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Diversidade de Pseudomonas
fluorescentes em diferentes sistemas de
manejo do solo e rotacdo de culturas

RESUMO

O objetivo neste trabalho foi avaliar o efeito do sistema de manejo do solo (plantio direto e plantio
convencional) e da rotacdo de culturas na diversidade de Pseudomonas fluorescentes isoladas de
rizoplano e no solo das entrelinhas de trigo, com base nas caracteristicas morfoldgicas e genotipicas
destas bactérias. Na analise morfolégica, a maioria dos isolados obtidos de rizoplano apresentou
caracteristicas de P. fluorescens, enquanto naqueles obtidos de solo foram observadas caracteristicas
de P. putida. A andlise de correspondéncia, realizada com os dados morfolégicos, comprovou que 0s
isolados de solo sdo mais semelhantes aos da mata que os de rizoplano. A populacéo de Pseudomo-
nas do rizoplano é muito homogénea e néo sofreu efeito do sistema de manejo do solo nem da
rotacdo de culturas. Por outro lado, a populacdo do solo das entrelinhas formou dois grupos, um
para o plantio direto e outro para o convencional. A analise por ARDRA (Amplified Ribosomal DNA
Restriction Analysis) resultou em trés grupos genotipicos, com predominancia dos isolados obtidos
de rizoplano, com caracteristicas morfolégicas de P. fluorescens. Esses dados indicam a existéncia de
um processo de selecdo da comunidade bacteriana, controlado pela planta, que apresenta em seu
rizoplano uma prevaléncia Pseudomonas com caracteristicas morfol6gicas de P. fluorescens.

Palavras-chave: analise multivariada, caracteristicas morfolégicas, marcador molecular

Fluorescent Pseudomonas diversity in different
soil management and crop rotation systems

ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the effects of different soil management (no-tillage and conven-
tional system) and crop rotation systems on the diversity of fluorescent Pseudomonas obtained from the
rhizoplane and soil samples of wheat interlines, assessed by morphological and genotypic data. Morpho-
logical data analysis indicates that the majority of the isolates from the rhizoplane show characteristics of
P. fluorescens, while the isolates from the soil have characteristics of P. putida. The correspondence analy-
sis based on morphological data showed that the soil isolates are more similar to the ones of a forest area
than the ones of the rhizoplane. Pseudomonas population from the rhizoplane is very homogeneous,
without any effect of both management system and crop rotation. On the other hand, population from the
interline soil samples formed two groups, one for the no-tillage system and another for the conventional
system. ARDRA analysis showed three genotypic groups, dominated by the isolates obtained from the
rhizoplane, with morphological characteristics of P. fluorescens. These data indicate a selection process
on the bacterial community controlled by the plant, where the presence of fluorescent Pseudomonas with
morphological characteristics of P. fluorescens in the wheat rhizoplane is prevalent.

Key words: molecular marker, morphological characteristics, multivariate analysis
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INTRODUCAO

O modelo de exploracao agricola preconizado pela Revo-
lucdo Verde, ainda hoje em uso, tem contribuido para gran-
des perdas de recursos naturais, como a fertilidade do solo, a
capacidade de armazenamento de agua e a biodiversidade. O
uso de préticas agricolas menos agressivas ao meio ambien-
te, como o sistema de plantio direto (PD), proporciona me-
Ihoria em algumas propriedades do solo, resultando em maior
sustentabilidade do agroecosistema (Malhi & Lemke, 2007).

Por mais que a agricultura moderna tenha avancado na
utilizacao de técnicas e insumos variados, € importante nao
perder de vista que a melhoria da produtividade das culturas
depende, também, da manutencéo da qualidade do solo. Por-
tanto, garantir a viabilidade da comunidade bidtica do solo é
essencial para garantir a manutencdo da qualidade.

O uso de microrganismos em bioprodutos possibilita man-
ter a qualidade do solo, mas exige a identificacdo e caracteri-
zacdo destes microrganismos. A partir da década de 90, o
desenvolvimento de métodos moleculares possibilitou a iden-
tificacdo de um numero cada vez maior de microrganismos
(Widmer et al., 1998), o que tem contribuido para o0 avanco da
caracterizacdo da diversidade de microrganismos presentes no
solo e em outros substratos (Silva et al., 2003; Jones & Thi-
es, 2007; Miletto et al., 2007; Zhang et al., 2007), principal-
mente pelo uso de métodos baseados em extragdo direta de
DNA do solo, que permitem reduzir erros relacionados ao
acesso e a caracterizagdo de microrganismos ndo-cultivaveis
(Robe et al., 2003).

Entre os grupos de bactérias do solo, as espécies do gé-
nero Pseudomonas destacam-se por sua grande versatilida-
de nutricional e pela habilidade de crescer em ampla varieda-
de de ambientes e substratos. Sdo reconhecidas como
Pseudomonas (stricto sensu) apenas as espécies que se agru-
pam com P. aeruginosa e P. fluorescens no grupo I de homo-
logia DNA-rRNA (Palleroni et al., 1973) e na subclasse g das
Proteobactérias (Woese, 1987), com pelo menos 30 espécies
validadas.

Com base nas caracteristicas fenotipicas, as espécies
do género Pseudomonas do grupo | DNA-rRNA séo divi-
didas em dois grupos distintos, segundo suas proprieda-
des de produzir pigmentos fluorescentes (pioverdinas) ou
de acumular nas células inclusdes de poli-a-hidroxibuti-
rato (ndo-fluorescentes) (Kimura & Ribeiro, 1994). No
entanto, muitas ddvidas ainda permanecem quanto a ta-
xonomia desse género. Em estudos recentes, o rearranjo
nomenclatural acarretou a criagcdo de muitos novos agru-
pamentos génicos a partir de espécies anteriormente clas-
sificadas como Pseudomonas, como os Géneros Comamo-
nas (Tamaoka et al., 1987), Acidovorax (Willems et al.,
1990), Brevundimonas (Segers et al., 1994) e Burkholde-
ria (Yabuuchi et al., 1992).

Embora algumas espécies de Pseudomonas apresentem
fitopatogenicidade, muitos membros desse grupo, como as
espécies P. fluorescens e P. putida, tém sido relacionados a
efeitos benéficos observados em plantas (Ji et al., 2006), o
que as caracteriza como promissoras rizobactérias promoto-
ras de crescimento de plantas (RPCP).

As rizobactérias promotoras de crescimento de plantas
(RPCP) usam diferentes mecanismos para supressdo de pato-
genos de plantas e promogdo de crescimento vegetal, como
a competi¢do por nutrientes por meio da producéo de sidero-
foros (Dobbelaere et al., 2003), antibiose (Jetiyanon & Kloe-
pper, 2002), sintese de hormonios vegetais como: auxinas
(Picard & Bosco, 2005), citocininas (Aslantas et al., 2007) e
giberelinas (Probanza et al., 2002) e fornecem nutrientes as
plantas, como o nitrogénio, pela fixacdo bioldgica de nitrogé-
nio (Dobbelaere et al., 2003).

Este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a di-
versidade morfoldgica e genotipica de Pseudomonas fluores-
centes do solo e associadas ao rizoplano de trigo, cultivado
sob plantio direto e convencional, em rotacédo de culturas.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no campo experimental da
Embrapa Trigo, em Passo Fundo, Rio Grande do Sul, em um
Latossolo Vermelho Distréfico (areia grossa: 10 g kg? de
solo; areia fina: 230 g kg de solo; silte: 130 g kg de solo;
argila: 630 g kg de solo; pH = 4,7; Al trocavel = 24,7 mmol,
dm3; Ca+Mg trocaveis = 74,0 mmol, dm3; matéria organica =
75 g kgl; P extraivel = 14,0 mg kg?; e K trocavel = 163 mg kg
). As coordenadas geogréaficas do campo experimental sdo:
28°12°56" S e 52°23’43" W e 684 metros de altitude. A &rea de
estudo apresenta declividade de 3 a 5%, boa drenagem e li-
geira erosdo laminar. O delineamento experimental usado foi
o de blocos ao acaso, com parcelas subdivididas e trés repe-
ticdes, de modo que as parcelas principais representavam 0s
sistemas de manejo de solo e as subparcelas, os sistemas de
rotagdo de culturas para o trigo. Cada parcela principal media
90 m x 4 m (360 m2) e cada subparcela 10 m x 4 m (40 m2).

A érea experimental é utilizada ha 20 anos com 0s mesmos
sistemas de manejo de solo e rotacdo de culturas. As rota-
¢Oes de culturas foram avaliadas em dois sistemas de manejo
do solo: sistema de plantio direto (PD) e sistema de plantio
convencional (PC). Como culturas principais de inverno e
verdo, utilizaram-se trigo (Triticum aestivum L.) e soja (Glyci-
ne max (L.) Merrill), respectivamente, e, como culturas secun-
dérias, ervilhaa (Vicia sativa L.), milho (Zea mays L.) e aveia-
branca (Avena sativa L.). Foram usados trés sistemas de
rotagdo: 1 - trigo/soja (T/S), 2 - trigo/soja/ervilhaca/milho
(T/SIE/M); e 3 - trigo/soja/ervilhaca/milho/aveia branca/
soja (T/S/E/M/AB/S), de modo que todas as possibilida-
des de rotacdo de culturas fossem executadas no periodo
de amostragem.

Aos 90 dias ap6s a emergéncia (DAE), foram coletadas
raizes de trigo, em um total de 6 plantas por parcela, e amos-
tras de solo, em seis pontos das entrelinhas de cultivo, na
profundidade de 0-10 cm. Amostragem simultanea de solo foi
feita em area de floresta secundaria (mata) préxima do ensaio.

Foram pesados 10 g de solo, que foram colocados em er-
lenmayer contendo 90 mL de solugdo de NaCl (0,85%). As
raizes de trigo foram cortadas e lavadas em solucéo de NaCl
(0,85%) e secas em papel-toalha autoclavado. Sequencialmen-
te, 1,0 g foi colocado em erlenmayer contendo 20mL de solu-
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¢do de NaCl (0,85%). As amostras de solo e raizes foram agi-
tadas em agitador horizontal (30 minutos, 200 RPM) e uma
aliquota de 100 mL foi transferida para microtubo contendo
900 mL de dgua destilada estéril (ADE) para diluicdo seriada
até 10°.

As diluicOes de 10 a 10 das amostras do rizoplano e do
solo foram inoculadas em placa de Petri contendo meio King
B adicionado de antibidticos: ciclohexamina — 100 ppm, ampi-
cilina — 50 ppm e clorafenicol - 12,5 ppm (King et al., 1954;
Geels & Schippers, 1983), espalhadas sobre a superficie do
meio de cultura com uma al¢a de Drigalski e incubadas (27°C;
48 horas). Ap6s 0 aparecimento das coldnias, aquelas que
diferiam na aparéncia foram selecionadas e transferidas para
uma nova placa contendo meio King B sem antibidtico e in-
cubadas (27°C; 48 horas).

Apos a incubagdo, os isolados foram caracterizados com
base nas caracteristicas morfologicas da colonia: tamanho
(puntiforme, 1-2 e >2mm), forma (circular ou irregular), borda
(lisa ou ondulada), cor (amarelo-forte, amarelo-esverdeada,
amarela e creme), transparéncia (opaca ou translucida), apa-
réncia (homogeénea e heterogénea) e elevacéo (plana, elevada
e muito elevada); do muco - quantidade (pouca, média e muita)
e elasticidade (pouca, média e muita); e da massa celular -
fluorescéncia, observacdo da presenca e da intensidade de
fluorescéncia, de modo que aqueles isolados que néo apre-
sentavam fluorescéncia eram descartados. Essas caracteristi-
cas morfoldgicas foram usadas para agrupar os isolados, ori-
ginando inicialmente 70 grupos morfologicos (GM) que
posteriormente foram reagrupados em 7 grandes grupos mor-
fologicos (GGM).

Com base nas caracteristicas morfolégicas dos isolados
agrupados nos 70 GM, foi realizada andlise de correspondén-
cia pelo programa ADE-4 NetMul (Thioulouse et al., 1997).

A caracterizacdo genotipica dos isolados foi realizada pela
andlise de restricdo do DNA ribossomal amplificado (Amplifi-
ed Ribosomal DNA Restriction Analysis - ARDRA), usando
como padrdes quatro espécies-tipo de Pseudomonas: P. puti-
da, estirpe PH6 (Fuhrmann & Wollum, 1989a,b), P. fluores-
cens, estirpe GN 1102 (Cattelan et al., 1999), P. aeruginoa,
estirpe EF-5 (Zago et al., 2000) e P. chlororaphis, estirpe GN
2118 (Cattelan et al., 1999).

A extracdo de DNA dos microrganismos foi realizada de
acordo com Ausubel et al. (1992). A reacdo de PCR do 16S
rDNA foi realizada em um volume final de 50 mL, contendo 1
L do DNA molde, solugio tampéo (10 mM), MgCl, (1,5 mM),
dNTPs (0,2 mM de cada), BSA (0,17 mg mL1), Tag DNA po-
limerase (0,7 U- Invitrogen) e os iniciadores Y1 e B3 (12,5 pMol
de cada) (Young et al., 1991). A amplificacdo do DNA consis-
tiu de um ciclo inicial (95°C; 2 minutos) seguido da técnica de
“touchdown” PCR, na qual foi usada a temperatura inicial de
anelamento (65°C), com diminuicdo de 1°C a cada ciclo até
atingir 58°C. Foram realizados, entéo, 30 ciclos (95°C; 1 minu-
to desnaturacéo, 58°C; 45 s- anelamento, 72°C; 2 minutos -
elongamemto) e um ciclo final (72°C; 5 minutos).

A partir dos produtos de amplificacdo do 16S rDNA, foi
feita a analise de ARDRA usando-se as endonucleases de
restricdo Cfo | e Hinf I (Laguerre et al., 1994). Os fragmentos
da restricdo foram submetidos a eletroforese (70 V; 3 h) em
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gel de agarose 3%, corados com brometo de etidio e visuali-
zados sob luz ultravioleta.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O cultivo das Pseudomonas em meio King B permitiu a
observacéo de col6nias morfologicamente distintas e indivi-
dualizadas, que foram transferidas para outras placas de Petri
contendo meio King B, totalizando 391 isolados.

No sistema de manejo do solo, o nimero de isolados ob-
tidos em plantio direto foi muito similar ao obtido em plantio
convencional, 51% e 49%, respectivamente. Entretanto, quan-
do considerado o compartimento, aproximadamente 67% das
bactérias foram isoladas de rizoplano, enquanto 33% foram
isolados de solo das entrelinhas, o que comprova o efeito do
rizoplano das plantas na selecdo de microrganismos do solo.
Segundo Yang & Crowley (2000), os exsudatos radiculares
influenciam seletivamente no crescimento de bactérias e fun-
gos que colonizam a rizosfera, pois alteram as propriedades
quimicas do solo nas regides proximas as raizes das plantas,
tornando este substrato seletivo ao crescimento desses mi-
crorganismos. Esses efeitos séo observados tanto entre plan-
tas de diferentes espécies (Rajanieme e Allison, 2008) quanto
entre cultivares da mesma espécie (Ferreira et al., 2008).

A fluorescéncia foi avaliada quanto a intensidade sob luz
ultravioleta e dividida em 3 niveis crescentes, N1, N2 e N3
(Figura 1). Além disso, foi observada a olho nu a ocorréncia
ou ndo de um halo de coloracéo esverdeada, no meio de cul-
tura em volta da massa celular. Em todos os casos em que se

Figura 1. Niveis de fluorescéncia dos isolados de Pseudomonas sob luz UV.
- N1; I-N2; ll- N3 e IV- N3. Os isolados Il E |V apresentaram 0 mesmo
nivel de fluorescéncia sob luz UV, entretanto no isolado IV observou-se a
olho nu a presenca de halo esverdeado em volta da col6nia

Figure 1. Fluorescence levels of Pseudomonas isolates under UV light. |- N1; II-
N2; 1ll- N3 and IV- N3. Isolates Il and |V show the same fluorescence level,
however, isolate IV shows at naked eye a green halo surrounding the colony
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verificou a presenga desse halo, as col6nias apresentavam
nivel 3 de fluorescéncia.

As caracteristicas morfoldgicas observadas com maior fre-
quéncia foram: pouca elasticidade (48,3%), cor amarela
(67,3%), tamanho da colénia >2 mm (50,9%), aparéncia da
colénia translicida (78%) e nivel 2 de fluorescéncia (60,9%).
Dos isolados de cor amarela, 34% apresentaram muco com
pouca elasticidade, caracteristica comum entre os isolados de
cor amarelo-forte e amarelo-esverdeada. A maioria dos isola-
dos de cor creme apresentou elasticidade média. Segundo
Zago et al. (2000), bactérias com esse tipo de elasticidade
pertencem a espécie P. fluorescens.

Nos isolados com tamanho de col6nia inferior a 2 mm,
foi comum a caracteristica de pouca elasticidade, enquan-
to naqueles com coldnias maiores que 2 mm 0 muco apre-
sentou elasticidade (Figura 2A) e fluorescéncia médias
(Figura 2B).

O nUmero de bactérias com pouca elasticidade do muco
foi praticamente 0 mesmo nas coldnias com tamanho >2 e de
1-2 mm (79 e 89 isolados, respectivamente). Entretanto, quan-
do o tamanho da col6nia foi puntiforme, o nimero de isola-
dos com pouca elasticidade do muco diminuiu para 21 isola-
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Figura 2. Distribui¢do dos isolados fluorescentes de Pseudomonas de acordo
com (A) tamanho das col6nias e elasticidade do muco e (B) nivel de
fluorescéncia e elasticidade do muco.

Figure 2. Distribution of fluorescent isolates of Pseudomonas according to (A)
colony size and mucous elasticity and (B) fluorescence level and mucous
elasticity.

dos. No grupo das bactérias com muco de elasticidade me-
dia, do total de 149 isolados, 100 formaram col6nias com ta-
manho >2 mm. O ndmero de isolados com muita elasticidade
ndo variou muito entre os tamanhos de col6nia. Portanto,
quando as coldnias isoladas apresentam tamanhos de 1-2 mm
e puntiforme, predominam bactérias com pouca elasticidade,
mas, quando o tamanho das colbnias é >2 mm, bactérias pro-
duzindo muco com elasticidade média aparecem em maior
numero (Figura 2A).

Apesar do baixo nimero de isolados com cor de coldnia
amarelo-forte e (n=7 isolados), nenhum destes isolados apre-
sentou nivel de fluorescéncia N3 (Figura 3A). Os isolados que
apresentaram cor da coldnia amarelo-esverdeada distribuiram-
se nos trés niveis de fluorescéncia, enquanto que predomi-
naram os isolados com nivel de fluorescéncia N2, nas cores
amarelo e creme (Figura 3A).

A
160 - Nivel de
Fluorescéncia
120
80

2 40
3
o
°
3 0
@
°
¢ B.
£ 260 -
B Transparéncia
Z
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Am. Forte Am/esv Amarelo Creme

Cor da colonia

Figura 3. Distribui¢do dos isolados fluorescentes de Pseudomonas de acordo
com (A) cor das coldnias e nivel de fluorescéncia e (B) cor das col6nias e
transparéncia.

Figure 3. Distribution of fluorescent isolates of Pseudomonas according to (A)
colony color and fluorescence level and (B) colony color and transparence

As colénias com aspecto transltcido predominaram em
todas as cores de colbnia relatadas, exceto a cor creme, uma
vez que todos os isolados dessa cor apresentaram aspecto
opaco e formaram um grupo caracteristico (Figura 3B). Além
disso, dos 305 isolados com coldnia de aparéncia translici-
da, 86% se agruparam na cor de col6nia amarela, enquanto
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94% dos isolados com col6nia de aparéncia opaca apresen-
taram cor creme.

As bactérias fluorescentes do género Pseudomonas sao
muito diversas e as tentativas de caracterizagdo dos isolados
por meio de caracteristicas morfolégicas das colénias nem
sempre apresentam bons resultados. Zago et al. (2000), no
entanto, demonstraram que a elasticidade do muco produzi-
do pelos isolados fluorescentes € uma caracteristica capaz de
discriminar, entre as espécies de P. putida e P. fluorescens,
quais as bactérias caracterizadas pelo sistema API 20 NE, como
P. putida, apresentam pouca elasticidade do muco, ou como
P. fluorescens, que apresentam média ou muita elasticidade.
Além disso, esses autores relacionaram a cor amarela como
predominante para P. fluorescens, creme para P. putida e
amarelo forte para P. aeruginosa, identificadas como pelo
método API 20 NE.

Na colecdo obtida, 77% dos isolados apresentaram cor
amarelo-tipica ou amarelo-esverdeada. O restante dos isola-
dos apresentaram col6nia com cor amarelo-forte (7 isolados)
ou creme (81 isolados).

Os dados relacionados a cor, tamanho, transparéncia, elas-
ticidade e nivel de fluorescéncia foram utilizados no agrupa-
mento dos isolados, resultando em 70 grupos morfoldgicos
(GM). Os 15 grupos morfolégicos mais abundantes engloba-
ram 53,7% dos isolados e, em um dos grupos, 24 isolados
apresentaram elasticidade média e col6nias de cor amarela,
caracteristicas morfoldgicas de P. fluorescens, de acordo com
Zago et al. (2000). Em seguida, os 70 grupos morfolégicos
(GM) foram reagrupados em 7 grandes grupos morfoldgicos
(GGM) (Tabela 1).

Aproximadamente 52% dos isolados foram agrupados
nos grandes grupos morfolégicos I, I1, I11 e 1V, enquanto
48% distribuiram-se nos grandes grupos morfoldgicos V,
VI e VII. Os isolados pertencentes aos grandes grupos
morfoldgicos I, 11, 111 e IV apresentaram média e muita elas-
ticidade do muco e das col6nias, em sua maioria, de cor
amarela. Os grandes grupos morfologicos V, VI e VII, no
entanto, apresentaram muco com pouca elasticidade e cor
de col6nia amarela ou creme (Tabela 1). Segundo Zago et
al. (2000), as caracteristicas dos isolados pertencentes aos
quatro primeiros grandes grupos morfologicos correspon-
dem as caracteristicas morfologicas de P. fluorescens, en-
quanto os isolados agrupados nos GGM V, VI e VII apre-
sentam caracteristicas morfoldgicas de P. putida.

Aproximadamente 60% desses isolados oriundos dos ri-
zoplanos se agruparam nos grupos morfoldgicos 1, 11, 11l e 1V,
ou seja, apresentaram caracteristicas morfoldgicas de P. fluo-
rescens. Por outro lado, cerca de 65% dos isolados oriundos
do solo das entrelinhas se agruparam nos grupos V, VI e VI,
com caracteristicas morfoldgicas de P. putida (Figura 4A).
Embora a literatura relate o efeito do tipo de manejo do solo
sobre a microbiota (Lupwayi et al., 2007), ndo foi possivel
observar diferencas entre plantio direto e plantio convencio-
nal nos GGM (Figura 4B).

A analise de correspondéncia realizada com os dados da
caracterizagdo morfoldgica comprovou separacédo bem defini-
da entre as comunidades bacterianas oriundas do rizoplano,
do solo das entrelinhas e de uma area de mata (Figura 5).
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Figura 4: Percentual de isolados fluorescentes de Pseudomonas obtidos de
(A) rizoplano (n=252) e solo das entrelinhas (n=139) e (B) de plantio direto

- PD (n=192) e plantio convencional - PC (n=187), em cada grande grupo
morfol4gico

Figure 4. Percentage of fluorescent isolates of Pseudomonas obtained from
(A) Rhizoplane (n=252) and interline soil (n=139) and (B) from no-tillage —
PD (n=192) and conventional tillage —PC (n=187) in each greatmorphological
group

O primeiro fator, que explica 16% da variancia (eixo de X),
separou as bactérias isoladas de solo das entrelinhas e solo
de mata daquelas isoladas de rizoplano. O segundo fator (eixo
de Y) explica 13% da variancia e mostra separacdo entre as
amostras de solo coletadas nas entrelinhas de trigo sob plan-
tido direto e plantio convencional, além de enfatizar a distan-
cia entre as amostras dos sistemas de manejo e de rotacdo de
culturas para a mata (Figura 5).

Os isolados de Pseudomonas sp. das amostras de solo das
entrelinhas sob sistema de plantio direto agruparam-se mais
proximos das amostras coletadas na &rea de mata que as
amostras obtidas do plantio convencional, sugerindo que no
plantio direto a comunidade microbiana sofre um impacto
menor que no plantio convencional, mantendo-se, portanto,
similar & comunidade encontrada na mata. O material isolado
de rizoplano formou um Unico grupo, independentemente do
tipo de manejo ou rotacdo utilizado, comprovando que a in-
teracdo entre a planta e a comunidade bacteriana associada
ao seu sistema radicular é muito estavel e ndo é afetada por
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Tabela 1. Caracteristicas morfoldgicas e percentuais de cada caracteristica usada para a formacéo dos grandes grupos morfol6gicos (GGM)

Table 1. Morphological characteristics and percentage of each characteristic used in the great morphological groups (GGM) assembling

Caracteristicas morfoldgicas

GGM —
EM Cor Presenca de halo NF Tamanho (mm) Transparéncia
26% N1 53% >2
0, 0, 3
Média T aorte 80% nao 26% N2 33% 12 100% translicida
' 48% N3 14% punt
0, 0,
- 72% amarela 79% ndo Zoh [T 72% translicida
I Média 28% creme 21% sim 58% N2 2212 28% opaca
40% N3 8% punt P
44% N1 67% >2
0,
l Muita 273(;; Zz)gle 100% ndo 56% N2 22% 1-2 100% transldcida
T 0% N3 11% punt
0, 0,
. 71% amarela 96% ndo L7%N1 clliia? 72% translicida
v Muita 29% creme 4% sim 70% N2 30% 1-2 28% opaca
13% N3 20% punt P
0, 0,
18% a.forte 75% ndo 33% N1 58% >2 87% transllcida
v Pouca 82% a.esv. 25% sim 2 2 13% opaca
25% N3 13% punt
~ 11% N1 36% >2 , .
0, 0,
Vi Pouca amarela 9;,/?;;;0 66% N2 53% 1-2 9 fo/torzzns;gglda
23% N3 11% punt P
6% N1 55% >2
VI pouca creme 100% néo 68% N2 35% 1-2 100% opaca
26% N3 10% punt

GGM - grande grupo morfolégico; EM - elasticidade do muco; NF - nivel de fluorescéncia; NI - nimero de isolados; a. forte - amarelo-forte; am/esv- amarelo-esverdeada; punt- puntiforme

fatores externos, como o tipo de manejo do solo e a rotagéo
de culturas. Neste caso, na zona de quimiotaxia, a liberagéo

20} 0 T
15 E
Lof E
PD
0.5t RE e : - 1
R3 : PD
3 =S S
PC PC
ol *RP PD PC “RP R1 Ry J
R3 *RP RP R1 PD
R2  R2
0.5f -
Lo} .
L5 . ; . .
153 0.5 0.5 1.0 L5

Figura 5. Andlise de correspondéncia realizada com base nas caracteristicas
morfoldgicas dos isolados fluorescentes de Pseudomonas sob plantio direto
(PD)e convencional (PC), isolados de rizoplano (RP) e de solo das entrelinhas
(S), nas rotagdes de culturas trigo/soja (R1), trigo/soja/ervilhaca/milho (R2)
e trigo/soja/ervilhaca/milho/aveia branca/soja (R3) e de solo de floresta
secundaria (mata)

Figure 5. Correspondence analysis performed according to the morphological
characteristics of the fluorescent isolates of Pseudomonas under no-tillage
(PD) and conventional system (PC), obtained from rhizoplane (RP) and
interline soil (S) with the crop rotations of wheat/soybean (R1), wheat/
soybean/vetch/maize (R2) and wheat/soybean/vetch/maize/oats/soybean
(R3) and of a secondary forest soil

de exsudatos radiculares e outros compostos resultantes da
atividade microbiana, parecem ser os fatores determinantes
da estrutura desta comunidade.

A partir dos isolados agrupados nos GGM, foram selecio-
nados aleatoriamente cerca de 10% do total de isolados de
cada grupo para a caracterizagdo genotipica, com exce¢do do
GGM Il representado por apenas nove isolados, pois nenhum
deles voltou a crescer no meio de cultivo. A amplificacdo do
gene 16S rRNA dos isolados representativos dos grupos
morfoldgicos e das espécies-tipo resultou em um produto com
cerca de 1,5 Kb (Figura 6A). Os produtos de PCR gerados
pelos primers Y1 e B3 foram digeridos com as enzimas de

A

1.358 pb

Figura 6. (A) Gel de agarose 1% dos produtos de amplifica¢do do 16S rDNA
das espécies-tipo. (B) Gel de agarose 3% dos fragmentos de restri¢do do
16S rDNA das espécies-tipo com as endonucleases de restricdo Cfo | (b1)
e Hinfl (b2). M- marcador 6-X174-RF DNA, Hae Il Digest; 1- P. putida;
2- P.fluorescens; 3- P. aeruginosa e 4- P. chlororaphis.

Figure 6. (A) 1% agarose gel of the amplified 16S rDNA of the type-species.
(B) 3% agarose gel of the 16S rDNA restriction fragments of the type-
species using the restriction endonucleases Cfo | (b1) and Hinf | (b2). M-
DNAmarker 8-X174-RF DNA, Hae Il Digest; 1- P. putida; 2- P. fluorescens;
3-P. aeruginosa e 4- P. chlororaphis

Rev. Bras. Ciénc. Agrér. Recife, v.4, n.2, p.140-148, 2009


http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

146 E. P. de B. Ferreiraet al.

GG 1

Elasticidade Cor Fluorescéncia PE
723-1513 pouca creme N3/sh P. putida
M1-2813 pouca creme N3/sh P. putida
723-2624 pouca amarela N2 P. putida
609-2RP3 muita amarela N1 P fluorescens
516-252 média creme N2 P. fluorescens
S06-2RP10 média a. esv. Nifsh P. fluorescens
.4{5]3_2}@12 pouca creme N2 P. putida
518-1RP17 meédia amarela N3¥ch P. fluorescens
M3-2541 pouca a esv. N3/ch P putida
b 5]2-1521 média creme N3/sh P fluorescens
714-1527 média amarela N2 P. fluorescens
714-1RP4 meédia amarela Ni/ich P fluorescens
609-2RP1§ pouca amarela N3/sh P putida

amarela Ni/kch P fuorescens

GG2

518-1RP3 média

702-1RP4 média amarela Ni/ch P fuorescens
702-1511  pouca P putida
516-1RP12 muita creme N2

P fuorescens

amarela N3/ch

GG 3 L

v T
13 0,35 0,57
Coeficiente Jaccard

518-2RP3 média amarela Ni/ich P fluorescens
T Pyt
L P fhorescens
703-1RP8 pouca amarela NI P putida
_‘—: 703-2RP8 média amarela N3/sh P fluorescens
| 702-1RP3  média amarela N3/ch P, fluorescens
1714-1RP10 média amarela N3/ch P fluorescens
P putida
P aemuginosa
714-2RP2  muita amarela N2 P. fluovescens
723-1RP?  pouca amarela N2 P. putida
[ 516-1RP20 média a. esv. N3ich P fluorescens
: . ; ; I'_"SIQ—IRPN pouca amarela N2 P putida
1,00

Figura 7. Dendrograma de similaridade dosisolados representativos dos grandes grupos morfoldgicos de Pseudomonas, construido a partir da anélise de restricdo
do 16S rDNA com as endonucleases Cfo | e Hinf I. GG- Grupo genotipico; PE- Possivel espécie de acordo com Zago et al. (2000); a. esv.- amarelo-
esverdeada; N- nivel de fluorescéncia N1, N2 e N3; sh- sem halo; ch- com halo.

Figure 7. Similarity dendrogram of the representative isolates of Pseudomonas great morphological groups, performed through 16S rDNA restriction analysis using
the endonucleases Cfo | and Hinf . GG- Genotipic group; PE- Possible specie according to Zago et al. (2000); @ esv.- greenish yellow; N- fluorescence level

N1, N2 and N3; sh- without halo; ch- with halo.

restricdo Cfo I e Hinf I, produzindo 3 a 7 fragmentos, depen-
dendo da enzima e do isolado (Figuras 6B).

A analise da restricdo do 16S rDNA (ARDRA) das espéci-
es-tipo de Pseudomonas com a endonuclease Cfo | resultou
em dois padrdes de bandas para as quatro espécies usadas
como padrdo (Figura 6b1). O primeiro padrdo de restricao re-
fere-se as linhas 1, 2 e 4 e representa as espécies-tipo P. pu-
tida, P. fluorescens e P. chlororaphis, respectivamente. O
segundo padrdo, representado pela linha 3, corresponde a
espécie-tipo P. aeruginosa. Com a endonuclease Hinf I, fo-
ram observados dois padrBes de bandeamento: o primeiro,
representado pelas linhas 1 e 2, corresponde as espécies-tipo
P. putida e P. fluorescens; e o segundo, representado pelas
linhas 3 e 4, corresponde as espécies-tipo P. aeruginosa e P.
chlororaphis, respectivamente.

A andlise dos fragmentos de restricdo, com a endonuclea-
se Cfo I, dos isolados representativos do GGM resultou em
12 diferentes padrdes de bandas. A maioria dos isolados es-
tudados apresentou padrdo de restrigdo que corresponde as
espécies-tipo P. fluorescens, P. putida e P. chlororaphis. Com
a endonuclease Hinf I, foram observados oito padrdes de
restricdo e a maioria dos isolados apresentou o padrédo de
restricdo que corresponde as espécies-tipo P. fluorescens, P.
aeruginosa e P. chlororaphis.

A partir desses dados, foi gerado um dendrograma com os
isolados representativos dos grupos morfoldgicos e das es-
pécies-tipo de Pseudomonas (Figura 7), no qual se observou
a formacdo de trés grupos genotipicos (GG1, GG2 e GG3). Os
agrupamentos GG1 e GG3 apresentaram, cada um, quatro iso-
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lados com similaridade inferior a 30%. No GG1, trés dos qua-
tro isolados foram obtidos de solo das entrelinhas e apresen-
taram caracteristicas morfolégicas de P. putida. No GG3 to-
dos os isolados foram obtidos do rizoplano de trigo e
apresentaram caracteristicas morfologicas de P. fluorescens e
P. putida. O agrupamento GG2 apresentou cerca de 60% de
similaridade e foi o mais abundante, com total de 18 isolados,
além das espécies-tipo P. fluorescens, P. putida e P. chloro-
raphis. Aproximadamente 70% dos isolados presentes neste
agrupamento foram obtidos de rizoplano de trigo e cerca de
70% deles apresentaram caracteristicas morfoldgicas de P. flu-
orescens (Figura 7).

A maior parte dos isolados com caracteristicas morfolégi-
cas de P. fluorescens foi obtida do rizoplano de trigo, enquanto
a maioria dos isolados com caracteristicas morfoldgicas de P.
putida foi obtida do solo das entrelinhas de trigo, o que su-
gere a ocorréncia de selecéo bacteriana no rizoplano do trigo
com predominancia da espécie P. fluorescens, a qual tem sido
atribuida grande capacidade de promover o crescimento de
plantas por meio da produgdo de hormbnios vegetais (Pro-
banza et al., 2002; Picard & Bosco, 2005; Aslantas et al., 2007).

CONCLUSOES

A populacdo de bactérias do rizoplano de trigo apresenta
maior contraste, morfoldgica e genotipicamente, com a pre-
senca de bactérias com caracteristicas de Pseudomonas fluo-
rescens e P. putida, com predominio de P. fluorescens. Entre-
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tanto, ha clara diferenca para a populagéo bacteriana do solo
das entrelinhas, a qual é composta predominantemente por
bactérias com caracteristicas de Pseudomonas putida.

O rizoplano do trigo promove selecdo na comunidade bac-
teriana de forma que os isolados de Pseudomonas obtidos
do rizoplano sdo semelhantes morfologicamente, impedindo
que sejam observados efeitos do sistema de manejo do solo
ou da rotacdo de culturas.

As caracteristicas morfologicas dos isolados obtidos do
solo das entrelinhas diferem claramente entre os sistemas de
plantio direto e convencional.

A andlise genotipica permite separar os isolados de Pseu-
domonas em trés grupos: em um deles, 75% dos isolados
foram provenientes do rizoplano, enquanto os demais grupos
foram formados somente por bactérias isoladas do rizoplano
ou do solo das entrelinhas.
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