram, também, que 30% das estirpes

isoladas de Pseudomonas eram de P.fluorescens e 50% eram de P. putida.



14

1.2.Rizobactérias Promotoras de Crescimento de Plantas (PGPR) e o
Controle Biologico de Doencgas de Plantas

O controle de doencas tem sido feito através do uso de agroquimicos. O
uso de métodos quimicos gera polémica, devido aos riscos que a utilizacdo
macica pode causar ao ambiente e a saude publica, além de onerar
significativamente os custos de producdo da cultura. Nos ultimos anos, a
pesquisa em Controle Bioldgico de Doencas tem sido desenvolvida como uma
alternativa aos métodos tradicionais. Controle Bioldgico é definido como sendo
a reducdo da densidade de indculo ou atividade causadora de doenca de um
patdgeno ou parasito em seu estado ativo ou dormente, por um ou mais
organismos, realizada naturalmente ou através de manipulacdo do ambiente,
hospedeiro, ou antagonista, ou ainda, por introducdo massal de um ou mais
antagonistas (Cook & Baker, 1989).

Vérios estudos demonstram que as PGPR suprimem populacdes de
patégenos de raizes (Thomashow & Weller, 1988). A supressdo de doencas
ocorre por diversos mecanismos. A competicdo por nutrientes e a ocupacao
por sitios de infeccdo sdo apontadas como responsaveis por alguns processos
de supressédo. A bacterizacdo de sementes de soja e ervilha com P. putida
estirpe N1R, controlou o “damping-off”’, causado por Pythium ultimum, devido a
competicdo por compostos volateis que poderiam servir de indutores ou
nutrientes para o fungo (Paulitz, 1991).

Outro mecanismo de supressdo ou de Controle Biolodgico ou Biocontrole,
é a Resisténcia Induzida. Neste caso, a PGPR desencadeia na planta uma
resposta defensiva a presenca do patégeno, pela producédo de determinadas
substancias. Van Peer et al.(1991) demonstraram que a bacterizacao de raizes
de cravo com P. fluorescens estirpe WCS374 reduziu significativamente a
murcha causada por F. oxysporum f.sp. dianthi. Foi observado que grande
qguantidade de antranilato derivado das fitoalexinas diantalexina e um grupo das
diantramidas se acumularam em plantas que receberam o tratamento com a
estirpe. O potencial da Resisténcia Induzida sempre foi conhecido, entretanto,
apenas recentemente, dados consistentes demonstram sua eficacia.

Sabe-se que para varias PGPR, a producdo de metabdlitos como

sideroforos, cianetos e antibioticos é o principal mecanismo de Biocontrole.
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Quase todos os microrganismos precisam de Fe para o crescimento. A
sobrevivéncia em ambiente heterogéneo como a regiao da raiz, depende da
habilidade de retirar Fe do ambiente. O ferro em solucdo aquosa apresenta-se
nas formas de ion ferroso (Fe*?) ou férrico (Fe*3), sendo este Ultimo a forma
mais insoltvel e predominante na maioria dos solos, principalmente de regides
tropicais. A concentracdo do ion férrico, em solugdo aquosa, a pH=7.4 € de
aproximadamente 108 M que é extremamente baixa para crescimento normal
dos microrganismos (O’Sullivan & O’Gara, 1992). Para sobreviver, alguns
microrganismos secretam substancias capazes de formar complexos com o
Fe*3 e torna-lo disponivel, denominadas sideréforos. As Pseudomonas do solo
produzem sideroforos verde-amarelados, fluorescentes soluvéis em agua e
podem ser do grupo hidroximatos e fenolatos (Raymond et al., 1984). Estes
sideréforos sdo classificados como pioverdinas ou pseudobactinas. A
competicdo por ferro, mediada por sideréforos (pioverdina), € importante para
Controle Biol6gico (Lopper & Buyer, 1991). Diversas observacdes
demonstraram a funcdo do antagonismo devido a captacdo de ferro efetuada
pelas Pseudomonas spp. fluorescentes contra varios fitopatdgenos in vitro e no
solo (Buyer & Leong, 1986). Entretanto, estudos mais recentes levantam
davidas quanto ao papel das pioverdinas (Kraus & Loper, 1992).
Aparentemente, estes sideréforos contribuem para o controle apenas de certas
doencas e somente quando os fatores fisicoquimicos que determinam a
disponibilidade de ferro no solo sédo favoraveis a producdo e a atividade do
siderdforo.

A producao de cianeto (HCN) tem sido apontada, também, como sendo
um fator de inibicdo de doencas. Pseudomonas fluorescentes séo insensiveis
ao cianeto e muitas estirpes podem produzi-lo na presenca de precursores. O
cianeto gerado pela estirpe de P. fluorescens CHAO inibiu o fungo
Thielaviopsis basicola in vitro e mutantes Hcn™ protegeram menos a planta
contra a Podriddo Negra da Raiz que a estirpe original (Voisard et al., 1989).
Entretanto, alguns autores tém relatado efeitos deletérios de HCN em plantas.
Bakker & Schippers (1987) observaram reducdo no crescimento de batatas,
qguanto houve liberacdo de cianeto por Pseudomonas fluorescentes. Porém, a
literatura enfatiza que cada tipo de planta responde de maneira diferente a

presenca de HCN na rizosfera.
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Os antibidticos constituem um grupo quimicamente heterogéneo de
pequenas moléculas organicas de origem microbiana que em pequenas
concentracbes sdo deletérias ao crescimento ou atividade de outros
microrganismos. A importancia dos antibiéticos para o Controle Bioldgico e, de
maneira geral, para o antagonismo microbiano no ecossistemas é atualmente
reconhecida. O solo é dos mais ricos ambientes onde ha varios tipos de
interacbes entre microrganismos. Deste modo, € possivel manipular certas
interacbes, como o0 antagonismo. Em solos supressivos, esta caracteristica fica
clara, pois o estudo detalhado destes, informa como o ecossistema do solo
pode ser modificado para estimular o Controle Bioldgico resultando em fonte de
potentes microrganismos antagonistas adaptados a introdu¢cdo em solo ou
rizosfera. Define-se como solo supressivo, aqueles nos quais o patégeno nao
se estabelece ou se estabelece mas causa pouco ou nenhum dano a planta, ou
ainda, quando se estabelece e causa doenca por um periodo, mas perde a
infectividade. A supressado pode ser geral ou especifica. A supressao geral esta
diretamente relacionada a quantidade total de atividade microbiana especifica.
Ndo h& um microrganismo ou grupo especifico responsavel por esta acdo. A
supressao especifica possue efeito sobre individuos ou determinados grupos
de microrganismos antagonistas aos patdgenos que agem durante certo
estagio do ciclo de vida do patégeno. Sdo descritos varios solos supressivos a
determinadas doencas vegetais. O mecanismo de supressao esta relacionado
a atividade de Pseudomonas fluorescentes e Fusarium nao patogénicos
capazes de competir com fitopatogenos (Cook & Baker, 1989; Alabouvette,
1990). O antagonismo de espécies de Pseudomonas fluorescentes é
responsavel pelos solos supressivos ao F. oxysporum, causador de murchas
(Scher & Baker,1982). Fusarium oxysporum ndo patogénico, também é escrito
como inibitério as murchas, devido a competi¢cdo por substratos utilizados pelas
estirpes de patdogenos (Cook & Baker, 1989). As Pseudomonas tém papel
relevante na inibicdo de Gaeumannomyces graminis var. tritici, causador da
“Podridao do Pé” em trigo (Weller & Cook, 1983). As estirpes de P. fluorescens
2-79 e P. aureofaciens 30-89 isoladas de solo supressivo a esta doenca
produziram antibioticos do grupo das fenazinas, como o acido monocarboxilico

fenazina (“Phenazine-1-Carboxylic Acid” — PCA).
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As evidéncias da atividade das PGPR no Controle Biol6gico fazem com que
haja o interesse para utilizacdo comercial. Atualmente, existem no mercado,
alguns produtos para biocontrole de origem microbiana, como o “SoilGard” e
“‘RootShield” (Gliocladium virens e Trichoderma harzianum, respectivamente),
ambos efetivos no controle de murcha de Fusarium em tomateiro (Larkin &
Fravel, 1998).

Ha, também, a possibilidade de utilizacdo desta PGPR como vetores de
genes em microrganismos geneticamente modificados (OGMs). O potencial
efeito ecologico da introducdo em larga escala de agentes do controle biolégico
ou “OGMs” nos agroecossistemas, através inoculacdo de sementes
bacterizadas, tem sido estudado. A ampla distribuicdo de Pseudomonas
associadas as raizes em solos de diferentes continentes (Keel et al., 1996)
pode minimizar as preocupacfes referentes a introducdo de microrganismos
nao nativos, ou mesmo de geneticamente modificados.

As Pseudomonas spp. tém sido largamente utilizadas em estudos de
utilizacdo em Controle Bioldgico. Botelho et al.(1998) mostraram que a estirpe
P. fluorescens BR-5 promoveu o crescimento das plantas e inibiu o
desenvolvimento de varios fungos in vitro. A producdo de antibidticos por
Pseudomonas é apontada como o mecanismo mais eficiente de supressao de
doencas e/ou estimulacdo do crescimento vegetal (Thomashow & Weller,
1995). Além das Pseudomonas spp., também séo bastante estudados o fungo
Trichoderma spp. e a bactéria do género Bacillus spp. Ambos microrganismos
produzem metabdlitos secundarios, como antibiéticos que inibem varias
doencas de plantas (Frighetto & de Melo, 1995).

Na tabela 1 estdo listados alguns dos produtos de origem microbiana

utilizados no controle bioldgico de doencas de plantas, nos E.U.A.
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Tabela 1 — Produtos para o Controle Biologico de Doengas (fonte USDA/ARS— E.U.A).

Produto

Agente do Biocontrole

Fitopatégeno

Culturas

Bio-Fungus

Trichoderma spp.

Sclerotinia, Rhizoctonia

solani, Pythium spp.

Flores, morangos,

vegetais

BlightBan A506

Pseudomonas fluorescens A506

Erwinia amylovora

Macd, péssego, ,

tomate, cereja, batata

Conquer P. fluorescens P. tolassii cogumelo
Epic Bacillus subtilis Rhizoctonia solani, Algodao, leguminosas
Fusarium spp.,
Galltrol-A Agrobacterium radiobacter 84 Agrobacterium Frutas, nozes,
tumefaciens ornamentais
Intercept P. cepacia R. solani, Fusarium spp., Algodao, milho,
Pythium sp. vegetais
SoilGard Gliocadium virens GL-21 R. solani, Pythium spp. Ornamentais,
(GlioGard)
Mycostop Streptomyces griseoviridis K61 Fusarium spp., Alternaria Grandes culturas,
bassicola, Botrytis spp. ornamentais, vegetais
Aspire Candida oleophila 1-182 Botrytis spp., Penicillum Citrus
spp.
Biofox C Fusarium oxysporum (n&o Fusarium oxysporum, Tomate, cravo,

patogénico)

Fusarium moniliforme

ornamentais

Polygandron

Pythium oligandrum

Pythium ultimum

beterraba
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1.3.Controle Biol6gico através da utilizagdo de PGPR no Brasil

Os primeiros trabalhos publicados no Brasil com PGPR testaram
Pseudomonas fluorescentes para induzir crescimento de plantulas de tomate e
café em casa-de-vegetacdo (Freitas, 1989; Mariano et al., 1997). A partir
destes resultados, véarios estudos foram feitos para avaliar os aumentos no
desenvolvimento das plantas através do tratamento bacteriano de partes de
plantas, usado em diversas plantas. Luz (1993) relatou que B. subtilis
aumentou a producao de graos de trigo em 105% em experimentos de campo.
Em tomate, observou-se indugdo no crescimento de plantulas por
Pseudomonas fluorescentes. Os melhores aumentos nas germinagdes foram
observados em P. fluorescens (60,3%), P. marginalis (51,7%) e P. aeruginosa
(50,0%) (Mariano et al., 1997). Plantas de café foram inoculadas com
Pseudomonas fluorescentes. Os isolados Ps-2 e Ps-3 induziram
significativamenteo aumento de massa vegetal, depois de seis meses de
avaliacdo (Freitas, 1989). Cattelan (1994) inoculou sementes de soja com
suspensao de células de Pseudomonas spp. ou com sobrenadante desta, e
observou que este Ultimo tratamento aumentou o comprimento das radiculas
em até 76%. Foi sugerido que a producao de substancias de crescimento no
meio de cultivo seria 0 mecanismo de promoc¢éao do crescimento.

Os estudos sobre controle biolégico no Brasil comegcaram na década de
40. Entretanto, a utilizacdo de bactérias para esta finalidade € mais recente.
Luz (1993) relatou que Bacillus subtilis foi o agente microbiano que melhor
protegeu o trigo contra a “Podridao do Pé” causada por G. graminis var. tritici.
Este foi capaz de proteger a cultura em cerca de 98%. Outros experimentos
mostraram que a bacterizacdo protege contra varias doencas. Luz (1996)
observou que P. putida biétipo B controlou a podriddo comum do trigo.

Bettiol et al. (1992) testaram varias formulagées do B. subtilis, bactéria
capaz de inibir a “Ferrugem” comum do feijdo (Uromyces appendiculatus var.
appendiculatus). Centurion (1994) selecionou B. subtilis, Bacillus spp. e

Arthrobacter sp. antagonistas ao Uromyces phaseoli, causador da “’"Ferrugem”
no feijdo. Experimentos em casa-de-vegetacdo mostraram que trés isolados de
B.subtilis e trés de Pseudomonas fluorescentes foram mais efetivos na

protecao de plantulas contra o “tombamento” causado por Rhizoctonia solani
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(Andrade et al., 1994). Em caupi (Noronha et al, 1995) e algodao (Silva et al.,
1996), estirpes de B. subtilis e Pseudomonas fluorescentes, também,
mostraram eficiéncia contra R. solani, inclusive sendo mais eficiente que o
fungicida quintozene, em caupi (Barbosa et al., 1995).

Lesbes causadas por Hemileia vastatrix em café foram controladas por
suspensdes B. megaterium, B. subtilis, Alcaligenes faecalis, Xanthomonas
manihotis e P. rubrilineans (Martins et al., 1985). Outros estudos sobre controle
de doencas por bactéria tem sido relatado. Foi observado controle de doencas
em trigo, como “Podridao da Raiz” por P. putida e “Sarna” do trigo por Bacillus
subtilis, Bacillus sp. e Sporobolomyces roseus (Perondi et al., 1996). No feijao,
o Bacillus subtilis, Bacillus sp. e Arthrobacter sp. (Bettiol et al., 1992; Mizubuti

et al., 1995; Centurion & Kimati, 1994) controlaram a “Ferrugem”.
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1.4.Impacto Ambiental decorrente da introducéo de PGPR

O controle biologico de doencas de raiz utilizando microrganismos
originais ou geneticamente modificados, requer a liberacdo destes organismos
em grandes concentracfes no ecossistema do solo. Por este motivo, é
necessario avaliar possiveis impactos nas populacdes residentes. Alguns
estudos ndo detectaram efeito deletério das Pseudomonas fluorescentes ao
ambiente. Botelho et al. (1998) relataram que n&o houve diferenga significativa
nas comunidades bacterianas analisadas, quando foi inoculada a estirpe de P.
fluorescens BR-5 em sementes de milho. Entretanto, é necessario determinar o
potencial de competicdo de microrganismos liberados (colonizacéo de raizes,
sobrevivéncia na rizosfera e no solo ao redor), sua disseminacdo (aguas
subterrdneas) e seu impacto. Varios estudos sobre sobrevivéncia e colonizagéo
de raizes por OGMs apresentaram resultados positivos no estabelecimento
destas bactérias no solo. Araujo et al.(1993) testaram o estabelecimento de P.
fluorescens e P. putida marcadas com resisténcia a rifampicina, isoladas de
rizosfera de milho e as respectivas estirpes geneticamente modificadas,
guando inoculadas nas sementes. Estes OGMs foram obtidos pela introducéo
do transposon Tn5 carregando o gene TOX-cry IVB que codifica a endotoxina
de B. thuringiensis var. morrisoni nas estirpes isoladas (van Elsas et al., 1991).
Os autores observaram que as bactérias OGMs tiveram nivel de sobrevivéncia
semelhante ao da estirpe original, sugerindo auséncia de efeito deletério na
adaptacao ecoldgica. Observaram, também, que o OGM que apresentou maior
indice de sobrevivéncia foi a BR-12, originaria de uma estirpe de P. fluorescens
gue apresentava resisténcia espontanea a rifampicina, isolada da rizosfera de
milho, designada como BR-5. Para ser efetivo no ambiente, os OGMs
precisam, também, competir com a biota nativa do solo, pelo menos durante o
periodo mais critico para protecado da cultura. Aragjo et al. (1994) observaram
gue a estirpe geneticamente modificada BR-12 foi capaz de competir com a
biota nativa desde que na auséncia da estirpe original.

Diretrizes e leis estdo sendo desenvolvidas, em varios paises, para
monitoramento e liberagdo de microrganismos no ambiente. A Agéncia de
Protecdo Ambiental dos Estados Unidos da América (U.S. Environmental

Protection Agency), por exemplo, produziu um documento denominado
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“Microbial Pesticide Test Guidelines”, onde define o que s&o Agentes
Microbianos para o Controle de Pestes (Microbial Pest Control Agents). Este
Caodigo de Regulamentacdo Federal, também especifica os tipos de dados e
informacdes que devem ser submetidos a agéncia para analise do registro do
biopesticida, fornece informacdes sobre os dados necessarios, os padroes de
avaliacOes aceitaveis, guias de avaliacdo e publicacfes de dados e exemplos
de protocolos. Um microrganismo so € liberado para controle biolégico quando

nao produz efeitos adversos ao ser humano e/ou ao ambiente.

No Brasil, a legislacdo ainda esta sendo formada. Entretanto,
regulamentos, como a lei constitucional n2 8974/1995 que “estabelece
normas de seguranca e mecanismos de fiscalizagdo no uso das técnicas de
engenharia genética na construcdo, cultivo, manipulacdo, transporte,
comercializacdo, consumo, liberacdo e descarte do organismo
geneticamente modificado (OGM), visando proteger a vida e a saude do
homem, dos animais e das plantas, bem como o meio ambiente”,
demonstram que ja ha preocupacdes referentes ao uso de organismos
exdgenos. Estas preocupacbes fez com que fosse formada a Comisséo
Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBio). Algumas das varias
atribuicbes desta comissao sao: a responsabilidade de propor uma Politica
de Biosseguranca para o Pais e acompanhamento técnico de OGM. A
Instrucdo Normativa n ° 3 se aplica a liberacéo planejada no meio ambiente
de virdides, virus, células ou organismos multicelulares geneticamente
modificados (OGMs), seja por meio de experiéncias de campo ou qualquer

outro meio, a hao ser que a liberacao seja isenta.

Recentemente, a lei de Biosseguranca foi alterada por meio de
Medida Proviséria de 28/12/2000 que “regulamenta o inciso Il do § 1°e 0 §
4° do art. 225, os arts. 1°, 8°, alinea "j", 10, alinea "c", 15 e 16, alineas 3 e 4
da Convencéo sobre Diversidade Biologica que dispde sobre o acesso ao
patrimdnio genético, a protecdo e 0 acesso ao conhecimento tradicional

associado, a reparticdo de beneficios e o acesso a tecnologia e a

transferéncia de tecnologia para sua conservagao e utilizagao...”.

Esta Medida Provisoria dispbe “sobre os bens, os direitos e as

obrigacdes relativos ao acesso a componente do patrimoénio genético existente


../decretos/2519_98.htm
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no territdrio nacional, na plataforma continental e na zona econémica exclusiva,
ao conhecimento tradicional a ele associado e relevante a conservacao da
diversidade biologica, a integridade do patrimdnio genético do Pais, a utilizacao
de seus componentes e a reparticao justa e equitativa dos beneficios derivados
de sua exploragdo e sobre 0 acesso a tecnologia e transferéncia de tecnologia
para a conservagdo e utilizagdo da diversidade biolégica”. Além disto,
estabelece que é de propriedade da Unido, o patrimdnio genético existente em
seus bens, bem como os recursos naturais encontrados na plataforma

continental e na zona econdmica exclusiva.
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1.5.Métodos de estudos de comunidades microbianas

O interesse na utilizacdo de microrganismos para diversas finalidades,
especialmente, para uso na agricultura como PGPR e/ou ACB tem crescido
significativamente. Entretanto, a diversidade existente em ecossistemas, como
por exemplo o solo, € pouco conhecida. Ao longo dos ano, vérias técnicas tém
sido desenvolvidas para estudo de comunidades microbianas. A técnica
tradicional de plagueamento em meio de cultivo permite isolar determinadas
comunidades existentes para estudos mais detalhados. Entretanto, grande
parte das comunidades de solo ndo é cultivavel em meio de cultivo ou, muitas
vezes nao pode ser distinguida de outros membros da comunidade (Rosado et
al., 2000). As técnicas de miscroscopia propiciam a deteccdo de células
microbianas ndo cultiviveis. Alguns métodos tém sido propostos para estimar a
viabilidade e a atividade fisioldégica destas células. O teste de Kogure é
baseado no pressuposto de que células viaveis podem aparecer, apesar de
nao serem necessariamente capazes de formar colénias em placas em poucos
ciclos de divisdo celular (Kogure et al., 1979). Neste mesmo pressuposto é
baseada a técnica da epifluorescéncia que utiliza marcadores fluorescentes
conjugados a anticorpos especificos expressos pelas células microbianas
(Binnerup et al.,, 1993). Estas técnicas tém sido utlizadas para o
monitoramento de populacdes de Pseudomonas fluorescens introduzidas em
solos ou rizosfera (Normander et al., 1999; Mascher et al., 2000)

Por varias decadas, as bactérias tém sido caracterizadas, agrupadas e
identificadas de acordo com poucas caracteristicas fenotipicas, como
morfologia, pigmentacao, reacado a corantes, presenc¢a ou auséncia de esporos,
necessidades nutricionais, habilidade de produzir acidos de acucares e
sensibilidade a inibidores. Estes métodos simplificados de caracterizacdo sao a
base dos sistemas de classificacao e identificagéo.

A identificacdo de microrganismos necessita de culturas puras. Para
identificagdo de um microrganismo € necessario, antes, caracteriza-lo. Esta
caracterizacdo consiste na descricdo qualitativa de propriedades relativas a
morfologia, cultivo, nutricdo, bioquimica, metabolismo, proteinas, acidos
nucléicos, patogenicidade e ecologia. Devido ao grande numero de

microrganismos distribuidos em uma variedade de grupos taxondmicos
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diferentes, € muito dificil a padronizacdo de método para caracterizagdo e
identificag8o. Entretanto, ha a necessidade de método padronizado, usando-se
requerimentos minimos. Este método baseia-se em testes bioquimicos, que
caracterizam o perfil metabdlico do microrganismo. Este método esta sendo
substituido por outros como tiras de papel, discos e baterias de testes sob a
forma de “kits”. Estes novos métodos oferecem a vantagem de diminuir o
tempo de analise (Yano & Valarini, 1998), o que é importante em estudos de
comunidades microbianas, onde sao identificados diversos microrganismos.
Garland & Mills (1991) descreveram técnica cultural para caracterizacao de
comunidades bacterianas baseada na inoculacdo de microplacas de Biolog
Gram Negativo (GN) (Biolog, Inc., Hayward, CA) com amostras ambientais, que
gera padrbes de utilizacdo de fonte Unica de carbono. O sistema BIOLOG GN
foi inicialmente desenhado para classificacdo de isolados bacterianos com
base na sua capacidade de oxidar 95 diferentes fontes de carbono. Esta
técnica tém sido utilizada numa série de estudos relacionada a associacéo
entre raiz-bactérias (Garland, 1996; Haas et al., 1995; Di Giovanni et al., 1999).
Evidentemente, devido as limitagcbes de quaisquer técnica, a totalidade da
comunidade nao é representada. Entretanto, a avaliacdo simultdnea de 95
diferentes fontes de carbono, colecdo de dados computadorizados e potencial
para comparacdo rapida de amostras ambientais representam algumas
vantagens sobre os métodos culturais convencionais.

Recentemente, métodos baseados na andlise do genoma dos
organismos tém permitido maior precisdo no estudo da diversidade microbiana,
e fez surgir uma nova especialidade em Ecologia, denominada Ecologia
Microbiana Molecular (De Bruijn et al., 1997).

Os meétodos baseados na analise de &cidos nucléicos sao
frequentemente mais rapidos, mais estaveis, constantemente refletem relacdes
filogenéticas e arranjam estirpes em grupos. Protocolos de hibridizacdo do
DNA formam a base para determinagdo do género e espécie de
microrganismos. As hibridizacées envolvem a deteccao de sequéncias de DNA
especificas. Esta deteccdo € determinada pela ligagdo de um fragmento de
DNA homodlogo a uma sequéncia—alvo (sonda) que pode ser marcada

radioativamente ou ndo. A hibridizacao pode ser direta (extracao direta do DNA
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— “Southern”) ou com as proprias coldnias bacteriana (hibridizagdo de colbnias)
(Rosado et al., 2000).

Outras técnicas que utilizam a digestdo total do DNA usando
endonucleases que sempre cortam o genoma (ex: Analise com Enzima de
Restricdo) ou néo (ex: “Pulse Field Gel Eletroforesis, PFGE”; Field Inversion
Gel Eletroforesis, FIGE), analise de plasmideos, “Restriction Fragment Length
Polymorphism analyses, RFLP” e analise de gene ribossomal 16S (ex:
sequenciamento) sao frequentemente usadas para fornecer informacdes a
nivel de espécies-subespécies-estirpe (Lee et al., 1996; Muyzer et al., 1993;
Liesack et al., 1997).

Varios protocolos foram descritos para extracdo de acidos nucleicos do
ambiente (Ogram et al., 1987; Smalla et al., 1993). Dois protocolos serviram
como base para desenvolvimento de protocolos mais simples e rapidos. O
primeiro utiliza lise direta in situ, no qual a lise celular ocorre diretamente da
amostra de solo (Ogram et al., 1987). No segundo processo de extracaol/lise,
as células sdo separadas do solo mediante uma série de centrifugacdes
diferenciais e, entdo, lisadas (Holben et al., 1988). Os protocolos com base na
extracdo direta de RNA do solo resultam, muitas vezes, em RNA de baixa
pureza. Técnicas mais recentes permitem obter DNA e RNAr com maior
rendimento e pureza (Rosado et al., 2000)

Varios métodos de classificacdo e identificacdo de estirpes séo
baseados na amplificacdo de DNA por reacdo em cadeia de polimerase
(“Polymerase Chain Reaction” — PCR). Em geral, duas classes de protocolos
para PCR sdo empregadas . A primeira classe envolve a amplificacdo de um
ou poucos fragmentos especificos do DNA, como por¢des do operon de rRNA,
geralmente seguido de sequenciamento de DNA ou andlise de restricdo
(ARDRA). Também, as regides intergénicas variaveis de genes do RNA 16S e
23S ou regides variaveis do gene tRNA sdo amplificadas e analisadas. Além
disto, informacéo do sequenciamento do DNA sobre um gene particular ou
regido permitiu a amplificacédo de segmentos do DNA que séo diagnostico para
géneros, espécies e estirpe. A técnica denominada eletroforese em gel de
gradiente desnaturante (DGGE — “Denaturing Gradient Gel Electrophoresis”)
permite analisar produtos de PCR de acordo com suas sequéncias de pares de

base, e ndo com diferencas nos tamanhos dos produtos. O DGGE utiliza géis
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de poliacrilamida contendo um gradiente linear de desnaturantes (uréia e
formamida). Desta maneira, permite a determinacéo da diversidade genética de
comunidades microbianas naturais e, também, a identificacéo filogenética dos
membros da comunidade (Muyzer et al., 1993). Uma variacdo desta
metodologia € o TGGE (“Temperature Gradient Gel Electrophoresis”) que se
baseia na utilizacdo de um gradiente térmico e concentracdo constante de
desnaturantes (Rosembaum & Riesner, 1987).

A segunda classe de protocolos para PCR utiliza pequenas sequéncias
de DNA que servem como “primers” para amplificar numerosos fragmentos
distintos de DNA gendmico. Quando estes fragmentos sdo eletroforeticamente
fracionados por tamanho, os padrbes de bandas resultantes produz perfis
especificos de espécies ou estirpes. No caso de microrganismos, dois
protocolos foram desenvolvidos. O primeiro utiliza pequenos “primers” de
sequéncias arbitrarias (RAPD) ou “primers” maiores combinados com baixas
temperaturas de anelamento (AP-PCR) para amplificar fragmentos de DNA de
comprimentos variaveis.

As bactérias, como outros organismos (Wyman & White, 1980),
apresentam locus com alto grau de polimorfismo, resultante de mudancas de
algumas bases. Estas variagbes geram os “Restriction Fragment Length
Polymorphisms” (RFLP). As analises de RFLP podem ser usadas como
métodos para tipagem genética de estirpes bacterianas. Uma andlise do
genoma bacteriano bastante utilizada, € a que detecta variacdes de sequéncias
dentro de operons que codificam para o RNA ribossomal (Welsh & McClelland,
1990). Estas regibes sdo bastante conservadas, tanto quanto variaveis. As
regides conservadas sao usadas para detectar fragmentos de DNA que contém
genes do RNAt, enquanto as regides variaveis sao a base para os RFLPs.

Um método semelhante, utilizando sequéncias de RNAt como “primers”
de PCR (Welsh & McClelland, 1991), gera padrées de fragmentos espécie -
especificos para bactérias, que podem ser, em seguida, analisados por “RAPD
fingerprinting” de alta resolugao.

O segundo tipo € baseado na ocorréncia de sequéncias naturais,
altamente conservadas e repetitivas no DNA presentes em varias copias nos
genomas de muitas bactérias Gram-negativas e algumas Gram-positivas
(Lupski & Weinstock, 1992; De Bruijn, 1992; Wood et al., 1993). Trés familias
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de sequéncias repetitivas foram identificadas, incluindo a sequéncia de 35-
40bp (Repetitive Extragenic Palindromic - REP-PCR), o elemento BOX de
154bp (BOX-PCR), composto de trés subunidades (boxA, boxB e boxC) e a
sequéncia de 124-127bp (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus -
ERIC-PCR) (Versalovic et al.,, 1994). Estas sequéncias parecem estar
localizadas em posic¢des intergénicas distintas ao redor do cromossoma (Dimri
et al., 1992). REP, e também a sequéncia conservada no centro de ERIC, tem
repeticdbes invertidas com potencial para formar “stem-loop” estaveis. Os
elementos repetitivos podem estar presentes em ambas orientagdes no
cromossoma e as regides conservadas podem servir como sitios de ligacdo
para “primers”. Os “primers” sdo desenhados para leitura fora das repeticbes
invertidas em REP e ERIC (Versalovic et al., 1994) e da subunidade boxA de
BOX (de Bruijn et al., 1997).

O uso dos “primers” para estas técnicas levam a amplificacao seletiva de
regides do genoma localizadas entre as sequéncias de REP, ERIC e BOX. Os
respectivos protocolos sdo citados como REP-PCR, ERIC-PCR e BOX-PCR,
sendo denominados conjuntamente como rep-PCR (Versalovic et al., 1994). As
bandas amplificadas s&o fracionadas por tamanho através de gel para produzir
padrées complexos para caracterizacao.

A analise da grande quantidade de dados que sao as multiplas bandas
geradas por rep-PCR requer o uso de computador. Um dos programas utilizado
€ 0 GelCompar (Applied Maths, Bélgica). Os géis sao fotografados e as
imagens levadas ao computador através de “scanners”. Estes sao
normalizados de acordo com padrbes de referéncia e/ou por alinhamento de
picos de referéncia interna. A retirada de imperfeicbes da imagem sédo
efetuadas e cerca de 1000 padrGées podem ser agrupados usando um dos
varios coeficientes e algoritimos de agrupamento. Além disto, as colunas (nha
imagem) podem ser eletronicamente rearranjadas para melhorar a visualizacao
e a comparacao dos perfis de rep-PCR. O GelCompar, também, possui uma
biblioteca e um moédulo de identificacdo para comparar novos perfis a uma
base de dados.

A analise dos padrbes genotipicos necessita uma simplificacdo dos
dados originais pela geracdo de uma matriz de proximidade baseada no critério

de similaridade ou n&o. Estas matrizes de proximidade podem ser
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estabelecidas usando um grande espectro de coeficientes. O método inicial de
comparacdo, usando o coeficiente de similiaridade considera apenas a
presenca ou auséncia de uma banda. O aperfeicoamento do método, também,
utiliza a informacéo fornecida pela posi¢cdo da banda, mas adiciona mais peso
ao emparelhamento das bandas do que a sua auséncia. GelCompar oferece
um coeficiente que permite emparelhar bandas proporcionalmente com seu
grau de justaposicéo (de Bruijn et al., 1996).

O agrupamento de uma colecdo de padrées genotipicos pode ser feita
de diferentes maneiras. A entrada de dados em algoritimo de agrupamento é
uma matriz de proximidade ou semelhanca e geralmente, a saida é um
dendograma ou apresentacdo de dados em trés dimensfes. Proximidades
relativas podem ser determinadas usando um largo espectro de coeficientes
por comparagdo de um ou mais aspectos de perfis e esta andlise resulta na
geracao de unidades de similaridade e dissimilaridade especificas.

Alguns algoritimos podem ser utilizados para analises hierarquicas ou
agrupamentos divisiveis, levando a geracdo de dendogramas. O método
“‘unweighted pair-group method using arithmetic averages” (UPGMA) é
frequentemente usado. Este método , também, pode ser aplicado, a andlise de
perfis gendmicos por rep-PCR (Versalovic et al., 1994)

As novas técnicas culturais e moleculares citadas acima, permitem
avaliar com mais precisdo, se a introdugcdo de PGPR interfere ou ndo no
equilibrio do ecossistema. Uma avaliacdo precisa do comportamento de PGPR
e de Agentes do Controle Bioldégico podem n&do sO prevenir problemas de
ordem ambiental, mas também, evitar que haja falha na introducdo de
microrganismos que tém grande potencial de inibicdo de doencas, entretanto,

nao se adaptam ao ambiente em que estdo sendo introduzidos.
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1.6.A producédo de antibidticos por PGPR

Nos ultimos anos, avaliacbes envolvendo estudos moleculares e de
genética, associadas as analises especificas e a sistemas de deteccao tém
mostrado efetivamente, que a supressdo de algumas doencas de raizes é
mediada por antibiéticos produzidos por PGPR na rizosfera (Cook et al., 1995).
A estratégia basica extensamente empregada para determinar a funcdo de um
gene especifico ou de certa caracteristica num processo de Biocontrole por
PGPR, envolvem: desenvolvimento de avaliacdo que demonstre a atividade no
Controle Bioldgico; selecdo de estirpes naturais com atividade no Controle
Bioldgico; mutagénese das estirpes; procura de mutantes que nao apresentem
a caracteristica desejada; preparacao de biblioteca genémica do DNA original e
complementacdo dos mutantes para restaurar a caracteristica desejada (Weller
& Thomashow, 1994). Estudos moleculares tém sido direcionados,
principalmente, para as Pseudomonas spp. do grupo fluorescente que
produzem um ou mais antibiéticos , como fenazina, fluoroglucinol, pirrolnitrina e

pioluteorina.(Fig.2).
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Fig. 2- Antibiéticos produzidos por Pseudomonas spp. fluorescentes

Os loci biossintéticos destes antibidticos foram clonados e todos, com
excecdo do referente a pioluteorina, foram completamente sequenciados.
(Bangera & Thomashow, 1996; Hammer et al, 1995; Kraus & Loper, 1995). Os
resultados obtidos pela aplicacdo de técnicas moleculares e isolamento direto
do antibiético demonstram que efetivamente, estes antibiéticos sdo produzidos
na espermosfera e rizosfera e tém grande importancia na supressao de
patogenos de plantas existentes no solo (Thomashow & Weller, 1988; Weller &
Thomashow, 1993; Kraus & Lopper, 1995). Atualmente, a fenazina e o
fluoroglucinol sdo os metabdlitos mais intensamente pesquisados.

Os fluoroglucinois sdo metabdlitos fendlicos encontrado em bactérias e
plantas, com atividade antifingica e antibacteriana (Keel et al.,1992; Levy et al.,
1992); fitotdxica (Keel et al., 1992), antiviral (Tada et al.,1990) e anti-helmintica
(Bowden et al., 1965). O 2-4 diacetilfluoroglucinol (Phl) é o mais estudado, pois

€ produzido por Pseudomonas spp. fluorescentes originarias de varias partes
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do globo (Keel et al.,1992; Levy et al., 1992; Fenton et al.,1992). E considerado
0 principal ou mesmo o Unico metabdlito associado a supressdo de varios
patbgenos (Weller & Thomashow, 1993). A estirpe de Pseudomonas
fluorescens CHAO foi isolada de solo supressivo a doenga “Podridao Negra da
Raiz” do tabaco causado por Thielaviopsis basicola, na regido de Morens —
Suica (Stutz et al., 1986). Esta estirpe produz fluoroglucinol (Phl), assim como,
monoacetilfluoroglucinol, cianeto de hidrogénio, pioluteorina, varios compostos
bioativos (Voisard et al.,1994). O Phl contribui para a supressédo da “Podridao
Negra da Raiz” em tabaco e é um dos principais determinantes na supressao
da “Podriddo do Pé” em trigo, causado por G. graminis var. tritici (Keel et
al.,1992). Um mutante Tn5 Phl- da estirpe CHAO foi menos inibitério a T.
basicola e G. graminis var. tritici. A complementagdo do mutante, com
fragmento de 11 kb da biblioteca gendmica da estirpe CHAO, restaurou
amplamente a producao de Phl, a inibicdo do fungo e a supressao de doencas.
O Phl também pode ser isolado da rizosfera de trigo colonizado pela estirpe
original e pelo mutante complementado (Keel et al.,1992).

A estirpe de P. fluorescens Q2-87 foi isolada de rizosfera de trigo,
cultivado em solo supressivo a “Podriddo do Pé”. Esta estirpe também produz
Phl, além de HCN e monoacetilfluoroglucinol (Shanahan et al., 1992). Mais
uma vez, os estudos mostraram que o Phl € um dos envolvidos na supresséo
da doenca (Weller & Thomashow, 1993). Os genes para producdo deste
antibiético estdo contidos em um fragmento de DNA gendmico de 6,5kb que
transferiu a capacidade biossintética do Phl, para estirpes de Pseudomonas
gue nao produziram o antibiético (Bangera & Thomashow, 1996). Observou-se
qgue o locus responsavel pela producdo de Phl, é extremamente conservado
entre as Pseudomonas associadas as raizes ao redor do mundo (Keel et al.,
1996). A analise do fragmento de DNA de 6,5kb revelou seis “Open Reading
Frames” (ORFs). Os designados como phlA, phIC, phIBI e phlD estdo contidos
numa unidade de transcrigdo Unica necessaria para producdo de Phl (Bangera
& Thomashow,1996; 1997). Este grupo de genes esta margeado de um lado
por um gene transcrito divergentemente, designado phlF, e do outro lado, por
um gene colinear, mas transcrito separadamente, phlE. O phlF € um regulador
da sintese de fluoroglucinol, enquanto o produto de phlE, uma permease da

membrana, pode funcionar como exportador de Phl. Este, também, esta
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associado ao pigmento vermelho presente no meio quando Phl é produzido
(Bangera & Thomashow,1996; 1997; Keel et al., 1996).

Provavelmente, Phl ¢é sintetisado via reacbes sucessivas de
condensacao do acil, com acetilacdo do monoacetilfluoroglucinol, como ultimo
passo (Thomashow, 1996). Entretanto, a PhID tem pouca sequéncias similares.
as enzimas de condensagdo de acil em procariontes, incluindo aquelas
necessarias para sintese de policetideos. No entanto, a PhID € homodloga a
chalcone de plantas e sintetase estilbeno que catalizam reacdes similares a
producdo de flavondides e fitoalexinas, importantes na defesa vegetal. Estes
paralelos genéticos e funcionais ratificam a origem evolucionaria comum destas
enzimas.

Pioluteorina € um tetraciclideo cloridrico fendlico com atividades
antimicrobiana e fitotoxica. E sintetizado pela adicdo serial de unidades de
acetila em prolina ou unidades iniciadoras equivalentes derivadas do ciclo do
acido tricarboxilico. E um antibiético altamente inibitério ao Pythium ultimum,
mas ndo a outros patdégenos do algodao (Howell & Stipanovic, 1980). O efeito
destes antibidticos sobre o Pythium em culturas diferentes tém apresentado
resultados conflitantes (Kraus & Loper, 1992; Maurhofer et al.,, 1992).
Diferencas entre os desenhos experimentais podem ser responsaveis por estes
resultados.

Fragmentos clonados, contendo inser¢cdes e sequéncias adjacentes de
mutantes de P. fluorescens Pf-5 deficientes em pioluteorinas, foram usados
para identificar um cosmideo do clone original. Este continha uma regido
gendmica com sitios de insercdo Tn5 de sete mutantes Plt -. Este fragmento de
DNA de 21kb parcialmente restaurou a producao de pioluteorina a um mutante
de Pf-5 (Kraus & Loper, 1995). O tamanho da regido plt e a especificidade
fenotipica de mutacdes dentro deste, sdo consistentes com um grupo de genes
qgue codificam enzimas biossintéticas. Analise da sequéncia do DNA desta
regido identificou dois grandes genes, pltB (7,4kb) e pltC (5,3kb), com produtos
de 2.458 e 1.774 aminoacidos, respectivamente, que estao ligados a formacéo
de pioluteorinas (Thomashow & Mavrodi, 1997). A similaridade foi maior com o
Tipo | multifuncional de sintases policetideos (PKSs), em que cada um possui
um ou mais modulos enzimaticos, incluindo a cetoacil sintase, aciltransferase e

centro ativos cataliticos de proteinas carreadoras de acil. Um modulo separado
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cataliza a condensacdo e reacdo de modificacdo necesséria para adicionar
unidades compostas de dois carbonos na forma de um Co-A tioester para
alongar o esqueleto de policetideo. O produto do PItB contém dois modulos e
um terceiro foi identificado em PItC. A presenca e organizacao destes centros
ativos acil estdo de acordo com uma regra para a formacado de anel de
resorcinol “moiety” de PIt. Porém, genes adicionais contidos no locus, também,
podem ser necessarios para completar o processo (Thomashow & Mavrodi,
1997).

Pirrolnitrinas sdo os mais ativos antibioticos de uma familia de fenilpirrol
clorados produzidos por espécies de Pseudomonas, a partir do triptofano
através de uma série de cinco a seis reacdes que incluem a cloracdo do
benzeno e de anéis de pirrol, rearranjo do esqueleto, descarboxilacdo e de um
grupo amino para um nitro. A biossintese de pirrolnitrinas é amplamente
distribuida entre as Pseudomonas, e muitas delas com atividade em Controle
Biologico. P. fluorescens Pf-5 aumenta a emergéncia e sobrevivéncia de
plantulas de algoddo em solos infectados com Rhizoctonia solani, e o
antibiotico também foi ativo in vitro contra Alternaria sp., Thielaviopsis basicola
e Verticillium dahliae (Howell & Stipanovic, 1979). Esta estirpe, também, inibiu
Pyrenophora tritici-repentis, agente causal da doenga “Mancha marrom” em
trigo in vitro (Pfender et al., 1993). Estirpes de P. cepacia com alto nivel de
producao de pirrolnitrina suprimiu o crescimento de hifas e o “Damping-off” em
beterraba causado por Aphanomyces cochliodes (Homma, 1994).

Um cosmideo contendo sequéncias de P. fluorescens BL915 (isolada
por Hill et al., 1994) envolvido na producao de pirrolnitrina (Prn) foi identificado
(Hammer et al., 1997) pela hibridizacdo com DNA contendo uma insercao Tn5
e sequéncias marginais de um mutante. Sequéncias no cosmideo, necessarias
para a sintese, foram localizadas num segmento de 6,2kb por mutagénese Tn5
e reintroducdo no genoma do mutante de BL915 (Hammer et al., 1997). Este
segmento contém um grupo de quatro grandes (ORFs) colineares. Cada ORF é
precedidos por um sitio tipico de ligacéo a ribossoma, dois deles (ORFs 1 e 2,
subsequentemente, designados prnA e prnB) parecem ter traducdo acoplada.
O grupo inteiro é flanqueado por sinais de terminacdo de transcri¢cdo, sugerindo
que eles sao expressos como uma unidade transcricional. Mutacdes de

delecdes em cada ORFs resultou num fenotipo Prn- que foi complementado
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guando o gene correspondente foi fundido a um promotor potente e expresso in
trans de um plasmideo.

A provavel sequéncia de aminoacidos prediz uma proteina de 567
aminoécidos com extrema similaridade com o produto do gene chl, uma enzima
de clorinacdo envolvida na sintese de tetraciclina. Esta conservacdo de
sequéncias sugere que as fungbes de PrnC, em uma das duas etapas de
clorinacdo da via biossintética proposta para Prn. Trés regifes do produto de
prnD, uma proteina de 363 aminoacidos assemelha-se com centros ativos
conservados da dioxigenase e de enzimas desmetilases. A PrnD cataliza a
oxidacao de grupos amino de aminopirrolnitrina para grupo nitro de pirronitrina,
a etapa final no caminho biossintético proposto (Hammmer et al, 1997).

As fenazinas sdo compostos heterociclicos nitrogenados e pigmentados
produzidos por bactérias pela via do acido chiquimico (Turner & Messenger,
1986) e sao os principais envolvidos na habilidade da estirpe de P. fluorescens
2-79 e de P. aureofaciens 30-84 em suprir “Podridao do pé” em trigo e cevada.
Ambas estipes produzem o acido monocarboxilico fenazina (PCA), mas a
estirpe 30-84, também produz os derivados do PCA, &cido monocarboxilico
dihidroxifenazina e dihidroxifenazina (Pierson Ill & Thomashow, 1992), além do
cianeto de hidrogénio. Mutantes deficientes na producéo de fenazina de 2-79 e
30-84 reduziram a habilidade de suprir a doenca. A complementacdo genética
restaurou a atividade de Biocontrole comparavel ao das estirpes originais. As
duas estipes foram isoladas de raizes de trigo cultivado em solos dos Estados
Unidos da América, naturalmente supressivos a doenca. A estirpe de P.
aureofaciens PGS12 foi isolada de raiz de milho (Georgakopoulos et al., 1994a)
e mostrou ter um amplo espectro de acdo contra fungos fitopatogénicos.
Produz, também, PCA e duas dihidroxifenazinas e cianeto de hidrogénio, além
de pirrolnitrina e acido indolacético (Georgakopoulos et al., 1994a; 1994b).

Estudos utilizando mutantes mostraram que, dependendo das condi¢bes
de solo e avaliagdo, cerca de 60% a 90% da capacidade de supressao da
estirpe 2-79 para a “Podridao do pé” em trigo estava associada a producao de
fenazina (Thomashow & Weller, 1988; Ownley et al.,1992). A biossintese de
também, a capacidade adaptativa do microrganismo ao ambiente. A producao

de fenazina esta associada a competitividade e persisténcia das estirpes 2-79 e
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30-84. As populacdes de mutantes ndo produtores de fenazinas de ambas
estirpes declinaram mais rapidamente que as das estirpes originais ou dos
mutantes complementados em rizosfera ou solo, mas ndo em solo
pasteurizado, sugerindo que o antibiético contribui para competitividade contra
0S microrganismos naturais. Foi observado, também que a perda da habilidade
em produzir fenazina, resultou na redugdo da sobrevivéncia em solo natural e
colonizacéo da rizosfera de trigo (Mazzola et al., 1992).

Os grupos de genes de fenazina de 2-79 e 30-84 sdo extremamente
conservados. Cada grupo tem aproximadamente 8,5kb e incluem genes
regulatorios designados phzl e phzR (Pierson Il et al., 1995; Wood & Pierson
I, 1996; Mavrodi et al.,, 1998), assim como, operon de sete genes
biossintéticos designados phzABCDEFG em 2-79 (Mavrodi et al., 1998 - fig.3)
qgue corresponde a phzXYABCDE em 30-84 (Pierson lll et al., 1995; Mavrodi et
al., 1998). A expressado de phzFAB em 30-84 € necessaria para producao de
PCA em Escherichia coli e phzC esta envolvido na conversdo de PCA para
acido monocarboxilico dihidroxifenazina (Pierson Il & Thomashow, 1992;
Pierson Il et al., 1995;).

Para determinar que genes do locus biossintético da fenazina séo
essenciais para a producdo de PCA, o cassete Kan' foi inserido nos genes
phzC, phzD, phzE e phzG e cada gene desconectado foi introduzido no
genoma da estirpe 2-79 por recombinacao. Inexplicavelmente, ndo foi possivel
recuperar recombinantes de phzA, phzB e phzF. As inser¢Bes do cassete Kan'
nos genes phzC, phzD e phzE interferiram na produgéo de fenazina e os
mutantes foram completamente deficientes na biossintese de PCA (Fig.3). A
estirpe 2-79 de P. fluorescens MXG, com uma inser¢do de Kan" em phzG, foi
capaz de produzir PCA. Porém, a producéo foi em torno de 1,3% do produzido
pela estirpe original (Mavrodi et al., 1998)
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Fig.3 — Andlise da biossintese de fenazina em mutantes de estirpe 2-79 de
P.fluorescens por substituicdo de genes. - Os triangulos mostram a localiza¢do das insercdes
do cassete Kan' no cromossoma dos mutantes da estirpe 2-79. N.D., Ndo Detectado. ( Mavrodi
et al., 1998)

Entretanto, o mecanismo exato de sintese e a identificacdo de
intermediarios metabdlicos continuam desconhecidos. Mavrodi et al.(1998)
observaram que os produtos de phzC, phzD e phzE tém significante homologia
com enzimas bem caracterizadas das vias biossintéticas do chiguimato e
triptofano. Estas observagdes forneceram novas informacdes sobre a via

biossintética das fenazinas em Pseudomonas spp. fluorescentes (Fig.4).

COOH C COOH

Pyruvale
Qs OO0 QLI
JL*COOH &J‘CO OH PhzF+
PhzE ? PhzD ? PhzG ?
Acido corismico aminodesﬁ?’lsdoct):orismico Acido 3-hidroxi- - _ o
antranilico Acido 1,6 dicarboxilico

fenazina

Fig.4 — Agéo proposta de PhzC, PhzD, PhzE, PhzF e PhzG na biossintese de PCA
(Mavrodi et al., 1998)
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PhzC (PhzF na estirpe30-84) assemelha-se a 3-desoxi-D-
arabinoheptulosonato—7—fosfato sintase que é o ponto de bifurcacéo da via do
chiguimato. PhzD e PhzE (PhzA e PhzB em 30-84) assemelham-se a 2,3—
dihidro—2,3—dihidroxibenzoato sintase (isocorismatase ou EntB) e antranilato
sintase de enteroquelina e do caminho biossintético do triptofano,
respectivamente; estas enzimas podem modificar e condensar corismato,
produzindo o anel heterociclico da fenazina. Os produtos de phzF e phzG
atuam na condensacdo de duas moléculas 3-hidroxiantranilato, ou um
precursor similar para gerar o nucleo de fenazina. Analise da sequéncia de
PhzF ndo revelou similaridades com outra proteinas de funcdo conhecida.
Entretanto, PhzG assemelha-se a piridoxamina-5’-fosfato oxidase bacteriana
que funciona na sintese de piridoxina (vitamina Be) € na conversao de
piridoxamina-5’-fosfato para piridoxal fosfato, um cofator para numerosas
reacbes de transaminagdo. Outros passos no caminho biossintético da
fenazina, presumivelmente, envolvem intermediarios e enzimas comuns ao
caminho do chiquimato (Thomashow, 1996; Mavrodi et al., 1998).

N&o foi observada similaridade entre os produtos de phzA e phzB e
sequéncias de proteinas de véarias bases de dados. Entretanto, PhzA e PhzB
sao similares entre si. Isto sugere o resultado de um evento de duplicacdo. Os
homologos phzA e phzB, também, foram identificados no locus biossintético da
estirpe 30-84. A analise funcional indicou que nas estirpes 2-79 e 30-84, estes
genes influenciam os tipos e quantidades de compostos aroméaticos e
heterociclicos sintetizados como um resultado da expressdo dos genes phz.
Assim, E. coli que possuiam o locus phz completo sintetizavam grande
quantidade de PCA, enquanto 0s que possuiam apenas os genes phzCDEFG
produziam grande quantidade de uma mistura de compostos aromaticos e
heterociclicos contendo nitrogénio, na qual havia quantidade minima de PCA.
PhzA e PhzB podem estabilizar um complexo biossintético de multienzimas da
fenazina. Na auséncia destes, o0 sistema biossintético funciona, mas a
especificidade e, talvez, a eficiéncia caem drasticamente (Thomashow, 1996;
Mavrodi et al., 1998).
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2. OBJETIVOS

Formacgéo de colecdo de Pseudomonas do grupo fluorescente isoladas
de raizes de soja com potencial de estimulagdo do crescimento de
plantas e/ou de supressdo de doencas, em especial a Podridao

Vermelha da Raiz.

Verificacdo da producao de antibidticos em estirpes selecionadas

Andlises genotipica e fenotipica das estirpes de Pseudomonas

Sequenciamento de fragmentos de genes responsaveis pela producéo

de antibioticos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Coleta e anélise de solo de regido de Cerrado

Foram coletadas amostras simples de solo a profundidade de 0-5 cm de 24
pontos da Fazenda Santa Fé, produtora de grédos de soja e milho, na regiao de
Uberaba, MG (Fig 3). Doze amostras foram retiradas de pontos onde foram
observados sintomas da doenca Podriddo Vermelha da Raiz (PVR), causada
pelo fungo Fusarium solani, e a outra metade de pontos onde n&o havia
sintomas. As amostras de solo foram retiradas da rizosfera de plantas de soja
em plena formacao de vagens (fase R4) cultivadas nestas areas. As amostras

foram transportadas em caixas da regido de coleta.

Uberaba

Fig. 3 — Regido de Uberaba — Minas Gerais- MG — Brasil

Foram escolhidas duas amostras (amostra 9 — UN e amostra 4 — UQ) de
solo dos pontos onde ndo foram observados sintomas, para isolamento de
Pseudomonas spp. do grupo fluorescente, como possiveis agentes do controle
biologico da doenca PVR. Estas amostras foram analisadas pelos laboratérios
da EMBRAPA — Centro Nacional de Pesquisa de Solos — Rio de Janeiro — RJ
(tabelas.2 e 3). A amostra n? 9 foi processada cerca de uma semana apos a
coleta e transporte para o laboratério de Ecologia e Taxonomia Microbiana
(IMPPG —CCS — UFRJ). As demais foram estocadas a temperatura ambiente e,

apos um més, foi processada a amostra n2 4.



Tabela 2 — Analise quimica das amostras de solo de Cerrado
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Amostra pH agua Al Ca + Mg Na K H+ Al P
1:2,5 meq/100mg ppm meq/100mg ppm
4 5.8 0.0 38 1.1 5 101 4.1 9
5.9 0.0 32 16 12 59 4.6 14
Tabela 3 — Analise granulométrica das amostras de solo de Cerrado
Areia grossa Areia fina Silte Argila
Amostra %
4 05 08 43 44
9 05 07 34 54

3.2.Quantificacao e Isolamento de microrganismos

3.2.1. Isolamento de Pseudomonas spp. do grupo fluorescente de
solos de Cerrado

Para isolamento de Pseudomonas spp., foi utilizada metodologia descrita
por Raaijmakers et al. (1997), que utiliza varios ciclos de semeadura para
incremento das comunidades microbianas, em especial de Pseudomonas spp.
Foram feitas algumas modificacdes. Para a primeira amostra de solo (n2 9)
foram processados quatro ciclos e para a segunda amostra (n2 4) foram feitos
trés ciclos. As estirpes isoladas da amostra 9 foram denominadas UN e as da
amostra 4 denominadas UQ. Em cada ciclo, para cada uma das amostras de
solo, foram utilizados trés potes contendo 100g de solo, onde foram plantadas
guatro sementes de soja cultivar Garimpo, por aproximadamente 21 dias, em
casa-de-vegetacdo telada, préxima ao IMPPG. Apdés este periodo, a parte
aérea foi seccionada a altura da superficie do solo. Este solo foi deixado em
repouso por cerca de uma semana e, em seguida, era processado o ciclo
subsequente.

De cada pote foram retirados dez gramas de raiz e solo rizosférico que

foram colocados em frascos contendo 90 ml da solucao de pirofosfato de sodio
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0,1% e Tween 80 0,1%. Estes frascos foram agitados a 200RPM por 45 min e,
em seguida, colocados em banho de ultrassom por 5 min. Em seguida, foram
feitas diluicbes seriadas a partir de cada frasco. Aliguotas de cada diluicdo
foram espalhadas sobre placas contendo meio King B (King et al., 1954 -
apéndice), para contagem e isolamento de Pseudomonas. As placas foram
incubadas por 24/48h a 29°C. ApOs este periodo, as colbnias que surgiram
sobre as placas foram enumeradas e avaliadas utilizando luz UV (365nm) para
identificacdo das Pseudomonas do grupo fluorescente. As colbnias que
apresentaram fluorescéncia, foram purificadas e estocadas em criotubos

contendo meio King B e 15% de glicerol a -20°C.

3.2.2. Quantificacdo de bactérias heterotroficas
Aliquotas das dilu¢cdes obtidas através da metodologia descrita acima foram
espalhadas sobre placas contendo meio Trypticase Soy Agar (TSA) - (Difco) 10%,
para quantificagdo de bactérias heterotréficas. Estas placas foram incubadas por

24/48h a 29°C. Em seguida, as col6nias foram enumeradas.

3.2.3. Isolamento de Fusarium solani do solo de Cerrado

Aliguotas das diluicbes seriadas obtidas da suspensédo de solo descrita
acima foram espalhadas em placas contendo meio Batata Dextrose Agar
(“Potato Dextrose Agar” - PDA) (Difco), contendo 100ug/ml de cloranfenicol. As
placas foram incubadas a temperatura ambiente durante 3 a 5 dias. Apos este
periodo, os fungos de micélio branco (caracteristica de F. solani) foram
purificados em novas placas de meio Batata-dextrose. Os fungos purificados
foram crescidos durante cinco dias. Parte do micélio destes fungos foi retirado
para a preparacao de laminas e observacao de seus esporos ao microscopio.
Os esporos do género Fusarium tém forma de “meia lua”. Para iniciar a
determinacdo da espécie, foi necessario observar o niumero de septos no
esporo. Para isto, foi utilizada a técnica da microcultivo. A classificagédo a nivel

de espécie foi feita pela equipe do Prof. Erlei Reis , UFagro, Rio Grande Sul

3.3.Pré- avaliacdo da antibiose in vitro
O F.solani, isolado de solo de regido onde foi observado o sintoma da

doenca, foi crescido por 7 dias em meio Batata Dextrose Agar. Cerca de 9mm?
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do crescimento foi transferido para o centro de placas contendo King B + PDA
(Thomashow & Weller, 1988). Apos 24h, 3ul do crescimento das estirpes de
Pseudomonas fluorescentes, previamente crescidas em meio KING B a 28°C
por 24h, foram colocados em quatro pontos equidistantes, nas bordas das
placas. ApGs cinco dias, os halos de inibicdo do crescimento do fungo foram

observados, para selecionar as estirpes com potencial de inibi¢ao.

3.4.Deteccédo de genes da sintese de antibiéticos através de PCR
A existéncia entre as estirpes de genes da producdo de antibibticos

utilizando a técnica de PCR foi testada, baseado no fato da producdo de
antibioticos ser o mecanismo mais eficiente na supressdo de doencas e/ou
estimulacdo do crescimento vegetal por Pseudomonas. Quatro andlises de
PCR foram realizadas para cada uma das estirpes seleciondas pela pré-
avaliacdo in vitro para detectar os genes dos antibidticos fluoroglucinol,
fenazina, pioluteorina e/ou pirrolnitrina. Os “primers” foram desenvolvidos a
partir de sequéncias de loci biossintéticos de Phl de P. fluorescens Q2-87
(GenBank accession noU41818), PCA de P. fluorescens 2-79 (GenBank
accession noL48616), Prn de P.fluorescens Pf-5 (GenBank accession
noU30858) e CHAO (GenBank accession noM80913) e PIt de P.fluorescens Pf-
5(GenBank accession noU30858). Os “primers” Phl2a e Phl2b foram
desenvolvidos das sequéncias de phlD e PCA2a e PCA3b de sequéncias de
phzC e phzD. “Primers” PrnCup e PrnClow foram desenvolvidos de sequéncias
de prnC e PIltBup2 e PItBlow de sequéncias de PItB. Os “primers” foram
sintetizados pela Operon Technology Inc. (Alameda, Calif.) e estéo listados na
tabela 4.



Tabela 4 — “Primers” utilizados nas analises de PCR.
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“Primers”

Sequéncias

Referéncias

Fluroglucinol

Fenazina

Pirrolnitrina

Pioluteorina

Phl2a
Phi2b

PCA2a
PCA3a

PrnCup
PrnClow

PltBup2
PltBlow

5 GAGGACCTCGAAGACCACCA 3
5 ACCGCAGCATCGTGTATGAG 3

5 TTGCCAAGCCTCGCTCCAAC &
5 CCGCGTTGTTCCTCGTTCAT 3

5 CCACAAGCCCGGCCAGGAGC 3
5 GAGAAGAGCGGGTCGATGAAGCC &

5 CGGAGCATGGACCCCCAGC 3’
5 GTCCCCGATATTGGTCTTGACCGAG 3’

Bangera &

Thomashow,1997

Mavrodi et al., 1998

Corbell et al., 1995

Corbell et al., 1995

25ul da mistura de amplificacdo contendo | x tamp&o de PCR GeneAmp
(Perkin-Elmer Corp., Norwalk, Ca), 200uM de cada um dos ddNTPs (dATP,
dCTP, dGTP and dTTP) (Perkin-Elmer), 20pmol de cada “primer”, 2U de DNA

polimerase Amplitaq (Perkin-Elmer) e pequena quantidade de células de

culturas com menos de um dia, crescidas em placas contendo meio KB,

retiradas com ponteiras estéreis para repipetador de 100ul. As amplificacdes

foram executadas em um termociclador “Perkin Elmer thermal cycler”. Os

programas de PCR séo descritos na tabela 5.
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Tabela 5 — Programas utilizados nas andlises de PCR

Primers Programas

95°C -3min
29 ciclos de 94°C — 1min., 48°C — 45s.,72°C — 45s.
72°C — 5min.

Fluoroglucinol

94°C — 2min.
30 ciclos de 94°C —1min., 57°C — 1 min.,
72°C — 1min.

Pirrolnitrina

94°C - 2min.

30 ciclos de 94°C —1min., 57°C — 1 min.,
Pioluteorina 72°C — 1min.

94°C - 2min.
25 ciclos de 94°C — 1min., 56°C — 45s., 72°C — 1min. 45s

Fenazina 72°C — 1min.

Os produtos de PCR foram observados apoOs eletroforese em géis de
agarose 0.8% usando tampdo 1XTBE com voltagem de 75V durante 2h. Os
géis foram corados com brometo de etidio 0,1% (solu¢éo estoque 10mg/ml) por

20min. e os produtos de PCR visualisados em luz UV.
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3.5.Extracdo de DNA gendmico para hibridizagdo do DNA

As estirpes escolhidas para hibridizac@o foram crescidas por 24h a 27/29°C. Apos

este periodo, 1,5ml da suspensdo bacteriana foram centrifugados por 1min. O

sobrenadante foi descartado e a extracdo do DNA foi processada de acordo com as

etapas descrita abaixo (Ausubel et al., 1995):

¢

¢

As células foram ressuspendidas em 565 ul de TE tampéao

Foram adicionados 30ul de SDS 10% e 5ul de proteinase K (20 mg/ml) e
incubados por 1h.

Foram adicionados 100ul de 5M NacCl

80ul de solucdo de CTAB 10% foram misturados e o material incubado por 15min.
a 65°C.

Volume equivalente (cerca de 700ul) de cloroférmio/isoamilico (24:1) foi adicionado
e misturado invertendo por 2-3 min.

A suspenséao foi centrifugada por 4-5 min. e a fase aquosa transferida para um
microtubo novo.

Volume equivalente foi adicionado de fenol: cloroférmio: isoamilico (25:24:1),
misturado por 4-5 min. e, novamente, centrifugado por 4 min.

A fase superior foi transferida para um microtubo novo e 0.6 volumes de
isopropanol foram adicionados e misturados levemente.

A suspensao foi centrifugada por 10 min. O sobrenadante foi descartado.

O “pellet” foi lavado com 200ul de etanol (70%) por duas vezes.

Ap6s a secagem, o “pellet” foi ressuspendido em 100ul de agua de HPLC.

3.6. Deteccao de genes da sintese de fenazina por “Southern Blot”

> Preparacédo da sonda

Para a producdo da sonda de fenazina foi processada a reacdo de PCR

descrita no topico 3.5, utilizando a estirpe 2-79. ApOs a reacdo de PCR, a

banda especifica foi extraida do gel e purificada. Foi utilizado o sistema

BrightStar™ Psoralen-Biotin (Ambion, catalogo#1480) para a marcacado da

sonda.
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o> Etapas da hibridizac&o
Antes da digestdo do DNA para a analise de “Southern Blot”, foi feito
espectrograma (260 e 280nm) do DNA, diluido dez vezes, para checagem da
concentracdo e pureza.
Para a digestao, foi utilizada a reacao da tabela 6 (volume total de 30yl).
Tabela 6 — Reac¢do de digestéo para hibridizacdo.de DNA

Volume Volume Volume Volume Volume Volume
de DNA de Pstl de EcoRl detampdo de RNAse de agua

P. fluorescens 2-79 10 1 1 2 1 15
P. fluorescens Q2-87 10 1 1 2 1 15
Pseudomonas spp. 20 1 1 2 1 5

O gel foi cortado de maneira a excluir areas onde ndo havia DNA e o
marcador de peso molecular (1kb). A membrana tipo Hybond positivamente
carregada foi cortada do mesmo tamanho. Foram cortados pedacos de papel
3M, sendo que dois foram maiores, principalmente, no comprimento, o
suficiente para ficarem imersos nos 200ml da solugéo de NaOH 0,4M.

A solucdo de NaOH foi colocada num recipiente e sobre este um vidro.
Sobre o vidro, foi colocado o papel 3M, previamente embebido em &agua
destilada, e sobre este o0 gel. A membrana, previamente embebida em agua, foi
colocada sobre o gel. As bolhas de ar foram retiradas e os papéis 3M,
embebidos em &agua, sobrepostos. Foi colocado papel tipo parafiime nas
laterais do gel e sobre este, um maco de papel-toalha, um vidro, e um peso
para manter o contato. Este aparato foi deixado em repouso por um periodo
minimo de 16h. Apds este periodo, a membrana Hybond foi removida e rinsada
rapidamente em 200ml de 2x SSC (apéndice). A membrana foi posta sobre
uma folha seca e limpa de papel de filtro (com a parte do DNA para cima) e
exposta por 2min ao UV(254nm). A membrana foi seca ao ar (Manniatis et al.,
1982).

A solucéo de pré-hibridizagao (4x SSC; 4x Solugao de Denhardt’s;1%
SDS - apéndice) foi feita de acordo com a relagéo 2ml de solugdo por 10cm? de
area de membrana. Esta foi colocada, no cilindro do forno de hibridizacéo e

aguecida a 55°C. A solucao de esperma de salméo (300ug/ml) foi fervida por
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5min. e adicionada rapidamente a solugdo de pré-hibridizacdo. A membrana foi
colocada no forno de hibridizagao por 4h.

ApdOs o periodo de 4h foi processada a hibridizagdo. A solucdo de
hibridizacdo (4x SSC; 4x Sol. de Denhardt’s;1% SDS - apéndice), foi feita de
acordo com a relacdo 1ml de solucdo para 10cm? de area de membrana. A
solucéo de hibridizag&o foi aquecida por 10 min. (em forno de hibridizacéo). A
solucéo de esperma de salméao (300ug/ml) foi fervida por 5min. e foi adicionada
15ul da sonda. Esta mistura foi adicionada a solucédo de hibridizacdo que foi
deixada em forno de hibridizacdo a temperatura de 55°C, por periodo minimo
de 16h.

Apos este periodo, a membrana foi lavada de acordo com a seguinte
sequéncia (no préprio forno de hibridizacéo):

e 2x SSC e 0,1% SDS (temperatura ambiente - 25°C) - duas vezes por 10min.
e 0,2x SSC e 0,1% SDS (temperatura ambiente) - duas vezes por 10min.

e 0,2x SSC e 0,1% SDS (58°C) - duas vezes por 15min.

e 0,1x SSC e 0,1% SDS (58°C) - uma vez por 15min.

A membrana foi rinsada rapidamente em 2x SSC, antes de proceder a
detecéo.

Para a detecdo foi utilizado o kit BrightStar™ BioDetect™ (Ambion,
catadlogo#1930). A membrana foi lavada, sob agitacdo, na seguinte sequéncia:

e Duas vezes por 5min. em 1x “Wash Buffer”

e Duas vezes por 5min. em “Blocking Buffer” (0,5ml/cm?)

e Uma vez por 30min. em “Blocking Buffer” (1ml/cm?)

e Uma vez por 30min. em “Conjugate Solution” (preparada previamente)

e Uma vez por 10min. em “Blocking Buffer” (0,5ml/cm?)

e Trés vezes. por 5min. em “Wash Buffer” (1ml/cm?);

e Duas vezes por 2min. em 1x “Assay Buffer”

A membrana foi lavada por 5min. em CDP-Star™ (protegida por um papel
preto, pois o CDP-Star™ ¢ sensivel a luz). As solugdes citadas sdo fornecidas
no kit pelo fabricante.

Sob luz amarela, a membrana foi exposta ao filme na caixa de revelagéao
por 20 min. Apés este periodo, o filme foi removido da caixa e foi posto em

solucéo reveladora, até que as bandas ficassem nitidas. O filme foi rinsado em
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dgua destilada e colocado em solucdo fixadora, até que ficasse claro.
Novamente, foi rinsado em agua destilada. Fora da camara escura, o filme foi

lavado em agua destilada e deixado para secar.

3.7.Caracterizacao genotipica através da técnica de BOX-PCR

As colonias das estirpes de Pseudomonas, previamente crescidas em
placas em KING B por 24h a 27-29°C, foram diluidas em 200ul de agua
destilada estéril e lisadas a -80°C por 30min. Vinte microlitros da mistura de
amplificacdo contendo 5 x tampédo Gitschier, 2mM de cada um dos dNTPs
(dATP, dCTP, dGTP and dTTP) (Perkin-Elmer), “Bovine Serum Albumin” (BSA)
- 14mg/ml; Dimetil Sulfoxido (DMSO), 99%; 25pmol de cada “primer”, 2 U de
polymerase Amplitag DNA e pequena quantidade de células de uma cultura

com menos de um dia. O “primer” utilizado foi listado na tabela 7.

Tabela 7 — “Primers” utilizados nas analises de BOX-PCR.

Primer Sequéncia Referéncia
BOX A1R 5’-CTACggCAAggCgACgCTgACg-3' | Versalovic et al., 1994

As amplificagdes foram executados em um termociclador “Perkin Elmer

thermal cycler”. O programa utilizado foi listado na tabela 8.

Tabela 8 — Programa utilizado nas analises de BOX-PCR.

Programas
95°C — 5min.
30 ciclos de 94°C — 1min., 50°C — 1min.,65°C — 8min.
65°C — 16min.
4°C
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Os produtos de PCR foram observados apds eletroforese em géis de
agarose 1,5% usando tampéao 0,5XTBE com voltagem de 200V durante 6h em
camara fria (4°C). Os géis foram corados com brometo de etidio 0,1% (solucéo
estoque 10mg/ml) por 20min. e descorados em agua destilada por 20min., sob
agitacdo. Os produtos foram visualisados em luz UV e as imagens capturadas
por camara digital, impressas e estocadas em computador como arquivo tipo
“TIFF”. Estas imagens foram analisadas pelo programa de computador
GelCompar (Applied Maths, Bélgica). O método de analise comparativa
utilizado foi “Unweighted pair-group method using arithmetic averages”
(UPGMA)
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3.8.Caracterizacao genotipica através da técnica de ERIC-PCR

Foram extraidos os DNAs de 13 estirpes de Pseudomonas fluorescentes
oriundas de Cerrado. Vinte microlitros da mistura de amplificagéo, contendo 5 x
tampéo de Gitschier (apéndice), 2mM de cada um dos dNTPs (dATP, dCTP,
dGTP and dTTP) (Perkin-Elmer), BSA (Bovine Serum Albumine) - 14mg/ml;
DMSO (99%); 25pmol de cada “primer”, 2 U de polymerase Amplitag DNA e

50ul de DNA extraido. Os “primers” utilizados foram listados na tabela 9.

Tabela 9 — “Primers” utilizados nas analises de ERIC-PCR.

Primers Sequéncia Referéncia
ERIC 1R 5'-ATgTAAgCTCCTggggATTCAC-3' Versalovic et al., 1991
ERIC 2 5'-AAgTAAgTgACTggggTgAgCg-3' Versalovic et al., 1991

As amplificacdes foram executados em um “Perkin Elmer thermal

cycler”. O programa utilizado foi listado na tabela 10:

Tabela 10 — Programa utilizado nas analises de ERIC-PCR.

Programa

95°C — 5min.
30 ciclos de 94°C — 1min., 50°C — 1min.,65°C — 8min.
65°C — 16min.
4°C

Os produtos de PCR foram observados apos eletroforese em géis de
agarose 1,5% usando tampéao 0,5XTBE com voltagem de 200V durante 6h em
camara fria (4°C). Os géis foram corados com brometo de etidio 0,1% (solucéo
estoque 10mg/ml) por 20min. e descorados em agua destilada por 20min., sob
agitacdo. Os produtos foram visualisados em luz UV, as imagens capturadas
por camara digital, impressas e estocadas em computador como arquivo tipo
“TIFF”. Estas imagens foram analisadas pelo programa de computador

GelCompar (Applied Maths, Beélgica). O método de analise comparativa
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utilizado foi “Unweighted pair-group method using arithmetic averages”
(UPGMA).

3.9. Extracao de antibidtico para analise em HPLC (“High Performance

Liquid Chromatography”) (Thomashow et al., 1990; Bonsall et al., 1997)

As bactérias foram crescidas em 5ml de meio King B por 2 dias a 27°C.
ApoOs este periodo, 50ul do crescimento foram transferidos para 5ml de meio
King B por 4 dias a 27°C. Em seguida, a densidade otica foi medida (ODeoo) e
4ml do crescimento foram colocados em frascos de extragdo. Foram
adicionados 40ul de Acido trifluoroacético (TFA) 0,1% e 10ml de acetato de
etila. O material foi agitado em vortex e centrifugado por 10min. a 3/4 de
velocidade. A fase aquosa foi transferida para outro frasco de extracédo limpo.
Ao que ficou no primeiro frasco, novamente, foram adicionados 10ml de
acetato de etila e repetidos 0s passo anteriores.

Os frascos ficaram em camara de exaustdo por 12h., para secagem. Apos a
secagem, foram estocados em freezer a -20°C. Para ressuspender o material,
foi adicionado 1ml de Acetonitrila 35% e TFA 0,1%, agitado em vortex e
colocado em microtubos. O material foi centrifugado por 10 min. a 4°C. A fase
superior foi retirada, filtrada em membrana Millipore 0,2um e colocada em
frascos de HPLC. Os extratos foram submetidos a HPLC de fase reversa Cis
(Waters, Simetria Cis; material de empacotamento de particulas de 5um;3 a
150mm) com volume de injecdo de 30ul. O sistema “Waters HPLC Integrity
System” consistia de mdodulo de separagao Alliance 260, detector de fotodiodo
996 e detector de espectrometria de massa Thermobeam. O restante do

material foi transferido para outro microtubo e estocado a - 20°C.
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3.10. Caracterizacao fenotipica através do sistema BIOLOG™

Vinte estirpes que produziram fenazina foram crescidas em caldo de KING
B por 24h a 27-29°C. Estas foram diluidas de 1:100 e crescidas por =12hs —
16hs no mesmo meio. As células foram lavadas por duas vezes em solucao de
NaCl 0,9% estéril. As suspensdes bacterianas foram diluidas até a DOsoo
(Densidade Otica - 600nm) = 0.1, em solu¢do de NaCl 0,9%. Em seguida,
estas suspensdes foram diluidas de 1:100, por cinco vezes em NaCl 0,9%.

Foram utilizadas trés Microplacas (réplicas) de BIOLOG SF-N™ (BIOLOG
Inc, Hayward, Calif.) para cada uma das estirpes. Em cada uma das placas,
foram colocados 95 ul de agua estérii em cada poco da placa e 5ul da
suspensao. As microplacas foram incubadas a 27°C e a verificacdo do

crescimento foi feita por leitura da DOeoo, apds o periodo 4 dias.

3.11. Sequenciamento do fragmento dos genes para sintese de
fenazina

Foram utizadas duas estirpes, das quais foram amplificados os fragmentos
de genes da producao de fenazina amplificados por PCR. Os fragmentos foram
extraidos do gel de agarose 0,8% em TBE e purificados pelo Kit QIAEX I
(Quiagen, Santa Clarita, CA). Em seguida, foi processada a reac¢éo de ligacao
no vetor pPGEMTeasy (50ug/ul), na relagéo 1:3 ou 1:5. A reacao foi incubada
durante a noite a 16°C. ApGs este periodo, foi feita a transformacéo das células
de Escherichia coli IM109 com o produto da reagéo de ligagdo. O material foi
incubado no gelo por 15 a 30min., e em seguida foi aquecido a 42°C por 1min.
e 30s. Logo apés, foi incubado, mais uma vez, em gelo. Foi adicionado 1ml de
meio LB e a mistura foi incubada por 20 a 30min. a 37°C. Foram feitas duas
placas de meio LB, contendo 100ug/ml de ampicilina, 23ug/ml de Xgal e 0,1mM
de IPTG. Cem microlitros do crescimento foram colocados em uma placa, o
restante do crescimento foi centrifugado, e parte do sobrenadante removido. O
“‘pellet” foi ressuspendido e colocado na segunda placa. Ambas as placas
foram incubadas a 37°C.

ApGs 24h, as coldnias brancas (recombinantes) foram transferidas para placas de

LB contendo 100ug/ml ampicilina e incubadas a 37°C.por 24h.
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A reacdo de PCR foi processada para cada uma das colbnias, para
constatar a presenca da insergcdo. Das colbnias positivas, foram isolados os
DNAs plasmidiais através do kit QIAEX Il (Quiagen, Santa Clarita, CA) que
foram digeridos pela enzima de restricdo EcoRI. Apds a extracdo e purificacédo
do fragmento, foi possivel proceder ao programa de PCR para
sequenciamento.

Dez microlitros da mistura de amplificagéo, contendo 5 a 10ug do DNA,
3,2pM de primer M13, 4ul de “TagDyeDeoxy terminator” e agua para HPLC
foram colocados em termociclador Perkin Elmer, para proceder ao programa de

sequenciamento listado na tabela 11:

Tabela 11 — Programa de PCR utilizado para o sequenciamento. .

Programa

96°C — (pré-aguecimento).
25 ciclos de 96°C — 30seg., 50°C — 15seg., 60°C — 4min.
4°C

Em seguida, foi utilizado o kit QUIAQuick nucleotide Removal (Quiagen,
Santa Clarita, CA) para remogao de excesso de “TagDyeDeoxy terminator”.

O sequenciamento foi processado em sequenciador Perkin-Elmer. Uma
pesquisa na base de dados por sequéncias de nucleotideos semelhantes foi
feita através do servidor BLAST do “National Center for Biotechnology
Information”. Os alinhamentos gendmicos foram obtidos pelo programa GCG
GAP (“gap weight =4”).
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4. RESULTADOS

4.1.Isolamento e Pré-avaliacdo de Pseudomonas para Controle

Bioldgico

Foram isoladas aproximadamente 600 estirpes das sete ciclagens
(quatro plantios feitos com a amostra de solo 9 e trés com a amostra de solo 4).
Observou-se que os plantios sucessivos teve efeito bastante significativo, sobre
a comunidade de Pseudomonas Fluorescentes, pois 0 numero de estirpes

isoladas foi incrementado ao longo dos sucessivos plantios (Fig.4).

120+ D primeiro plantio

B segundo plantio

8

O terceiro plantio
O guarto ciclo

de solo rlzosférlco

Numero de estirpes de
Pseudomonas flusrscentes x 16/g

Amostra de solo 9

Fig.4 — Efeito dos Plantios Sucessivos sobre a comunidade de Pseudomonas Fluorescentes

(amostra de sol09)

O efeito dos plantios sucessivos, também, foi observado na
comunidade de estirpes com genes para sintese de fenazinas (Fig.5).
Este efeito € mais evidente quando se compara o primeiro e o segundo
plantios quando a populacdo aumenta cerca de cinco vezes (Tabela 12).
Nos demais plantios, ha o incremento da comunidade a niveis mais
baixos. Entre o segundo e terceiro plantio, a comunidade aumentou
cerca de 47% e entre o terceiro e quarto plantio houve aumento de cerca
de 32%.
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Fig.5 — Efeito dos Plantios Sucessivos sobre a comunidade de Pseudomonas Fluorescentes

phz+ (amostra de solo 9)

Tabela 12 - Frequéncia de estirpes com genes para sintese de fenazina ao longo dos plantios

sucessivos (amostra de solo 9)

Plantios
Primeiro Segundo Terceiro Quarto
Total de estirpes isoladas 19 89 81 159
Total de estirpes phz* 3 17 22 30

A gquantificacdo de bactérias heterotréficas sugeriu, também, o efeito dos

plantios sucessivos sobre as comunidades microbianas.

Tab. 13- Efeito dos plantios sucessivos na comunidade de bactérias heterotréficas da amostra

9
Plantios
Primeiro Segundo Terceiro Quarto
UFC'/g de solo 2,2x108 7,6x10° ND** ND

rizosférico

*Unidade Formadora de Colbnias

**Nao determinado
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Na pré-avaliagdo da inibicdo ao F. solani in vitro, considerou-se a
capacidade da estirpe inibir mais de 50% do crescimento do fungo
(Thomashow & Weller, 1988) (metade da distancia entre o crescimento do
fungo e da estirpe) (Fig.6). Das 600 estirpes obtidas, 147 foram selecionadas
(apéndice), ou seja, cerca de 25% do total isolado apresentou capacidade de

inibicdo ao desenvolvimento fangico.

Fig.6 — Pré- avaliagdo da inibicao do F.solani in vitro

4.2.Deteccdo de genes de producéo de antibidticos

Cada uma das 147 estirpes selecionadas pela pré-avaliagdo in vitro foi
testada para detectar os genes da producdo dos antibidticos fluoroglucionol,
fenazina, pioluteorina e pirrolnitrina. As quatro reacdes de PCR demonstraram
elevado numero de estirpes que possuiam reacao positiva para 0os genes da
sintese de fenazina. Na fig.7 € mostrada a deteccdo destes genes para
algumas das estirpes selecionadas. Oitenta e dois das 147 estirpes inibitorias
ao F. solani apresentaram reagdo positiva para phz, representando
aproximadamente 55% da colegdo (Tab.14). Estas estirpes, apds a reacéo de
amplificacdo apresentaram fragmento de 1,4kb, o mesmo tamanho do
fragmento da estirpe de P. fluorescens 2-79, utilizada como padréo (Fig.7). As

reacoes de PCR foram repetidas, em média, duas vezes para ratificacdo dos
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resultados obtidos. Os “primers” utilizados sao especificos e permitem a
deteccdo de varias estirpes produtoras de fenazina, que podem diferir
estruturalmente do PCA (Raaijmakers et al., 1997)

Tabela 14 —Detecc¢éo de genes para producgédo de antibidticos por PCR

N® da Total de estirpes por antibiéticos™ Total de Total de %
amostra estirpes ? estirpes
de solo Phl Phz Plt Prn positivas®
69 110 72 62
4 0 13 0 0 37 13 35

1 Total de estirpes com reagéo positiva aos antibiéticos testados
2Total de estirpes inibitérias ao F. solani in vitro

STotal de estirpes com reacéo positiva a fenazina

-
S O Nt vt - Nt s et

Fig.7 - Detecgédo de genes da sintese de fenazina

(padréo:P. fluorescens estirpe 2-79 tamanho do fragmento:1,4kb)

Os genes de fluoroglucinol foram detectados apenas em trés estirpes,
totalizando cerca de 2% das estirpes pré-selecionadas. A estirpe utilizada como
padao foi a Q2-87, cujo tamanho de fragmento era 745bp.

Os genes de pioluteorina e pirrolnitrina ndo foram detectados. As

reagOes para deteccdo dos genes destes antibidticos foram repetidas trés
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vezes, pois os “primers” apresentam certa inespecificidade, e por este motivo
estdo sendo aprimorados (Thomashow, comunicacao pessoal). Na fig. 8, pode-
se observar as falhas que os “primers” tém causado nas reagbes, mesmo para
0s padrdes (pioluteorina - P. fluorescens estirpes pf-5 e CHAO: 773bp;
pirrolnitrina -:P. fluorescens estirpes pf-5 e CHAO: 719bp). Nas fig. 8a e 8b, foi
observado que n&o houve repetitividade das reacdes para estes padrdes. A
inespecificidade dos “primers” pode, ainda, ser notada pelas bandas geradas

em algumas estirpes.

Fig.8- Deteccao de genes: a) pioluteolira (  >padrdes: -:P. fluorescens estirpes pf-5 e CHAO—-
tamanho do fragmento: 773bp; b)mirrolnitrina ( padrées: -:P. fluorescens estirpes pf-5 e
CHAO- tamanho do fragmento: 719bp)

4.3.Hibridizacdo para deteccédo de genes de fenazina
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Com o numero elevado de resultados positivos nas andlises de PCR
para genes de producdo de fenazina, foi necessario confirma-los através da
hibridizacdo do DNA. Foram extraidos os DNAs de seis estirpes. Todas as
estirpes testadas apresentaram homologia com a sonda, que representava o
fragmento de 1,4kb. indicando a presenca do referido gene em seus genomas,
sendo, entdo, estirpes de possiveis produtoras de PCA (Fig.9).

N&o houve produto de PCR amplificado do DNA da estirpe Q2-87, assim

como nao foi observada hibridizac&o da referida estirpe com a sonda.

Fig.9 — Hibridizacdo do DNA para deteccéo de genes da sintese de fenazina

4.4.Analise dos compostos excretados atraves da técnica HPLC

Para constatar se as estirpes que apresentaram o0 gene da fenazina,

eram capazes de expressa-lo, foram analisados por HPLC os metabdlitos
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excretados in vitro por 6 estirpes selecionadas (Tabela 15). Os compostos
produzidos pelas estirpes apresentavam tempos de retencdo na coluna de
HPLC e espectros de U.V. semelhante ao do composto acido monocarboxilico
fenazina (tempo de retengdo 16,14min.; espectro com picos 249nm e 370nm -
fig.10a). Os tempos de retencdo ficaram em torno de 16.12 a 16.24min
(fig.10b), e os espectros eram basicamente 0 mesmo do PCA. A expresséo do
gene pode ser constatada, também, pelo aparecimento em placas de meio
King B, de pigmento amarelo-esverdeado que pode ser observado no
crescimento das estirpes.

As estirpes produziram uma média de 2,5ug/ul de PCA em meio KB. Os
resultados obtidos estdo apresentados na tabela 16. Cinquenta porcento
produziram em torno de 3ug/ul. A estirpe UN443 produziu cerca de 82% a mais
de antibiético que a média das estirpes. A UN4124 produziu quantidade bem
inferior as demais, sugerindo que a expressdo génica foi praticamente
impedida. Uma série de fatores podem ter impedido a expressdo do gene,

como o meio de cultivo, ou condi¢cdes de crescimento.

Tabela 15 - Deteccdo de genes da producao fenazina por PCR e producdo de PCA por

HPLC
Estirpes PCR HPLC
UN4103 + +
UN439 + +
UN4116 + +
UN443 T 5
UN4122 + +
UN4118 + +
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Fig.10 — Espectros obtidos na analise em HPLC: a) Espectro de U.V. de &acido
monocarboxilico fenazina (PCA); b) Analise por HPLC do composto excretado pela estirpe de

Pseudomonas fluorescente UN4118

Tabela 16 — Quantidade de PCA produzida in vitro
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Estirpes de Pseudomonas fluorescentes

Concentacédo de PCA (pg/pl)

UN4103
UN4121
UN439
UN4122
UN4118
UN443
UN4124
UN4116

3,84
3,00
3,12
1,32
2,04
4,56
0,06
3,36
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4.5.Caracterizacdo genotipica das estirpes de Pseudomonas

O perfil genotipico das 82 estirpes produtoras de fenazina (phz+) foi
tracado, inicialmente, pela técnica de BOX-PCR. O perfil eletroforético de onze
das estirpes isoladas estid apresentada na fig.11. Utiliza-se nesta técnica, o
DNA obtido diretamente pela lise de células, o que facilita 0 uso para analise de
namero significativo de individuos de uma comunidade, como a comunidade de
estudo. E a mais indicada, pois produz perfis genotipicos definidos e constroe
um padrdo de bandas altamente complexo (Rademakers & De Bruijn, 1997).
Observou-se que grande parte da comunidade apresentava semelhanca
genotipica maior que 70% com a estirpe de referéncia P. fluorescens 2-79. Isto
indica pertecerem a esta mesma espécie.

Trés padrdoes de amplificagdo foram constatados (fig 12a, 12b e 12c).
Basicamente, os padrfes se assemelham aos da estirpe 2-79. Entretanto, a
analise mais detalhada, permite distinguir diferencas nos perfis, 0 que sugere a
existéncia de trés grupos. O primeiro grupo apresentou 72% de similaridade
com a estirpe 2-79. O segundo e o terceiro grupos tiveram 70% de similaridade
com a estirpe utilizada como padrdao, havendo diferencas nos padrbes de

bandas obtidos nas estirpes pertencentes aos dois agrupamentos.
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Fig. 11— Caracterizacé@o genotipica das estirpes de Cerrado por BOX-PCR (marcador de peso
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Fig.12a- Dendrograma de agrupamento gendmico de estirpes produtoras de fenazina obtido
por BOX-PCR (Grupo |)
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Fig. 12b — Dendrograma de agrupamento gendmico de estirpes produtoras de fenazina
obtido por BOX-PCR (Grupo II)
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Fig.12c — Dendrograma de agrupamento gendmico de estirpes produtoras de fenazina
obtido por BOX-PCR (Grupo 1)
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Duas estirpes apresentaram padrdo distinto (similaridade menor que
60%).

Para confirmacdo dos resultados obtidos por BOX-PCR, efetuou-se a
analise por ERIC-PCR, onde foram utilizados 13 estirpes. Esta analise ratificou
os resultados obtidos. O grau de similaridade entre as estirpes e a 2-79 foi
maior que 90% (Fig. 13).

Observou-se, também, que pelas analises havia grande quantidade de
estirpes com o0 mesmo padrao genotipico, 0 que poderia significar a existéncia
de clones. Das estirpes testadas, apenas UN110 ndo apresentou semelhanca
com nenhum dos padrdes utilizados. Entretanto, observou-se que em meio de

cultivo produziu o pigmento caracteristico de PCA.
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Fig. 13 — Dendrograma de agrupamento genémico de estirpes produtoras de fenazina obtido
por ERIC-PCR
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4.6.Caracterizacado fenotipica das estirpes de Pseudomonas

Através da analise da assimilagdo de carbono das vinte estirpes
testadas, foi possivel observar que a grande maioria destas apresentava perfil
de assimilacdo semelhantes (fig.14a). Este perfil é semelhante ao de P.
fluorescens. Entretanto, foram observadas algumas diferencas nos perfis de
UN110 e UQ122. Enquanto, as estirpes apresentavam homologia de ~97%,
UQ122 mostrou padréo de utilizagdo de fontes de carbono relativamente
distinto em relagdo aos demais (#89%), e o padrdo de UN110 foi
significativamente diferente das estirpes testadas (similaridade <.79%). As
estirpes foram capazes de metabolizar 63 das 95 fontes de C contidas nas
placas de BIOLOG™. Compostos, como D-galactose, a-D-glicose, L-prolina e
D-trealose, foram os mais utilizados por todas as estirpes (Densidade Otica
>0.850). Além das 63 fontes comuns a todos, as estirpes UQ122 e UN110
foram capazes de assimilar outras fontes de C. O UQ122 assimilou, também,
dextrina, timidina, L-rhamnose e acido glicil-L- aspartico. J& o UN110, utilizou
melibiose, &cido acético, o-ciclodextrina, p-metil D-glicosideo, dextrina,
glicogénio, gentiobiose, N-acetil-D-galactosamina, sucrose, o-D-lactose, 2,3 —
butanediol, lactulose, turanose, maltose, celobiose e mono-metil-succinato.

A estirpe UQ122 se mostrou significativamente distinta, quando,
analisada com estirpes da amostra quatro (UQ) e amostra nove (UN)
conjuntamente, assim como, quando foram analisadas apenas os UQ. A
similaridade na assimilacéo de C entre estas estirpes foi maior que 96%, e a do
UQ122 foi menor que 89% (Fig.14b). Resultados semelhantes foram
observados no perfil da estirpe UN110, quando analisada apenas com as
estirpes UN. As estirpes apresentaram semelhanca em torno de 97%,

enquanto, a similaridade de UN110 era menor que 79% (Fig.14c).
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Fig.14a — Dendrograma de agrupamento fenotipico de estirpes produtoras de fenazina obtido
pelo sistema BIOLOG™
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Fig. 14c — Dendrograma de agrupamento fenotipico de estirpes produtoras de fenazina da

amostra de solo 9 obtido pelo sistema BIOLOG™

4.7.Sequenciamento do fragmento genémico para sintese de PCA

Os fragmentos dos genes relativos a producéo de PCA obtido por PCR de
estirpes UN411 e UN4124 foram sequenciados. Através do alinhamento dos
fragmentos da estirpe UN411, observou-se que o fragmento possuiam 96% de
identidade com o da estirpe 2-79 (Fig.15). Isto indica que trata-se do mesmo gene

para producao do antibidtico.
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Alignment

Score = 675 bits (351), Expect = 0.0Identities = 386/400 (96%),

Positives = 386/400 (96%), Gaps = 3/400 (0%)

UN411: 1 ggcgacatgttcaacggtccgcgacgctgtccteggeccatecggcagecatgatgegecaacg 60

CEErerrrr rrerrrert ettt et
FETTEETEErr e
2-79 : 3253 ggcgacatggtcaacggtc-—
gcgacgctgtcctcggccatcgccagcatgatgegcaacg 3311

UN411: 61
cttggtacgaggctatcgcgeccgecccaggacatcatgcaacacctgggatggaaggaace 120

FErrerrrerrrrrrrerrrerrrerrrrrrrerr et ettt e
2=-79 : 3312
cttggtacgaggctatcgcgccgecccaggacatcatgcaacacctgggatggaaggaacc 3371

UN411: 121
gtccggccaggagcagctcaccggcteccecctgectggaccagtcacgagatgetggtget 180

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
2=-79 : 3372

gtccggccaggagcagctcaccggcteccececctgectggaccagtcacgagatgetggtget 3431

UN411: 181
cgactacgaactgccgcaagtacgccgggacgaacagggccgcacatttectecggttectac 240

Crrrrrrrrrrrrererererererrrrrrrr et e et ettt e
2-79 : 3432
cgactacgaactgccgcaagtacgccgggacgaacagggccgcacatttcectecggttcectac 3491

UN411: 241

ccactggccgtggantggcgagcgtaccecgtcagttgacgggecgctcacgnagegetget 300
Lrrrrerrererrr rererrerrrrrrrrr et et et

LI

2=-79 : 3492

ccactggccgtggattggcgagecgtaccecgtcagttgacgggegetcacgtagegetget 3551

UN411l: 301 caccgaagngctcaacccggtggcctgcaaggtcgg-
ccggatatcaccccaggatcant 359

CEotrrrr rerrrrrrrr et et ererererer et rrrrrrr et e
|
2-79 : 3552 cagcgaagtgctcaacccggtggcctgcaaggtcggecccggatatca—
cccaggatcagt 3610

UN411l: 360 tnctgagcctgtgcgagcgccecnggaccccangcgcecgnace 399

Forrrrrrrrrrrrr et e et rerrrrrr e e
2-79 : 3611 tactgagcctgtgcgagcgcctggaccccaggcgcgaacc 3650

Fig. 15 — Alinhamento gendmico do fragmento de PCA (400bp)
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5. Discusséo
5.1. Isolamento de Pseudomonas e deteccédo de genes para

producao de antibioticos

O sistema utilizado para isolamento de Pseudomonas da rizosfera de
soja em solos potencialmente supressivos a “Podriddo Vermelha da Raiz’,
causada por F. solani, mostrou-se eficaz na obtencdo de bons niveis
populacionais de PGPR. Esta comunidade é nitidamente influenciada pelo
efeito rizosférico. Este resultado concorda com a observacao feita por Weller &
Cook (1983). Estes sugeriram que o declinio da “Podriddao do Pé” da raiz de
trigo ocorria devido ao estabelecimento gradual do antagonismo por
Pseudomonas em raizes e restos culturais infectados. O monocultivo de trigo
estabelecido na regido estudada indicou a ocorréncia deste fendmeno.
Raaijmakers et al. (1997), utilizando sistema semelhante, também, observaram
aumento significativo nas populacbes das estirpes de Pseudomonas
fluorescens testadas, indicando ser este procedimento Util na obtencdo de
Promotoras de Crescimento Vegetal, e de potenciais Agentes para o Controle
Bioldgico.

Nos testes de pré-avaliacdo in vitro, de todas as estirpes
(aproximadamente 600), 25% delas foram capazes de inibir o fungo
fitopatogénico F. solani, isolado do mesmo local, indicando seus potenciais
como Agentes de Controle Biolégico. Os resultados mostraram alta frequéncia
de genes da sintese de fenazina (85 estirpes apresentaram reacao positiva).
Esta frequéncia do gene foi acima do esperado, pois, até o presente, ndo ha na
literatura relatos de frequéncia tdo alta deste gene em comunidades nativas de
Pseudomonas fluorescentes. Este fato evidenciou a necessidade de
confirmacgéo através de outra técnica tdo confiavel quanto a analise efetuada
via PCR. Por este motivo, foi utilizada a Hibridizacdo do DNA de algumas
estirpes capazes de produzir fenazina. Esta técnica ratificou os resultados de
PCR. Provalvemente, o sistema de ciclagem para formacéo da cole¢ao induziu
0o aumento da comunidade na rizosfera, indicando que ja havia uma
comunidade de phz* estabelecida no solo (fig.2). O sistema de plantios

sucessivos estimula a comunidade de PGPR e/ou ACB. Este fato foi observado
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em solos continuamente cultivados com trigo, € que eram Supressivos a
“Podridao do pé”, na regiao noroeste dos E.U.A (Weller & Cook, 1983; Weller,
1988; Thomashow & Weller, 1988; Weller & Thomashow, 1993). Notou-se que
nestes solos havia grande comunidade de Pseudomonas, da qual parte
significativa sintetizava antiboticos, como fenazinas e fluoroglucinol. Os
antibiéticos PCA e Phl sdo os mais importantes no Controle Biolégico de
fitopatbgenos de solo produzidos por Pseudomonas do grupo fluorescentes
(Thomashow & Weller, 1995). A disponibilidade de genes biossintéticos de
PCA e Phl clonados e sequenciados permitiu desenvolver “primers” especificos
e sondas para detectar Pseudomonas spp. que produzem estes antibioticos
(Raaijmakers et al., 1997). Os “primers” Phl2a e Phl2b foram desenvolvidos de
sequéncias de phlD responsavel pela sintese do precursor do 2,4-
diacetilfluoroglucinol (Phl), o monoacetilfluoroglucinol (MAPG) (Thomashow &
Weller.,1995). Estes “primers” amplificaram fragmento de 745 bp do DNA de
Q2-87 e de grande quantidade de estirpes produtoras de fluoroglucinol de
varias partes do mundo (Keel et al., 1996). Estes resultados demonstram que
phID é bastante conservado entre as bactérias que produzem Phl.

Os “Primers” PCA2a e PCA3b foram desenvolvidos a partir de
sequéncias de genes biossintéticos de fenazina phzC e phzD da estirpe de P.
fluorescens 2-79. Os “primers” amplificaram o fragmento de 1400bp do DNA da
estirpe de 2-79 e permitiram a deteccdo de varias estirpes que produzem PCA,
assim como, outras fenazinas que diferem estruturalmente do PCA. Estes
resultados indicam que phzC e phzD s&o conservados entre estirpes de P.
fluorescens, P. aureofaciens e P. chlororaphis (Weller et al., 1997).

Além da importancia para o Controle Biolégico, a producdo de
antibioticos pelas Pseudomonas tem, também, funcédo na sobrevivéncia destes
microrganismos. Mazzola et al.(1992) observaram que a producédo de fenazinas
contribui para a sobrevivéncia da estirpe 2-79 de P. fluorescens e da estirpe
30-84 de P. aureofaciens pelo aumento na habilidade de competir com a
microflora nativa. Observaram, também, que a producéo de fenazina parece
ser menos critica para a sobrevivéncia das bactérias introduzidas quando as
raizes de trigo estdo infectadas com G. graminis var. tritici que quando sadias.

Os genes de pioluteorina e pirrolitrina ndo foram detectados entre as

estirpes. Os “primers” para detecgado dos genes de pioluteorina e pirrolnitrinas
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apresentaram inespecificidade. Varios ensaios para deteccdo destes genes
foram realizados, para certificar a auséncia destes. As condi¢cdes para
funcionamento das reacoes, estdo em fase de aperfeicoamento pela equipe
dos laboratorios WSU/USDA/ Root Disease and Biological Control Research
Unit.
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5.2.Analise de compostos excretados in vitro através da técnica de
HPLC

A estirpe de P. fluorescens 2-79 produz, em meio Batata Dextrose, um
composto amarelo esverdeado. O composto foi caracterizado por
espectroscopias de UV e massa e ressonancia magnética, como sendo um
dimero de acido carboxilico fenazina, um antibiotico (Gurusiddaiah et al., 1996).
Os aspectos estruturais e propriedades espectrais do antibiético isolado da 2-
79 sdo similares aos do antibiotico tubermicina B (Acido monocarboxilico
fenazina), isolado de P. aeruginosa, apesar de apresentarem varias
propriedades quimicas e biolégicas diferentes. O antibidtico apresentou
excelente atividade contra alguns fungos, incluindo Fusarium sp.

As estirpes testadas produziram o mesmo antibiético da estirpe 2-79,
como observado por HPLC. As analises de espectros e 0s tempos de retencao
sdo semelhantes. Entre as estirpes testadas, foi observada variacdo na
concentracdo do composto excretado. A média de concentracdo ficou em torno
de 2,5ug/ul. Esta concentracdo €, em média, 200 vezes maior que 0s valores
encontrados nas avaliagbes da capacidade da estirpe 2-79 para inibir o
crescimento de alguns fungos e bactérias in vitro (Gurusiddaiah et al., 1996). O
antibiético produzido apresentou excelente atividade contra varios fungos,
como Fusarium sp., Rhizoctonia solani e Pythium sp., e uma atividade
moderada contra algumas bactérias, como Bacillus subtilis e Erwinia
amylovora.

A estirpe UN4124 praticamente n&o produziu PCA, ou seja, ndo houve
expressdo do gene. A regulacdo da biossintese de fenazina é feita por dois
genes adicionais denominados phzR e phzl. Estes se localizam acima do
grupo de genes phzABCDEFG (Mavrodi et al., 1998). Os phzR e phzl séo
membros da familia de genes Iluxl/luxR responsaveis pelo controle da
bioluminescéncia em Vibrio fischeri, através do sistema regulatério envolvendo
a N-acil-homoserina lactona (N-acil-HSL) (Fuqua et al., 1994). Dois operons
adjacentes controlam a bioluminescéncia. Um operon codifica o ativador
transcripcional LuxR e, o segundo consiste do gene luxl (N-acil-HSL sintase) e
seis genes estruturais (luxCDABEG). luxA e luxB codificam as subunidades da

enzima luciferase que é responsavel pela producéo da luz. Lux | € responsavel
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pela sintese de N-3-oxohexanoil-L-homoserina lactona (OHHL), provavelmente
produzida por precursores celulares S-adenil-metionina e proteina carreadoras
de acil-acil (More et al., 1996). OHHL é livremente difundido através da
membrana celular. Apés suficiente OHHL ter sido acumulado intracelularmente,
este interage com LuxR resultando na ativacdo do operon lux. A ativacdo do
operon lux por LuxR e OHHL aumenta a expresséao de luxl produzindo aumento
exponencial de bioluminescéncia. A regulacdo mediada N-acil-HSL foi
originalmente denominada “autoinducdo” e mais recentemente “quorum-
sensing” (Fuqua et al., 1994).

Comparando-se o sistema regulatorio da fenazina ao luxl/luxR, dois
genes estdo distintamente envolvidos na regulacdo de operon biossintético de
fenazina. PhzR codifica um ativador transcricional semelhante ao LuxR,
enquanto phzl codifica uma N-acil-HSL sintase similar ao Luxl. Phzl é
responsavel pela producéo de hexanoil-L-homoserina lactona (HHL). Quando a
HHL se acumula a uma determinada concentracdo, provavelmente interage
com PhzR, permitindo que este se ligue as sequéncias especificas, presente
nas regides biossintéticas de phz e promotoras de phzl. A ligacdo ativa a
expressao de genes biossintéticos de phz e, também, aumenta a expressao de
phzl.

Estudos recentes demonstraram que o autoindutor sintetisado na
direcdo de phzl, é produzido na rizosfera pela bactéria em concentracdes
adequadas para ativar a transcricao dos genes da biossintese de fenazina nas
células vizinhas. Estes resultados sdo particularmente importantes, pois
demonstram que a expressao de genes relevantes para o controle biolégico &
influenciada pela comunidade bacteriana na rizosfera (Loper et al., 1997;
Pierson Il et al., 1997). Desta maneira, a comunidade regula a concentracao
do antibidtico a niveis que garantam sua sobrevivéncia naquele habitat.

Durante as pré avaliacdes para a escolha do meio mais apropriado para
a extracdo do antibittico para analise, foi observado que a adi¢cdo de glicose
aumentou em dez vezes a producdo do antibidtico, indicando que este
composto estimula sua sintese. Isto sugere a possivel utilizacao de fonte de C
nas formulacdes de inoculantes para Agentes do Controle Biologico que

possuam o mecanismo de antibiose para inibicdo de doencas.
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Entretanto, a adicdo da glicose foi evitada para ndo superestimar a
capacidade da estirpe, pois 0 objetivo deste estudo era avaliar o real potencial
de producao de fenazinas. As quantidades produzidas foram suficientes para
inibir em 50% o crescimento do F. solani, o que foi observado durante a pré-
avaliacdo. Esta constatacao sugere que algumas estirpes apresentam potencial
para utilizacdo como Agentes do Controle Biolégico, necessitando de
avaliacdes in situ, preferencialmente, no campo.

Véarios modos de acdo das fenazinas sdo propostos, dentre eles estdo a
intercalacdo do DNA, inibicdo da sintese do RNA e, pela habilidade destes
compostos em tolerar reacdes de oxi-reducdo, a geracdo de perdxidos e
superéxidos citotoxicos ou a parada de processos metabdlicos associados a
membrana, como o transporte ativo (Pierson Ill & Thomashow, 1992). E o
mecanismo proposto para a piocianina (5-metil-1-hidroxifenazina) e,
provavelmente, do PCA. A piocianina inibe a respiragdo bacteriana e ativa o
transporte de solutos, o que sugere que o antibiético interage com a cadeia
respiratoria e interfere na habilidade da célula em produzir energia e em

processos metabdlicos, como o transporte ativo (Ownley et al., 1992).
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5.3.Caracterizagao genotipica de estirpes de Pseudomonas

O estudo da relacdo entre a rizosfera e a diversidade genética das
populacdes microbianas locais é necessario para avaliar o efeito da inoculacao
de microrganismos no equilibrio pré-existente das populagbes nativas. Na
pratica, os resultados destes estudos podem estimar o destino das estirpes
introduzidas e seus impactos nas comunidades patogénicas, quando se avalia
a producéao de antibioticos.

Muitas vezes, a caracterizagdo mais detalhada de estirpes pode ser
obtida utilizando-se um udnico “primer’. O “primer” para BOX-PCR é,
geralmente, recomendado, pois gera perfis genotipicos robustos e constroe um
padrdo de bandas altamente complexo (de Bruijn et al., 1996). Além disto, a
facilidade da técnica (ndo ha a necessidade de extracdo do DNA), permite
trabalhar com maior nimero de amostras. Estas duas caracteristicas da técnica
levaram a sua escolha para a analise genotipica de Pseudomonas phz*. As
analises mostraram que a maioria das estirpes possuia perfil genotipico
semelhante ao da estirpe de Pseudomonas fluorescens 2-79 (similaridade >
70%). A andlise de BOX-PCR permite agrupar a nivel de espécie/estirpe. Os
resultados obtidos indicam que as estirpes pertencem a espécie de P.
fluorescens. Este resultado sugere, mais uma vez, que o sistema de ciclagem
incrementou a comunidade de PGPR, especialmente Pseudomonas do grupo
fluorescentes. Estudos para classificacdo e identificacdo de 19 estirpes de
Xanthomonas spp. foram determinados utilizando rep-PCR. As estirpes foram
analisadas em duplicata. Os resultados mostraram que a similaridade nos
perfis de bandas das estirpes da mesma espécie foi superior a 70%. Foi
observado, também que mesmo estirpes extremamente correlatas podem ser
distinguidas pela metodologia de rep-PCR (de Bruijn et al., 1996).

Na avaliacdo dos perfis de bandas geradas pela andlise das estirpes,
foram notados trés padrdes diferentes, sendo, contudo, classificados como da
espécie P. fluorescens. Por este motivo, foram divididos em trés grupos,
sugerindo que estes grupos foram os mais adaptados a rizosfera de soja
cultivada sob solo de cerrado. Di Giovanni et al. (1999) observaram, utilizando
ERIC-PCR, diferencas nas comunidades das rizosferas de alfafas analisadas,

sendo estas especificas para cada uma, e que eram compostas de poucos
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tipos de bactérias. Estes sugeriram, também, que a especificidade na utilizacao
de fontes Carbono, observada nos teste de BIOLOG™, seria um fator
importante na selecédo destes organismos. Os exsudatos das raizes selecionam
as bactérias capazes de assimilar os compostos excretados.

Entretanto, os poucos perfis encontrados na rizosfera da soja nao
indicam, necessariamente, que haja baixa diversidade bacteriana no local, pois
analisou-se uma comunidade selecionada pela propria rizosfera e, também,
pelo tratamento utilizado para incrementar a comunidade de PGPR na rizosfera
(ciclagem).

Vérias repeticbes para andlise por BOX-PCR foram processadas.
Algumas estirpes apresentaram diferentes perfis, sugerindo que o “primer”’ n&o
foi capaz de agrupa-los, provavelmente, por inespecificidade. Esta
inespecificidade pode ter sido causada por alguns fatores, como presenca de
contaminantes na preparacdo do DNA. A técnica de BOX-PCR utiliza o DNA de
células rompidas, o que aumentaria a probabilidade de interferéncia de
contaminantes na reagdo de polimerizacao.

Para uma analise mais detalhada, foi utilizada a técnica de ERIC-PCR.
Esta técnica utiliza o DNA bacteriano purificado. Os “primers” para ERIC sao
mais sensiveis, e, também, geram padrdes altamente discriminatérios. Assim
como REP-PCR e BOX-PCR, o ERIC-PCR permite agrupar as estirpes a nivel
de espécie/estirpe. A similaridade entre os trés grupos formados, assim como,
a grande similaridade entre as estirpes dentro de cada grupo sugeriram a
analise por ERIC-PCR (de Bruijn et al.,, 1996). Todas as estirpes testadas,
exceto a UN110 e UN436, apresentaram similaridade com a estirpe 2-79 maior
gue 90%, sugerindo estreito agrupamento a nivel de subespécie/estirpe e,
mesmo, a ocorréncia de alguns clones, devido ao sistema de ciclagem utilizado
para formacao da colecao de culturas. Foram utilizados representantes de cada
um dos grupos obtidos por BOX-PCR. A estirpe UN436 pode ser classificada a
nivel de espécie/estirpe, apresentando perfil genotipico relativamente distinto.
A estirpe UN110 apresentou-se bem distinta da estirpe de P. fluorescens 2-79
(menor que 20%), aproximando-se mais da estirpe de P. aureofaciens 30-84
(44%), também produtora de fenazinas. Este resultado indica que a referida

estirpe ndo pode ser classificada como pertencente as espécies P. fluorescens
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e P. aureofaciens, pois para isto deveria apresentar indice de similaridade
maior que 70%.

Os resultados, também, ratificam a necessidade de utilizacdo de mais de
uma técnica de analise de acidos nucléicos quando se classifica uma
comunidade microbiana, pois cada técnica tem vantagens e desvantagens,
com relacdo a facilidadede de aplicacdo, reproducibilidade, necessidade de
equipamentos e nivel de resolucdo. A combinacao de técnicas permite agrupar
melhor os individuos tanto a nivel de género/espécie, quanto a nivel de
espécie/estirpe. Esta combinacdo permitiu comparacdes entre géneros, quando
perfis genotipicos obtidos por rep-PCR e por ARDRA de estirpes endémicas de
Bradyrhizobium que nodulam leguminosas das Ilhas Canarias foram avaliados ,
concomitantemente, com os resultados obtidos pelas analises de 16S rDNA
PCR/RFLP (Vinuesa-Fleischmann et al., 1998).

De Bruijn et al. (1996) compararam os resultados obtidos das anélises
de perfis genotipicos obtidos por rep-PCR com aqueles obtidos por outras
técnicas comumente utilizadas para identificacdo de estirpes ou para avaliacdo
da diversidade da comunidades bacterianas. Observaram que rep-PCR €
comparével aos protocolos baseados na serologia, RFLP, MLEE e
caracteristicas bioguimicas. Estudos sobre a diversidade genética de X. oryzae
pv. oryzae mostraram que o0s dendogramas derivados de rep-PCR
corespondiam exatamente aos dados obtidos por RFLP. Isto indicou que os
padrbes de perfis genotipicos obtidos por rep-PCR refletem a organizacdo de
cromossoma bacteriano e a utilidade da técnica para estudos de diversidade
microbiana e classificacdo/identificacdo de grupos bacterianos intimamente

relacionados.

5.4.Caracterizacao fenotipica de estirpes de Pseudomonas

A analise de utilizacdo de carbono em placas de BIOLOG™ mostrou que
a maioria das estirpes testadas apresentou, basicamente, o mesmo perfil de
assimilacao de fontes de C, com excecao das estirpes UN110 e UQ122. Este
perfil corresponde ao de P. fluorescens. Foram capazes de assimilar 63 das 95
fontes de C, ou seja, 66% das fontes testadas. Isto sugere significativa

capacidade adaptativa, devido a versatilidade metabdlica da estirpes. Esta
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versatilidade €é uma caracteristica marcante de bactérias do género
Pseudomonas, sendo, poristo, encontradas nos mais variados habitat, como
solos, plantas, aguas, sedimentos (Lynch, 1990)

O perfil metabdlico da estirpe UN110 foi significativamente distinto das
demais estirpes testadas. Foi observado que este foi capaz de assimilar grande
parte das fontes de C utilizadas para identificacdo nas placas BIOLOG™: 78
das 95 fontes de C, cerca de 82% das fontes testadas. Este fato ratifica o que
foi observado na caracterizacdo genotipica discutida acima. A estirpe
apresentou baixa homologia com as estirpes de P. fluorescens 2-79 e de P.
aeruginosa 30-84. Sua identificacdo depende de avaliacbes metabdlicas e
genéticas mais detalhadas. Entretanto, quando é feita a identificacdo de
Pseudomonas fluorescentes, é necessario saber que a diversidade nutricional
das espécies faz com que sejam subagrupadas em biotipos, dos quais ja
surgiram novas espécies (Palleroni, 1984). Os biotipos D e E de P. fluorecens
foram classificados como espécies P. chlororaphis e P. aureofaciens,
respectivamente.

A versatilidade metabdlica da estirpe é maior quando se compara com 0s

demais estirpes testadas. Esta caracteristica é importante, para um ACB, pois

este deve ser capaz de colonizar diferentes rizosferas, utilizando diferentes

fontes de C contidas nos exsudatos radiculares.

Com relacéo a estirpe UQ122, a diferenca na utilizacdo de C, pode ser
devido a adaptacdo ao ambiente do qual foi isolada. E comum que estirpes da
mesma espécie apresentem vias metabdlicas diferentes como forma de
adaptacdo ao ambiente. Reconhecidamente, os exsudatos de raizes e lisados
de diferentes plantas hospedeiras podem influenciar, a curto prazo, na
estrutura das populacdes de rizobactérias (Ross et al, 2000). A longo prazo,
entretanto, a influéncia dos diferentes compostos de C derivados da raiz pode
influenciar as caracteristica genotipicas de cada espécie. Outra explicacdo para
esta observacdo, é que diferentes exsudatos radiculares de distintos vegetais
exercem pressdo seletiva na rizosfera, favorecendo estirpes com vias
especificas de utilizacdo de carbono que sdo capazes de assimilar amplo
espectro de exsudatos e lisados (Ross et al.,2000).

A utilizacéo da diversidade de fendtipos existentes na rizosfera € importante

para melhorar a performance de Agentes do Controle Biologico (ACB).
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Baseado neste fato alguns autores tém estudado a combinagdo de ACB nas
formulac¢des de inoculantes. Pierson & Weller (1994) testaram a combinacéo de
estirpes de Pseudomonas spp. fluorescentes. Observaram que num ensaio de
campo desenvolvido em campos de trigo nos E.U.A, a mistura de quatro
estirpes foi a que aumentou significativamente a produgdo do trigo em
comparacao ao tratamento controle, enquanto cada estirpe individualmente n&o
produziu efeito significante. Maior diversidade de fendtipos associada as
combina¢cBes de inoculantes de ACB resulta numa comunidade diversa e
potencialmente mais estavel que é capaz de colonizar melhor a raiz e/ou
sobreviver as mudancas fisicas, quimicas e biolégicas que ocorrem na

rizosfera ao longo do desenvolvimento da planta (Weller & Thomashow, 1994).



86

5.5.Sequenciamento gendmico do fragmento para sintese de PCA

Os fragmentos extraidos das estirpes foram sequenciados e
apresentaram alta homologia (>96%) com o fragmento encontrado em 2-79
responsavel pela sintese de PCA. Isto reforca a hipotese que os genes phz sao
conservados entre as estirpes de P. fluorescens, P. aureofaciens e P.
chlororaphis (Weller et al., 1997). O mesmo ocorre com a regido biossintética
de fluoroglucinol (Phl). Esta regido mostrou ser altamente conservada entre
estirpes de colecbes provenientes de varias partes do mundo, porque uma
regido do DNA cromossomial da estirpe Q2-87, codifica sequéncias do DNA
das quais fazem parte a sintese de Phl (Keel et al., 1996; Bangera &
Thomashow, 1997; Bonsall et al., 1997).

Os primeiros estudos sugeriram que 0S genes para a sintese de
antibiéticos poderiam estar espalhados no genoma, porém analises mais
aprofundadas, mostraram que loci biossintéticos eram grandes e
funcionalmente completos (Thomashow & Weller, 1995). Thomashow & Weller
(1988) observaram que a complementacdo de mutantes com sequéncias
homologas clonadas da biblioteca genbmica da estirpe de 2-79 de P.
fluorescens restaurou a sintese de fenazina, a inibicdo do fungo in vitro e o
controle da “Podriddao do Pé” em trigo. Pierson Il & Thomashow (1992)
estudaram o locus de fenazina da estirpe 30-84 de P. aureofaciens. Obervaram
que culturas de Eschericha coli que continham um fragmento EcoRI de 9,2kb
da estirpe 30-84 produziam PCA, 2-OH-PCA e 2- hidroxifenazina. Esta
observacédo sugeriu que as sequéncias clonadas codificam um locus estrutural
para uma grande parte da via biossintética da fenazina. A mutagénese e
analise de delecdo identificaram um segmento de aproximadamente 2,8kb que
foi essencial para a producédo das trés fenazinas, do qual 0,9kb foi necessario
especificamente para a sintese de hidroxifenazina na estirpe 30-84 e em E.
coli.

Mavrodi et al. (1998) analisaram a organizacao e funcdo do locus para
biossintese de &cido monocarboxilico fenazina da estirpe 2-79 de P.
fluorescens. Observaram, também, dois novos genes do locus homodlogo da
estirpe 30-84 de P. aureofaciens (atualmente P. chlororaphis). Este genes

foram descritos, assim como a estrutura e funcdo dos grupos de genes
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biossintéticos das duas estirpes foram comparadas. Os resultados sugeriram
que o mecanismo de sintese de fenazina é bastante conservado entre as
espécies de Pseudomonas fluorescentes. A alta homologia dos fragmentos
gendmicos extraidos das estirpes testadas com a estirpe 2-79 ratifica o
observado pelos autores.

O produto do gene phzC apresenta alto grau de similaridade com a
DAHP sintase de plantas que catalizam o primeiro passo ha via do chiquimato.
Em bactérias, isoenzimas DAHP sintase sdo reguladas por transcricdo, ou
mesmo, através da inibicdo retroativa por aminodcidos ou caminhos
intermediarios e, portanto, representam um ponto de regulacdo do fluxo de
carbono na via do chiquimato. Todas as DAHP sintases foram agrupadas em
duas classes baseada na similaridade na sequéncias das proteinas. A proteina
codificada por phzC (PhzC) da estirpe 2-79 de P. fluorescens € uma tipica
enzima do tipo Il. Quando expressa na fase mais tardia do crescimento, PhzC
pode funcionar como desvio de carbonos na via do chiquimato, fornecendo
altos niveis de acido corismico, necessarios para a sintese de PCA (Mavrodi et
al., 1998).

Os produtos dos genes phzD e phzE agem para modificar o corismato
antes da reacdo de condensacdo, resultando na formacdo do nucleo de
fenazina. O produto de phzD apresenta alto grau de similaridade com 2,3-
dihidro-2,3-dihidroxibenzoato sintases (isocorismatases) bacterianas. A
presenca de isocorismatase analoga no locus phz ocasiona a modificacdo do
precursor imediato do nucleo de fenazina. De acordo com estas observacgodes,
0s autores concluiram que diferentes espécies de Pseudomonas fluorescentes
devem possuir uma via comum que confere a habilidade de sintetisar o nucleo
de fenazina.

Apesar do interesse mundial no uso de PGPRs como sistema para
liberacdo de produtos de genes importantes para protecdao vegetal e, mesmo
sendo o Controle Biolégico considerado a melhor alternativa ao uso de
pesticidas, existem preocupacoes referentes aos possiveis efeitos adversos da
introducdo de grandes populagcbes de Agentes do Controle Biolégico nos
agroecossistemas. A preocupacdo é maior quando os agentes ndo sao nativos
ou sdo geneticamente modificados. Entretanto, genes de importancia para o

controle biolégico, especialmente os que resultam na producdo de antibiéticos,
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amplamente distribuidos entre Pseudomonas associadas as raizes de plantas

em solos de diferentes continentes podem minimizar as preocupacdes sobre a

liberacdo de agentes nao nativos ou, mesmo, transgénicos (Keel et al., 1996).

6. Conclusodes

O sistema de ciclagem ou plantio continuo foi bastante eficaz na formacgéao e
selecdo de colecdo de culturas de Pseudomonas fluorescentes, por
incrementar esta comunidade com acdo de promotoras de crescimento

vegetal.

Cerca de 25% das estirpes inibiram o crescimento do Fusarium solani in
vitro, sugerindo capacidade de utilizacdo destas estirpes como Agentes do

Controle Bioldgico.

Pouco mais de 50% das estirpes selecionadas in vitro apresentaram o0s
genes da sintese de fenazina, indicando que a comunidade de produtores
de antibi6ticos no local € abundante.

As estirpes de P. fluorescens produziram acido monocarboxilico fenazina
(PCA) in vitro.

O perfil genotipico e fenotipico das estirpes produtoras de fenazina, de
maneira geral, agrupa-se a nivel de género/espécie com a estirpe de P.

fluorescens 2-79, portanto correspondendo ao biotipo da referida espécie.

De modo geral, as estirpes testadas apresentaram perfil de assimilagéo de
fontes de C semelhante entre si. Foram capazes de assimilar 63 das 95
fontes de C, indicando significativo potencial de adaptacdo e versatilidade
metabdlica.



89

v O sequenciamento genémico dos fragmentos de genes da sintese de
fenazina das estirpes mostrou alta identidade entre os genes contidos
nestas e na estirpe de P. fluorescens 2-79, capaz de sintetisar PCA.

Do exposto, conclui-se que a comunidade de Pseudomonas estabelecida
na rizosfera de soja, cultivada em solo de Cerrado, foi capaz de produzir
antibioticos, especialmente PCA. Esta comunidade era genética e
fenotipicamente semelhante a estirpe de P. fluorescens 2-79, oriunda de
campos de cultivo de trigo do noroeste dos Estados Unidos da América. Esta
similaridade sugere que os genes phzC e phzD sao conservados.

Foi observado, também, que as estirpes apresentavam significativo
potencial para utilizacdo como Agente do Controle Bioldgico, necessitando de
experimentos in situ, especialmente em campo de producdo de soja para

comprovar sua aplicabilidade na agricultura.
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Triptona

Extrato de levedura
NacCl

Agar

Peptona

K2HPO4 ou KH2PO4
MgS0Oa4.7H20
Glicerol

Agar
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Apéndice

1. Meios
1.1.Meio Lurian Bertani (LB) (g/100ml)

1%

0,5%
0,5%
1,7%

1.2.Meio King B (1000ml)
20g
1,5gou 1,2g
1,59
10ml
179

2. Tampoes

2.1.Para eletroforese

Solucéo estoque de tampao TBE — Tris-Borato-EDTA(5x)

54,09g Tris Base

27,59 Acido borico

3,729 Na2EDTA.2H20

Ajustar para 1l de 4gua destilada

2.2.Pararep- PCR

» Solucéo estoque de tampdao de Gitschier (5x — V=200ml)

16,6ml 1M (NH4)2SO4

67ml 1M Tris-HCI (pH 8,8)

6,7ml 1M MgClz

1,3ml de um diluicdo de 1:100 de 0,5M EDTA (pH 8,8)

2,08ml de estoque de B-mercapto-etanol 14,4M

Ajustar o volume para 200ml com agua destilada e estocar a -20°C.
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3. Solucbes

3.1.de hibridizagéo
3.1.1. Solucao estoque SSC (20x)

175,3g NaCl
88,29 Nas citrato.2H20
Ajustar o pH para 7,0 com 1M HCI, e completar para 1l com agua destilada

3.1.2. Solugao estoque de Denhart’s (100x)

10g Ficol

10g Polivinilpirrolidona
10g BSA

500ml de agua destilada

3.1.3. Solucéo de 10% SDS
100g/I Larilsulfato de sodio



