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Introdução

As Pseudomonas do grupo fluorescente são
PGPR (“Plant Growth Promoting Rhizobacteria”)
ou RPCV (Rhizobacterias Promotoras do
Crescimento Vegetal) de grande interesse para o
controle biológico de plantas (BOTELHO, 2001;
COMPANT et al., 2005). Entretanto, para a
utilização de microrganismos com esta finalidade,
é necessário diferentes etapas que vão desde o
isolamento, caracterização fenotípica e molecular,
testes in vitro e in vivo, até os testes de eficiência
agronômica. A caracterização fenotípica baseia se
na identificação e agrupamento de bactérias de
acordo com a morfologia e pigmentação das
colônias, reação a corantes e exigências
nutricionais entre outros parâmetros. Esta
caracterização exige a obtenção de culturas puras
e diversos testes que demandam tempo.  A
utilização de kits que identificam microrganismos
baseados em seus perfis metabólicos têm
auxiliado no processo de identificação, devido a
sua rapidez de aplicação.

A caracterização molecular baseada na análise do
genoma dos organismos tem permitido maior
precisão no estudo da diversidade microbiana e
na identificação de microrganismos. A seqüência
de nucleotídeos de vários genes, especialmente
da SSU (“Small-SubUnit”) rRNA, tem sido
bastante utilizada para identificação e
classificação de microrganismos (WOESE, 1987).
Algumas limitações no estudo deste gene, têm
sido superadas por outras técnicas capazes de
caracterizar isolados do ambiente (GARCÍA-
MARTÍNEZ et al., 1999). A região localizada entre
16S e 23S (ITS1) do gene rRNA é muito variável

em tamanho e seqüência, mesmo entre grupos
taxonômicos muito próximos. Através da análise
desta região, é possível distinguir espécies ou
mesmo tipos dentro de espécies (JENSEN et al.,
1993). Esta variação em comprimento é
decorrente, principalmente, de algumas unidades
funcionais, como os genes do RNAt que podem
estar presentes uma a duas vezes por espaço
intergênico (NORMAND et al., 1996; GARCÍA–
MARTÍNEZ et al., 2001). Outras unidades
funcionais compreendem seqüências de
reconhecimento de enzimas como as ribonuclease
III e boxA, as quais, apesar de serem de grande
importância para o funcionamento do operon, não
são universalmente conservadas entre todos os
microrganismos, sendo semelhante apenas entre
aqueles muito similares (GARCÍA-MARTÍNEZ et
al., 1999). Estas unidades funcionais, geralmente,
não somam mais de 50% do total do espaço. O
restante da região consiste de seqüências não-
essenciais submetidas a eventos de inserção e
deleção. É possível que por não serem funcionais,
essas regiões sejam menos sujeitas às pressões
evolucionárias e, consequentemente, poderiam ter
um alto grau de variação (GARCÍA-MARTÍNEZ et
al., 1999).

A análise da região ITS tem sido bastante útil para
estudos de comunidades de bactérias em
diferentes ambientes (GONZÁLEZ et al., 2003).
Neste trabalho, o grupo do Laboratório Ecologia
Microbiana utilizou esta análise para caracterizar
isolados de Pseudomonas do grupo fluorescente
procedentes de plantio consorciado entre alface e
cenoura do Sistema Integrado de Produção
Agrícola (SIPA) apresentam potencial
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biotecnológico como promotores de crescimento
vegetal e/ou agente de controle biológico.

Metodologia

Coleção de Pseudomonas fluorescentes

A coleção analisada, foi obtida da rizosfera (RF),
rizolano (RP) e tecidos internos de raízes (ED -
Endorrizosfera) de alface e cenoura cultivados em
consórcio no SIPA (FONSECA, 2003).

Caracterização genotípica por análise da
região ITS1

A  extração do DNA dos isolados foi feita através
do método descrito por XAVIER et al. (2004). A
concentração de DNA foi quantificada através de
espectrofotometria em aparelho Shimatzu mod.
UV1201 no comprimento de onda de 260ηm e
diluído para se obter a concentração final de
50ηg/µL.  Os iniciadores (fPs16S e rPs23S) e o
programa para reação de PCR utilizados foram os
descritos por LOCATELLI et al. (2002). A mistura
final de PCR constituiu-se de 1x tampão da
enzima Taq (Invitrogen), 3mM de MgCl2
(Invitrogen), 200µM dNTP, 2,5% formamida, 250
µM de cada um dos iniciadores e 5 U da enzima
taq DNA polimerase (Invitrogen) num volume total
de 30 mL. Para checar a reação, uma alíquota de
3µL foi depositada em gel de agarose 1% a 90V
por 30 min. Foi utilizado o marcador de peso
molecular φx174 RF DNA Hae III fragments
(Invitrogen). Os géis foram corados com brometo
de etídio e visualizados em aparelho de
fotodocumentação (IMAGO Compact Imaging
System, B&L system).

O produto da reação foi cortado com a enzima de
restrição TaqI (Promega, Madison). A  mistura
final continha volume total de 30 mL e constituiu-
se de 2x tampão da enzima, 2U/µL da enzima
TaqI e 6µL da reação de PCR, estabelecida pela a
intensidade da banda  no gel de agarose. A
mistura foi colocada  a 37°C por 3h, e em seguida,
aplicada em gel de poliacrilamida 5% a 60V por
16h. Os géis foram corados com SyberGold 1%
e visualizados em aparelho de fotodocumentação
(IMAGO Compact Imaging System, B&L system).

Os padrões de bandas foram analisados através
do software Gelcompare II versão 3.5, Applied
Maths, Inc., a partir dos quais foram gerados
dendogramas de similaridades.

Resultados e Discussão

Os iniciadores utilizados para a análise da região
ITS de Pseudomonas amplificaram de 1 a 2
bandas bem definidas, indicando que entre os
isolados havia variação no número de cópias. As
bandas possuíam tamanho em torno de 1300 a
1100 bp (Fig. 1), corroborando os resultados
obtidos por LOCATELLI et al. (2002). No entanto,
os autores observaram que algumas estirpes
possuíam de duas a três bandas. Os dados
obtidos mostraram a reproducibilidade do método,
assim como sua capacidade de detectar a
presença de várias cópias de ITS dentro da
mesma espécie, como descrito por (GARCÍA-
MARTÍNEZ et al., 1999). Este conjunto de
iniciadores foi escolhido por reconhecer uma
região específica do gênero Pseudomonas
(fPs16S) localizada no meio da seqüência do
rDNA. Os iniciadores fPs16S e rPs23S juntos
foram conservados para todas as seqüências de
Pseudomonas disponíveis (LOCATELLI et al.,
2002).

1300bp

φX174

1100bp

Fig. 1 – Produtos da reação de amplificação dos isolados de
Pseudomonas utilizando os iniciadores fPs16S–rPs23S

Após a reação de PCR, os produtos obtidos foram
cortados com enzima de restrição TaqI (Fig. 2).
Foi observado alto grau de polimorfismo entre os
isolados, com maior número de bandas entre
350bp a 1300 bp. SCARPELLINI et al. (2004)
demonstraram a capacidade de diferenciar
biótipos de Pseudomonas fluorescens através do
perfil de ITS obtido pela restrição com esta
enzima. A coleção de isolados é constituída,
basicamente, das espécies P. fluorescens e P.
putida, que são bastante semelhantes entre si
(BOSSIS et al., 2000). Pela análise do
dendograma foi possível observar a formação de
17 grupos distintos (Tabela 1). Certos perfis de
Pseudomonas fluorescens obtidos
assemelhavam- se mais a alguns de P. putida.
Estes resultados indicam alta similaridade entre as
espécies, ao mesmo tempo que comprovam a
grande variabilidade intraespecífica. O alto
polimorfismo sugeriu, também, que as práticas
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culturais alternativas exercidas na “Fazendinha”
influenciaram na diversidade de Pseudomonas do
grupo fluorescente. Sabe-se que certas práticas,
como a rotação de culturas, as quais são
amplamente adotadas no SIPA,  podem induzir
mudanças na comunidade bacteriana, tornando o
solo supressivo à doença de plantas, conforme
demonstrado por PETERS et al., 2003).

100bp 100bpIsolados

Figura 2 – Restrição da região ITS1 de Pseudomonas do grupo
fluorescente utilizando enzima TaqI.

Tabela 1 –  Distribuição de indivíduos nos grupos
formados e percentual de similaridade entre os
indivíduos.

Grupos Número de indivíduos Similaridade (%)
A 6 52

B1 4 71
B2 3 73
B3 8 75
B4 3 82
B5 3 72
B6 11 68
C1 5 58
C2 10 64
C3 2 76
D 1 48
E 1 50
F 1 50
G 3 50
H 3 54
I 2 44
J 1 24

Através do dendograma, foi possível selecionar
grupos que continham isolados com
especificidade para plantas e/ou compartimentos
da raiz (Fig.3). Observou-se que o grupo A foi
formado por bactérias do rizoplano e
endorrizosfera das duas espécies vegetal. O
grupo B2 foi constituído por isolados do rizoplano
de alface e rizosfera e rizoplano de cenoura.
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Figura  3 - Distribuição dos grupos entre plantas e compartimentos da
raiz

Outros grupos apresentaram especificidade por
compartimento da raiz e planta, já como os grupos
E, F e G, estes foram compostos apenas por
isolados do rizoplano de alface. Este tipo de
resultado pode auxiliar na escolha de promotores
de crescimento vegetal e/ou agentes do controle
biológico como resultado do nicho ecológico e
especificidade na interação planta e bactéria, para
uso em inoculantes, já que isolados mais
adaptados ao ambiente radicular teriam maior
capacidade de sobrevivência e competitividade,
potencializando a eficiência da inoculação.
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