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RESUMO

Um solo tropical brasileiro (cerrado) foi plantado com quatro cultivares de
milho (CMS04, CMS11, CMS22 ¢ CMS36) e a diversidade das populacdes de
Paenibacillus polymyxa presentes nessas rizosferas foi determinada 90 dias apos o
plantio. Para isso, 67 isolados identificados como P. polymyxa por testes bioquimicos
classicos foram analisados por métodos moleculares como ‘“Arbitraliry Primed-PCR”
(AP-PCR) e a amplificacao de seqiiéncias repetitivas do DNA (rep-PCR). Os padrdes
de amplificacdo obtidos usando trés “primers” arbitrarios e o “’primer” BOXAIR
foram usados em separado para a constru¢do de dendrogramas baseados no método
“unweight pair groups method with arithmetic means” (UPGMA). Cinglienta e quatro
grupos genotipicos foram formados quando os dados das diferentes amplificagdes por
AP-PCR e rep-PCR foram combinados, mostrando um alto nivel de polimorfismo
genético entre as estirpes de P. polymyxa isoladas. Além disso, quando os dados
obtidos em todos os experimentos de PCR foram utilizados na constru¢dao de um
dendrograma baseado no critério de varidncia-minima (Ward) e na distincia
Euclidiana, foi demonstrado que as estirpes de P. polymyxa podiam ser divididas em
dois grupos principais. Um grupo foi formado predominantemente por estirpes dos
cultivares de milho CMS04 e CMS36 enquanto o outro grupo foi formado
predominantemente por estirpes isoladas dos cultivares de milho CMS11 e CMS22. A
analise da variancia (MANOVA) permitiu estabelecer a correlacdo entre a estrutura
genética das populagdes de P. polymyxa e os diferentes cultivares de milho estudados.
Os resultados mostraram que as estirpes isoladas das rizosferas dos diferentes

cultivares de milho foram significativamente diferentes.



SUMMARY

A tropical brazilian soil (cerrado) was planted with four cultivars of maize
(CMS04, CMS11, CMS22 and CMS36) and the genetic diversity of the Paenibacillus
polymyxa populations present in their rhizospheres was determined after 90 days of
sowing. For that, a total of 67 isolates were identified as P. polymyxa by classical
biochemical tests and were analyzed for DNA polymorphism with the Arbitrarily
Primed PCR (AP-PCR) and amplification of repetitive DNA sequences (rep-PCR)
methods. The amplification patterns obtained using three arbitrary primers and the
primer BOXAIR were used in separate to construct dendrograms based on the
unweighted pair groups method with arithmetic means (UPGMA). Fifty-four
gentotypic groups were formed when data from different amplifications by AP-PCR
and rep-PCR were combined, showing a high level of genetic polymorphim among
P. polymyxa strains. A dendrogram based also on combined PCR data, treated by
cluster analysis with minimum-variance criteria and Euclidean distance, showed that
P. polymyxa strains could be divided into two main clusters. One cluster was formed
predominantly of strains from maize cultivars CMS04 and CMS 36 while the other
cluster was formed predominantly by strains of maize cultivars CMS11 and CMS22.
Multivariate analysis of variance (MANOVA) allowed the correlation between the
genetic structure of P. polymyxa populations and the different cultivars of maize
studied. The results showed that the strains isolated from the rhizospheres of the

different maize cultivars were significantly different.
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1. INTRODUCAQ

1.1. Interacio entre microrganismos e plantas

Nos ultimos anos, as interagdes especificas entre espécies de plantas e
microrganismos presentes na rizosfera (regido ao redor da raiz) t€ém sido descritas por
alguns autores (Holl, 1983; Lynch, 1990). Estas associacdoes podem ser benéficas ou
ndo para as plantas. As associagcdes benéficas podem ser divididas em dois tipos,
simbidticas € nao-simbioticas, dependendo da natureza da interagdo. As associagoes
simbidticas sdo caracterizadas pela presenca de bactérias como as do género
Rhizobium, capazes de induzir a formacao de nodulos, por actinomicetos do género
Frankia ou por uma série de fungos endomicorrizicos (Lynch, 1990). J& as
associagdes nao simbiodticas entre plantas € microrganismos sao representadas pelas
rizobactérias, que sdo bactérias de vida livre presentes na rizosfera das mais diferentes
espécies de plantas (Glick, 1995).

Muitas vezes, as rizobactérias podem promover interagdes positivas com as
raizes das plantas, desempenhando um papel importante no ambiente € um uso
possivel na agricultura sustentavel (Défago, Duffy & Keel, 1994). Para descrever
estas estirpes bacterianas, Kloepper & Schroth (1978) introduziram o termo
“rizobactérias promotoras do crescimento de plantas” (“Plant Growth Promoting
Rhizobacteria”- PGPR), sendo esta atividade de promog¢ao do crescimento de plantas
descrita em estirpes de vdarios géneros presentes no solo como Azospirillum,
Azotobacter, Bacillus, Paenibacillus e Pseudomonas (Kloepper, Lifshitz &
Zablotowicz, 1989; Bashan & Levanony, 1990; Holl & Chanway, 1992; O’Neil et al.,
1992; Shishido, Loeb & Chanway, 1995).

As bactérias designadas como PGPR podem afetar o crescimento da planta de

diferentes formas, direta e ou indiretamente. A via indireta de promover o crescimento
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da planta ¢ dada pela prevencdo do efeito deletério de um ou mais microrganismos
fitopatogénicos (mecanismo de antibiose), enquanto que a promocao direta do
crescimento da planta pode ocorrer através da sintese ou da disponibilizagdo de
nutrientes e outras substancias para a planta (Glick, 1995).

As PGPR podem atuar no desenvolvimento da planta através de um ou mais
desses mecanismos, como a fixacdo de nitrogé€nio atmosférico, sintese de siderdforos
¢ fitormonios, na solubilizagdo de minerais, como o fosforo (Davison, 1988;
Kloepper, Lifshitz & Zablotowicz, 1989; Lambert & Joos, 1989) e na producdo de
substancias antimicrobianas (Rosado & Seldin, 1993; Mavingui & Heulin, 1994;
Walker, Powell & Seddon, 1998).

1.2. Paenibacillus polymyxa: caracteristicas gerais e aplicacio na agricultura

A espécie P. polymyxa compreende estirpes Gram-positivas, anaerobias
facultativas, capazes de crescer sem dificuldades na auséncia de oxigénio. Além disso,
esta espécie € capaz de utilizar varios aclcares com producdo de metabolitos acidos.
A espécie ¢ bastante homogénea quanto as suas caracteristicas fenotipicas e apresenta
taxas relativamente altas de crescimento, podendo ser cultivada em laboratorio
utilizando-se substratos simples (Priest, 1993). Estirpes pertencentes a esta espécie se
diferenciam em endosporos elipsoidais deformantes, que podem estar presentes no
esporangio nas posi¢gdes terminal ou sub-terminal. Estes endosporos possuem um
importante papel na resisténcia das células a uma seérie de condi¢des adversas do meio
ambiente (Priest, 1993). A espécie P. polymyxa ja foi isolada das rizosferas de trigo
(Mavingui et al., 1992), de milho (von der Weid et al., 2000) e nas raizes das mais
diferentes plantas e em varios ambientes no Brasil (Rennie ef al., 1982), Canada (Holl
et al., 1988), Ilha Devon no Artico (Jordan, McNicol & Marshall, 1978) ¢ Egito
(Abdel-Wahab, 1975). Além disso, estirpes de P. polymyxa vém sendo usadas como
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rizobactérias promotoras do crescimento de diferentes plantas como Pennisetum spp
(Kundu & Gaur, 1980), gramineas de regides secas (Chanway, Holl & Turkington,
1988; Holl et al., 1988), plantas forrageiras (Chanway, Holl & Turkington, 1988),
entre outras (Holl & Chanway, 1992; Shishido, Loeb & Chanway, 1995). Foi
observado que diferencas qualitativas nos exudatos da raiz influenciam no
crescimento de estirpes de P. polymyxa (Mavingui et al., 1992). Outras caracteristicas
também sugerem a importidncia desta espécie na agricultura, como a atividade
antibacteriana e antifingica frente a populagdo do solo, regido ao redor da raiz
(rizosfera) e a superficie da raiz (rizoplano) (Rosado & Seldin, 1993; Mavingui &
Heulin, 1994; Piuri, Sanchez-Rivas & Ruzal, 1998; Walker, Powell & Seddon, 1998;
Seldin ef al., 1999).

Outros trabalhos mostram também a interagdo de P. polymyxa com outros
microrganismos, participando de processos importantes como a decomposi¢do de
pectina e fixagdo de nitrogénio (Khammas & Kaiser, 1992), ou mesmo favorecendo o
crescimento de outras espécies (como Rhizobium etli), levando a um aumento da
nodulagdo e, consequentemente, a uma melhoria no desenvolvimento da planta
(Petersen, Srinivasan & Chanway, 1996).

No entanto, ¢ importante considerar que a promoc¢do do crescimento ocorre
provavelmente através de uma co-adaptacdo a nivel de espécie, entre o cultivar das
plantas e as estirpes analisadas, como sugerido por Chanway, Holl & Turkington
(1988). Assim, se pensarmos no desenvolvimento de inoculantes que efetivamente
promovam o crescimento destas plantas ¢ necessario que se estude fenotipicamente e
geneticamente as estirpes melhor adaptadas a cada planta e regido especifica.

Entretanto, ndo sao muitos os dados disponiveis sobre a estrutura da populacao
e a diversidade intraespecifica de P. polymyxa. Em um solo cultivado francés,
Mavingui e colaboradores (1992) mostraram que a diversidade desta espécie foi

significativamente menor no rizoplano de trigo, quando comparada com a populagdo
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encontrada no solo “bulk”. Este fato poderia indicar que as raizes de trigo exercem
uma pressao seletiva na populagdo do solo, levando a sele¢do de um pequeno ntimero
de estirpes de P. polymyxa na superficie da raiz.

Guemouri-Athmoni e colaboradores (2000) estudaram a diversidade da
populacdo de P. polymyxa na rizosfera de trigo (Triticum durum) em cinco solos da
Argélia com diferentes historicos de cultivo de trigo (5, 26, 70 anos e dois solos com
mais de 2000 anos de cultivo). As estirpes isoladas nos solos com 5, 26 e 70 anos de
cultivo mostraram ser uma populagao de P. polymyxa geneticamente homogénea,
enquanto as subpopulacdes isoladas nos solos com mais de 2000 anos de cultivo
mostraram-se significativamente diferentes entre si e das demais subpopulagdes
isoladas. O longo tempo de cultivo (mais de 2000 anos) do 7Triticum durum em solos
da Argélia poderia, entdo, estar afetando a populacdo de P. polymyxa. Entretanto, as
diferencas que foram observadas na estrutura da populacdo de P. polymyxa nao
podem ser atribuidas com certeza ao simples efeito do tempo de cultivo do trigo,
porque os tipos de solo, o clima, os cultivares de trigo, assim como o manejo do
plantio poderiam estar afetando também esta estrutura populacional.

von der Weid e colaboradores (2000) determinaram também a diversidade de
estirpes de P. polymyxa associadas com o milho (Zea may L BR-201) plantado em
solo de Cerrado, durante as diferentes fases de crescimento da planta. As estirpes
isoladas puderam ser agrupadas e relacionadas ao tempo da amostragem (10, 30, 60 e
90 dias apos o plantio). Uma possivel explicagdo para as variagdes encontradas nas
diferentes populacdes de P. polymyxa observadas neste estudo seria a mudanga da
producdo e do nivel de difusao dos exudatos das raizes, durante o ciclo de vida da
planta. Como esses exudatos representam uma fonte nutricional para os
microrganismos da rizosfera, eles poderiam influenciar diretamente a populacao

microbiana como sugerido por Hamlen, Lukezic & Bloom (1972).
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Em relagdo a diversidade genética de outras populagdes bacterianas associadas
a rizosfera de plantas, Di Cello e colaboradores (1997) estudaram a diversidade
genética da populacao de Burkholderia cepacia isolada da rizosfera de milho (Zea
mays) em diferentes estigios de crescimento da planta e constataram que a
diversidade genética observada entre as estirpes isoladas 125 dias apds o plantio do
milho (fase de maturacao fisiologica deste milho) e as estirpes de cada uma das outras
quatro amostragens, 20 dias (germinag¢do), 37 dias (elonga¢do), 57 dias (aparecimento
da franja) e 78 dias (fim da floracdo) era estatisticamente significativa.

Seldin e colaboradores (1998) estudando a diversidade genética de estirpes de
Paenibacillus azotofixans isoladas da rizosfera de milho, plantado em solo de
Cerrado, em diferentes estdgios de crescimento da planta (10, 30, 60 e 90 dias apos o
plantio das semente), observaram que as estirpes isoladas 60 e 90 dias ap6s o plantio,
contribuiram mais para a heterogeneidade da populacido total estudada do que as
estirpes 1soladas 10 e 30 dias apos o plantio.

Finalmente, varios outros estudos mostram que o tipo de solo, a espécie de
planta e a sua variedade influenciam na composi¢ao e na diversidade das populacdes
bacterianas (Latour ef al., 1996, Paffeti et al., 1996). Entretanto, este conhecimento ¢é
restrito quando se trata de bactérias pertencentes ao género Paenibacillus. Os
trabalhos ja realizados sobre a diversidade deste género chamam a atencdo para a
necessidade de estudar estirpes de Paenibacillus, isoladas de diferentes cultivares de
plantas adaptadas ao clima tropical do Brasil (Seldin et al., 1998, von der Weid ef al.,
2000).
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1.3. Técnicas moleculares utilizadas em estudos da diversidade bacteriana: (AP-
PCR e rep-PCR)

Os estudos de diversidade microbiana tem se beneficiado com o
desenvolvimento de muitas técnicas de tipagem que permitem a distincdo entre
estirpes de uma mesma espécie. Estas técnicas podem ser divididas em duas
categorias, as baseadas em caracteristicas fenotipicas e as baseadas em caracteristicas
genotipicas. As técnicas de tipagem baseadas no fendtipo incluem a eletroforese de
isoenzimas (ou enzimas multilocus), perfil de proteinas totais, perfil de metabolismo
de acucares, resisténcia a antibioticos, perfil de acidos graxos totais, tipagem de fagos,
e varias técnicas de “immunoblotting”. As técnicas de tipagem baseadas no genotipo
incluem a hibridizacdo DNA-DNA, andlise de restricido gendmica, incluindo a
separagdao em gel de campo-pulsado de grandes fragmentos de DNA, ARDRA, perfil
de plasmidios e “fingerprinting” de DNA por rep-PCR (Versalovic, Koeuth &
Lupski, 1991), Arbitrarily Primed PCR (AP-PCR) (Welsh & McClelland, 1990) ou
Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) (Williams ef al., 1990).

A seqliéncia genomica de cada estirpe € Unica. Duas estirpes sdo exatamente
iguais se as seqiiéncias dos cromossomas € elementos extracromossdOmicos sao as
mesmas. Dessa forma, a caracterizagdo genotipica pode ser o critério mais importante
para diferenciar microrganismos € ¢ provavelmente mais sensivel do que a
caracterizagdo fenotipica (Wang et al. 1993) .

As técnicas de “fingerprinting” de DNA denominadas AP-PCR por Welsh &
McClelland (1990 e 1993) ou RAPD por Williams et al. (1990 e 1993), constituem
um dos melhores métodos atuais para discriminagdo de estirpes de uma espécie.
Quando comparados com outros métodos, estes se equiparam ou possuem uma

resolucdo e eficiéncia superiores as técnicas tradicionais de tipagem que utilizam
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caracteristicas fenotipicas e também genotipicas (Berg, Akopyants & Kersulyte,
1994).

No método AP-PCR, um pequeno oligonucleotideo (8-12 mers) com seqiiéncia
escolhida arbitrariamente ¢ usado como “primer” em uma reagdo de amplifica¢do por
PCR em baixa estringéncia, a qual permite a sintese de DNA iniciada em sitios onde o
“primer” esteja eventualmente ligado. Geralmente, nesta reacdo, sdo gerados cerca de
quatro a vinte fragmentos de DNA de diferentes tamanhos. Estes fragmentos gerados
sdo estirpe-especificos e reprodutiveis. Os fragmentos gerados sao espelhados no
genoma alvo, cada um refletindo a presenca de dois sitios de ligagdo do “primer” em
fitas complementares, proximos um ao outro (geralmente menos de 3 Kb de
distancia). O polimorfismo existente entre duas estirpes permite a formacdo de
padrdes de amplificagdo especificos para cada estirpe estudada (Berg, Akopyants &
Kersulyte, 1994).

A aplicagdo de RAPD ou AP-PCR requer a selegdo de multiplos “primers”
enquanto que os rep-PCR s3o baseados em seqiiéncias definidas, conhecidamente
repetitivas e dispersas no genoma de varios géneros bacterianos, € que sdo
amplificadas com “primers” oligonucleotidicos de maior tamanho do que os usados
em AP-PCR ou RAPD (18-24 mers).

Trés familias de elementos repetitivos tém sido usadas para o desenho de
“primers”, incluindo a sequéncia “Repetitive Extragenic Palindromic” (REP) de 35-40
pb, a sequéncia “Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus” (ERIC) de 124-
127pb e o elemento BOX de 154pb. Estes elementos apresentam em locais distintos,
em posigoes intergénicas ao longo do genoma. Os elementos repetitivos podem estar
presentes em ambas as orientagdes do genoma. Diferentes “primers”
oligonucleotidicos tém sido desenhados para iniciar a sintese de DNA para fora dos
elementos repetitivos REP, ERIC e BOX (Versalovic et al., 1994). O uso desses

“primers” no PCR levam a amplificacdo seletiva de regides distintas de diferentes
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tamanhos, localizadas entre os elementos REP, ERIC ou BOX (Rademaker, Louws &
de Bruijn, 1998).

Nos ultimos anos, centenas de trabalhos vém aplicando as técnicas de AP-PCR
ou rep-PCR com sucesso na diferenciagao de estirpes de uma mesma espécie. Alguns
deles no estudo da diversidade e na dindmica populacional de muitas espécies
microbianas (Carelli et al., 2000; Di Cello et al., 1997; Guemouri-Athmoni et
al.,2000; Paffetti ef al., 1996; Seldin et al., 1998; von der Weid et al.,2000).

2. OBJETIVO DO TRABALHO

Com base nas informacdes apresentadas sobre a importancia da espécie P.
polymyxa como uma possivel PGPR, pretendemos avaliar a diversidade genética desta
espécie na rizosfera de diferentes cultivares de milho (CMS04, CMS11, CMS22 e
CMS36) plantados em solo de Cerrado, através das técnicas moleculares: “Arbitrarily
Primed — PCR” (AP-PCR) e “repetitive sequence-based oligonucleotide primer —
PCR” (rep-PCR).

3. JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA DO TRABALHO PROPOSTO:

Este trabalho pretende avaliar a diversidade de estirpes de P. polymyxa entre
quatro cultivares de milho, 90 dias apds o plantio, na tentativa de determinar o grau de
diversidade genética dessa espécie bacteriana em cada um dos cultivares e entre os
quatro cultivares ou mesmo uma possivel selecdo de um grupo de estirpes por algum
dos cultivares da planta. Este estudo ¢ de grande relevancia se pensarmos na aplicagao
de estirpes de P. polymyxa sobre sementes de milho para melhorar o crescimento das

mudas. E importante que essas estirpes estejam adaptadas ao cultivar de milho que
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esta sendo plantado, permitindo a sobrevivéncia destas estirpes introduzidas no
ambiente frente a populagdo bacteriana indigena presente na rizosfera.

A cultura do milho e o solo de Cerrado foram escolhidos pela sua importancia
econdmica para o Pais; o milho por ter papel significativo na dieta de homens e
animais e o solo de Cerrado por constituir grande parte do solo brasileiro.

Para o estudo da diversidade genética das populacdes de P. polymyxa presentes
na rizosfera dos diferentes cultivares de milho estudados, foram escolhidas as técnicas
moleculares (AP-PCR e rep-PCR) pela sua capacidade em distinguir estirpes de uma
mesma espécie e pelo fato de ambas as técnicas ja terem sido amplamente aplicadas
com sucesso no estudo da diversidade e dinamica populacional de muitas espécies de
rizobactérias (Carelli et al, 2000; Di Cello et al., 1997; Guemouri-Athmoni et
al.,2000; Paffetti et al., 1996; Seldin et al., 1998; von der Weid et al.,2000; entre

outros).

4. ETAPAS DESENVOLVIDAS:

- Isolamento de estirpes com caracteristicas coloniais semelhantes a espécie
P. polymyxa, a partir da rizosfera de quatro cultivares de milho;

- Identificacdo das estirpes isoladas como pertencentes a espécie P. polymyxa
através de testes fenotipicos (Gordon, Haynes & Pang, 1973);

- Extracdo de DNA gendmico das estirpes isoladas;

- Amplificagdo do DNA das estirpes isoladas por AP-PCR e rep-PCR
(“primer” BOXAI1R)

- Analise genotipica com base nos padrdes de amplificacio por AP-PCR e
rep-PCR de cada uma das estirpes isoladas, constru¢do de dendrogramas,
analise estatistica e comparacao dos resultados obtidos nos quatro cultivares

de milho estudados.
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5. MATERIAIS E METODOS.

5.1. MEIOS DE CULTURA

5.1.1. TBN (Seldin & Penido, 1986)

Glucose

MgSO,. 7TH,0

Extrato de levedura

Tiamina. HCI

Biotina

Solu¢do de micronutrientes (item 5.3.1)
NaOH 2N

Azul de bromotimol

Agua destilada

pH 7,4

10g
02¢g
lg
0,001 g
0,001 g
1 ml

2 ml
0,005 g
1000 ml

Obs: Apos a autoclavagdo a 121°C por 15 min, foi adicionado ao meio a solugdo

K;HPO, a 8% na proporcao de 10 ml/I (1% do volume do meio).

5.1.2. TBNR (Seldin, van Elsas & Penido, 1984)

Glucose

MgSO,. TH,O
Extrato de levedura
Tiamina. HCI1
Biotina

Solu¢do de micronutrientes (item 5.3.1)

10 g
02¢g

0,001 g
0,001 g

1 ml



FeCls. 6 H,O
Na,MoO,. 2 H,O
NaOH 2N

Azul de bromotimol
Agar

Agua destilada

pH 7,4

20

0,02 ¢
0,005 g
2 ml
0,005 g
12 ¢
1000 ml

Obs: Apo0s a autoclavagdo a 121°C por 15 min foi adicionado ao meio a solugdo

K,HPO, 8%, na propor¢ao de 10 ml/l (1% do volume do meio).

5.1.3. GLUCOSE BROTH (GB) (Seldin, van Elsas & Penido, 1983)

Glucose

Peptona de carne
Extrato de carne
Extrato de levedura
NaCl

Agua destilada

pH 7,2

10g
10 g

1000 ml

Sempre que necessario, os meios de cultura foram solidificados pela adi¢ao de agar na

concentragao de 1,2%.
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5.1.4. MEIOS PARA IDENTIFICACAO DE Bacillus (Gordon, Haynes, & Pang,
1973)

5.1.4.1. MEIO BASICO PARA FERMENTACAO DE CARBOIDRATOS

(NH,), HPO, lg

KCl 0,2¢g
MgSO,. 7TH,0 02¢g
Extrato de levedura 0,2¢g
Purpura de bromocresol (0,04% em agua destilada) 15 ml
Agua destilada 1000 ml

OBS: As solugdes dos carboidratos L-arabinose, D-xilose, glicerol e trealose foram
preparadas a 10% em agua, filtradas (em filtro Millipore 0,45 um) e mantidas a 4°C.
Os carboidratos foram entdo adicionados assepticamente ao meio bdsico na

concentracdo final de 0,5%, ap0s a autoclavag¢do do meio a 121°C por 15 min.

5.1.4.2. MEIO PARA O TESTE DE UTILIZACAO DO CITRATO OU
SUCCINATO

Citrato ou succinato de sodio 2g
NaCl lg
MgSO,. 7TH,O 02¢g
(NH,4),HPO, 0,5¢g
Agar 12 g
Vermelho de fenol (0,04% em agua destilada) 20 ml

Agua destilada 1000 ml



pH 6,8

5.1.4.3. MEIO PARA O TESTE DE PRODUCAO DE DIHIDROXIACETONA

Peptona S5g
Extrato de carne 3g
Extrato de levedura 10g
Glicerol P.A. 20 ml
NaOH (2N) 2 ml
Agar 12 ¢
Agua destilada 1000 ml

5.2. TAMPOES (Preparados em Agua destilada)

5.2.1. TAMPAO TE (Tris e EDTA)

Tris “tris (hidroximetil) aminometano” 10 mM
EDTA “Acido etilenodiaminotetracético” I mM
pH 7,8

5.2.2. TAMPAO TEB (Tris, EDTA e Borato)

Tris 89 mM
EDTA 2,5 mM
H3B03 89 mM



23

5.2.3. TAMPAO DE LISE

Sacarose 25%
Tris-HCI1 pH 8,0 50 mM
EDTA 1 mM

5.3. SOLUGCOES

5.3.1. SOLUCAO DE MICRONUTRIENTES (Jurgensen & Davey, 1971)

H;BO; 2,86 ¢g
ZnS0O4. TH,O 0,22 g
MnCl,. 4H,0 1,81 g
CuSO,. 5H,0 0,08 g
Agua destilada 1000 ml

5.3.2. SOLUCAO DE RNase A (pancredtica bovina)

A solugdo foi preparada em acetato de sdédio 0,1 M pH 5,0 na concentragao
final de 10 mg/ml. Apds a preparagdo, a solucdo foi tratada a 80°C por 10 min e

mantida a -20°C.
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5.3.3. SOLUCAO DE PRONASE

A solucdo estoque foi preparada na concentracdo de 10 mg/ ml em agua
bidestilada estéril e tratada a 37°C por 30 min. Apds a preparagdo, a solugdo foi

mantida a —20°C.

5.3.4. SOLUCOES UTILIZADAS NO TESTE DE PRODUCAO DE
DIHIDROXIACETONA

A solugdo A foi preparada com 34,66 g de CuSO4.H,0 em 500 ml de agua
destilada.

A solugdo B foi preparada com 173 g de KNaC,H406.H,0 e 50 g de NaOH em
500 ml de agua destilada.

OBS: As solucdoes A e B foram estocadas a 4°C e somente antes de usar foram

misturadas 1:1 (v/v) resultando na solu¢do de Fehling.

5.3.5. CORANTE PARA ELETROFORESE DE DNA

Glicerol 50%
EDTA 20 mM, pH 7.5
Azul de bromofenol 0,05%

Xileno cianol 0,05%
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5.4. CULTIVARES DE MILHO E CONDICOES EXPERIMENTAIS

O solo de cerrado (EMBRAPA-CNPMS, Sete Lagoas, MG) foi plantado com
quatro cultivares de milho (CMS04, CMSI11, CMS22, CMS36) escolhidos por sua
importancia na agricultura. Resumidamente, eles podem ser descritos como: CMS04
— milho tropical, derivado de germoplasmas caribenho, mexicano e brasileiro, com
ciclo tardio e graos dentados amarelos; CMS11 — milho tropical, derivado de
germoplasmas caribenho, tuxpefio € mexicano, com graos amarelos semi-duros e ciclo
de vida intermedidrio; CMS22 — milho subtropical, derivado de germoplasmas
mexicano, caribenho e americano, com graos dentados amarelos e ciclo de vida
intermediario; CMS36 — milho tropical, criado a partir de linhagens de diferentes
origens (catete, tuxpeio, Eto amarillo, etc), possui ciclo de vida tardio, ¢ muito
tolerante ao solo 4cido e ¢ muito mais alto do que os demais. O campo experimental
onde as sementes de milho sem tratamento foram diretamente plantadas era
constituido por duas fileiras de 5 metros de comprimento com espagamento de 90 cm
entre as fileiras e 20 cm entre as plantas de um mesmo cultivar.

O solo foi fertilizado com 400 gramas de uma mistura de N, P e K (4:14:8) e 80
Kg de nitrogénio por hectare, 45 dias ap6s o plantio das sementes. Apos 90 dias do
plantio, trés plantas de cada cultivar foram arrancadas, suas raizes foram retiradas e
sacudidas, de forma a se retirar o solo frouxamente aderido. O solo aderido as raizes

foi entdo mantido a —20°C e utilizado para o isolamento das estirpes.



26

5.5. ISOLAMENTO DAS ESTIRPES DE P. polymyxa

As estirpes de P. polymyxa foram isoladas das difrentes rizosferas conforme
como descrito por Seldin et al. (1998). Amostras contendo 1g do solo aderido a raiz,
considerado a regido da rizosfera, foram misturadas a 9ml de dgua destilada estéril.
As suspensoes foram pasteurizadas (10 min, 80°C) e estocadas a 4°C. Estas amostras
foram entdo diluidas sucessivamente (até 107) e uma aliquota de 0,1ml de cada
diluicao foi plaqueada separadamente e em triplicata, com o auxilio de alcas de
Drigalsky estéreis, em placas contendo 25 ml do meio TBNR. Estas placas foram
mantidas em jarras de anaerobiose (10% CO,; 10% H,; 80% N,) a 32°C por 3 dias.
Passado este periodo, as jarras foram abertas e as colonias com morfologia e aspecto
semelhante a de P. polymyxa (colonias amarelas brilhantes, convexas e mucosas)
foram entdo isoladas e transferidas repetidas vezes para novas placas de meio TBN
para purificacdo. As estirpes isoladas foram numeradas conforme o seu isolamento e
foram estocadas em tubos de penicilina lacrados, com meio GB contendo 1% de

CaCO;, conforme descrito por Seldin, van Elsas & Penido (1983).

5.6. IDENTIFICACAO DAS ESTIRPES ISOLADAS

A identificagdo de todas as estirpes isoladas foi realizada conforme descrito por
Gordon, Haynes & Pang, (1973). A determinagdo do padrdo de fermentacdo dos
carboidratos L-arabinose, D-xilose, glicerol e trealose, da utiliza¢ao do citrato e do
succinato ¢ da produgdo da dihidroxiacetona foi realizada com todas as estirpes
isoladas. Para a confirmacdo da identificagdo de algumas estirpes, foram utilizados
Kits API (Apparéils et Procédés d’Identification, bioMériex as, Lyon, France) 50
CHB (#50 430), conforme descrito por Seldin & Penido (1986). As galerias de testes



27

API foram preparadas de acordo com o manual API S0CH e incubadas a 32°C por 2

dias.

5.6.1. UTILIZACAO DE DIFERENTES CARBOIDRATOS.

Para este teste foi utilizado o meio basico (item 5.1.4.1). Cada estirpe foi
testada frente a carboidratos diferentes, utilizando-se 3 ml do meio basico acrescido
de 0,15 ml da solu¢dao do carboidrato a 10%. Para o indculo, foram utilizados 0,1 ml
da cultura bacteriana crescida por 24h a 32°C em meio GB liquido. A leitura foi feita
em até 5 dias, através da mudanca de cor do indicador de pH do meio de roxo para
amarelo. Foram utilizados os seguintes carboidratos: L-arabinose, D-xilose, glicerol e

trealose.

5.6.2. UTILIZACAO DE CITRATO OU SUCCINATO

As culturas bacterianas crescidas por 24h a 32°C em meio GB liquido foram

inoculadas em tubos contendo 5 ml do meio de citrato ou succinato (item 5.1.4.2) e
incubadas a 32°C por até 7 dias. A utilizacdo do acido organico foi observada pela

viragem do indicador de pH presente no meio da cor amarela para a cor rosa.

5.6.3. TESTE DE PRODUCAO DE DIHIDROXIACETONA

As diferentes estirpes foram crescidas por 24h a 32°C em meio GB liquido e 5
ul deste crescimento foram depositados (na forma de “spots”) em placas de Petri
contendo o meio apropriado (item 5.1.4.3.). Apds 5 dias de incubacao a 32°C, as

placas contendo as estirpes testadas foram cobertas com a solugcdo de Fehling
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(solugdo A+B). O aparecimento de um halo rosa em torno do crescimento bacteriano

indicard a producao de dihidroxiacetona.

5.7. CARACTERIZACAO GENOTIPICA

5.7.1. EXTRACAO DE DNA GENOMICO

As estirpes foram crescidas em 30 ml do meio GB a 32°C por 24h para a
extragdo de DNA gendmico, conforme descrito por Seldin & Dubnau (1985). As
culturas foram centrifugadas (centrifuga Sorvall RC5B com rotor SS-34) a
temperatura ambiente, a 8.000 rpm durante 15 min, o precipitado foi lavado com 10
ml de TE e re-centrifugado nas mesmas condi¢des. Ao precipitado foram acrescidos 2
ml de tampdo de lise € 2 mg de lisozima, deixando a preparag¢do por 30 min a 37°C.
Foi adicionado entdo, a cada preparagao, 200 ul de SDS a 10% e estas foram
incubadas por mais 10 min a 37°C. Apoés esse periodo, foram adicionados 10 ul de
RNase A (10 mg /ml) e as preparagdes incubadas por mais 10 min a 37°C, quando
entdo foram adicionados 220 ul de pronase (10 mg /ml) e as preparagdes incubadas a
37°C por mais 2 horas. Posteriormente, foram adicionados 250 pl de acetato de sodio
(3M, pH 7,0) e 6 ml de etanol absoluto e as preparacdes mantidas por uma noite a —
20°C.

Estas preparagdes foram entdo centrifugadas a 4°C por 15 min a 10.000 rpm e
o DNA precipitado foi ressuspenso em 1,5 ml de TE. Esta suspensdo foi deixada a
4°C por uma noite e entdo tratada com 500 ul de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1)
e centrifugada (centrifuga Eppendorf 5410) a temperatura ambiente, 10.000 rpm por

5 min. A fase aquosa foi tratada duas vezes com o mesmo volume de cloroférmio-
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alcool isoamilico (24:1) e centrifugada nas mesmas condigdes. O DNA foi entdo
precipitado com 1/10 do volume de acetato de s6dio 3M pH 7,0 e 2 volumes de etanol
absoluto gelado, sendo deixado por uma noite a —20°C. As prepara¢des foram
centrifugadas a 4°C por 15 min a 10.000 rpm e o precipitado, lavado com etanol a
70% e ressuspenso em 300 pl de TE, sendo a suspensdo mantida a 4°C.

O produto da extragdo de DNA foi submetido a uma eletroforese em gel de
agarose a 0,8%, a 90 Volts por 2 horas e corado nas mesmas condi¢cdes descritas no

item 5.7.4., para verificar a integridade do DNA e a possivel contaminagdo com RNA.

5.7.2. AP-PCR

Para os experimentos de AP-PCR foram testados 22 “primers”
(oligonucleotidios arbitrarios, listados na Tabela 1) com algumas das estirpes
isoladas, a fim de observar a reprodutibilidade dos padrdes de amplificacdo e o
numero de marcadores (bandas de diferentes tamanhos geradas com cada “primer”).
Os “primers” que apresentaram uma maior reprodutibilidade e um nimero razoavel
de marcadores (entre 4 a 20) nos padroes de amplificacdo com cada uma das estirpes
testadas, foram utilizados para a amplificacdo de todas as estirpes de P. polymyxa

1soladas no trabalho.
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Tabela 1: Oligonucleotidios da Operon Technologies® testados com algumas

estirpes isoladas.

“PRIMER” SEQUENCIA “PRIMER”| SEQUENCIA
OPA-A03 | *TTAGCGCCCC® | OPD-10 | *GGTCTACACC”
OPA-C17 | °CCTGGAGCTT” | OPD-11 | YAGCGCCATTG”

OPD-1 *ACCGCGAAGG® | OPD-12 | CACCGTATCC
OPD-2 *GGACCCAACC | OPD-13 | *GGGGTGACGA*
OPD-3 *GTCGCCGTCA* | OPD-14 | °CTTCCCCAAG’
OPD-4 *TCTGGTGAGG® | OPD-15 | *CATCCGTGCT®
OPD-5 *TGAGCGGACA® | OPD-16 | >AGGGCGTAAG’
OPD-6 *ACCTGAACGG® | OPD-17 | TTTCCCACGG”
OPD-7 *TTGGCACGGG® | OPD-18 | *GAGAGCCAAC”
OPD-8 *GTGTGCCCCA* | OPD-19 | *CTGGGGACTT”
OPD-9 *CTCTGGAGAC® | OPD-20 | *ACCCGGTCAC”

Cada reagdo de amplificacdo por PCR utilizando “primer” aleatério foi

realizada em um volume de 25 ul em tubo contendo 20 mM Tris-HCI (pHS8.4), 50

mM KCI,

5 mM MgCl,, 250 uM de cada ANTP, 0,001% de gelatina, 0,7 uM do

“primer”, 50 ng de DNA, 20 ul de 6leo mineral (Sigma) e 1,25 U da enzima Tag

polimerase (Pharmacia). O ciclo aplicado foi: 45x (Imin 94°C; 1 min 36°C; 2 min

72°C); 4°C.
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5.7.3. rep-PCR

As reacdes de amplificacdo por rep-PCR foram realizadas como descrito por
Versalovic ef al., (1994). Cada reacao foi realizada em um volume de 25 ul em tubo
contendo 20 mM Tris-HCI (pHS8,4), 50 mM KCI, 3,75 mM MgCl,, 600 uM de cada
dNTP, 1 uM do “primer” BOXAIR: > CTACGGCAAGGCGACGCTGACG’, 50 ng
de DNA, 20 ul de 6leo mineral (Sigma) e 1,25 U da enzima Taqg polimerase (Gibco-
BRL). O ciclo aplicado foi: 1x (7 min 95°C); 30x (1 min 94°C; 1 min 53°C; 8 min
65°C); 1x 16 min 65°C; 4°C.

5.7.4. ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE

Os fragmentos gerados pelas diferentes reacdes de PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 1,4% preparado em tampao TEB, por 3 horas e meia
a 90 Volts. A amostra de DNA foi misturada com o corante para eletroforese na
proporcao do volume de 3 DNA : 1 corante, e em seguida aplicada no gel. Foi
incluido nos géis um padrdo de tamanho de DNA linear (1 Kb DNA Ladder, Gibco
BRL). Os géis foram tratados por 15 min com brometo de etidio (EtBr) na
concentragdo de 2 pg/ml, o DNA foi observado em transiluminador ultra-violeta, em

um comprimento de onda de 300nm e fotografado com camera Polaroid.
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5.8. ANALISES COMPUTACIONAIS

5.8.1. ANALISES DE SIMILARIDADE

As andlises de similaridade entre as estirpes foram baseadas na presenca e
auséncia de bandas em cada um dos experimentos de PCR (com os 3 “primers”
arbitrarios e o “primer” BOXA1R). Em cada caso, uma matriz simples foi obtida e as
estirpes comparadas par a par usando o coeficiente “simple matching” (SM) e o
dendrograma foi construido usando-se o método UPGMA (“unweighted pair group
method with arithmetic mean”), como sugerido por Versalovic et al. (1994) para
bactérias relacionadas, da mesma espécie ou género. Para essas andlises foi
empregado o “software” NTSYS-pc (versdao 2.02, Exeter Software, Setauket, New
York).

5.8.2. ANALISE DE GRUPO

Esta analise foi feita utilizando-se todos os dados obtidos com os 3 “primers”
arbitrarios e 0 BOXA1R. O dendrograma foi construido utilizando-se o critério de
varidncia-minima (Ward) e distdncia Euclidiana (Rencher, 1995). Os calculos
computacionais foram realizados empregando-se o “software” MATHEMATICA
(Wolfram Research Inc., Champaing, I1I) contendo adaptagdes feitas por Alberto
Nobrega.
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5.8.3. ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados obtidos nas analises de AP-PCR e rep-PCR foram submetidos a
analise do componente principal (ACP) utilizando-se o “software” MATHEMATICA
(Wolfram Research Inc., Champaing, III). Os fatores de maior importancia obtidos na
analise do componente principal foram utilizados para comparar estatisticamente as
estirpes isoladas dos diferentes cultivares de milho através da analise de variancia
(MANOVA = “Multivariate analysis of variance”). A analise de variancia foi

realizada com o pacote estatistico do “software” NTSYS-pc.
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6. RESULTADOS

6.1. ISOLAMENTO DAS ESTIRPES

As amostras pasteurizadas das rizosferas dos quatro cultivares de milho
plaqueadas em meio TBNR deram origem a coldnias com diferentes morfologias em
meio TBNR, apos 3 dias de incubagdo em condi¢des de anaerobiose. Dentre estas
colonias, 70 colonias com aspecto semelhante a de P. polymyxa (amarelas brilhantes,
convexas € mucosas) foram selecionadas para purificagdo e posterior identificacao
bioquimica (16 isolados do cultivar CMS04, 20 isolados do CMSI11, 12 isolados do
CMS22 e 22 1solados do CMS36). As estirpes foram denominadas de PM seguidas
pelo nimero do cultivar de milho (04, 11, 22 ou 36) e por niumeros progressivos

correspondentes aos isolados.

6.2. IDENTIFICACAO DAS ESTIRPES

Das 70 estirpes previamente selecionadas para o identificagdo, 67 estirpes
apresentaram testes positivos para utilizacdo da L-arabinose, D-xilose, glicerol e
trealose; testes negativos para utilizagdo de citrato e de succinato e teste positivo para
a producao de hidroxiacetona. Apenas 3 estirpes, pertencentes ao cultivar CMS22,
divergiram quanto aos resultados esperados para a espécie P. polymyxa (Gordon,
Haynes, & Pang, 1973). Estas trés estirpes mostraram resultado negativo para a
utilizacdo do glicerol, indicando que elas poderiam pertencer a espécie Paenibacillus
peoriae, como descrito por Montefusco, Nakamura & Labeda (1993) e Heyndrickx et
al. (1996). A observacdao de resultados positivos para a utilizagdo de succinato e

citrato por estas trés estirpes também confirmou nossa suspeita, fazendo com que elas
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fossem excluidas deste estudo. As 67 estirpes restantes foram entdo consideradas
como a espécie P. polymyxa. Em algumas estirpes esta identificagdo foi confirmada,
através dos resultados, esperados para esta espécie, obtidos utilizando os Kits API
50CH (fermentagdo com produgdo de dacido para os carboidratos: glicerol, L-
arabinose, ribose, D-xilose, B-meti-xilosideo, galactose, D-glucose, D-frutose, D-
manose, manitol, o-metil-D-manosideo, amigdalina, arbutina, esculina, salicina,
celobiose, maltose, lactose, melibiose, sacarose, trealose, inulina, D-rafinose, amido,
glicogénio, 3-gentiobiose e D-turanose; resultados negativos, sem producao de acidos
para os carboidratos: eritritol, D-arabinose, L-xilose, adonitol, L-sorbose, rhamanose,
dulcitol, inositol, sorbitol, N-acetil glucosamina, melezitose, xilitol, D-lixose, D-
tagatose, D-fucose, L-fucose, D-arabitol, L-arabitol, gluconato, 2 ceto-gluconato, 5
ceto-gluconato). Estas 67 estirpes sdo apresentadas na Tabela 2, juntamente com os

cultivares de milho dos quais elas foram isoladas.

Tabela 2. Diferentes grupos formados pela amplificagdo do DNA total das 67 estirpes
de P. polymyxa com os “primers” arbitrarios e o “primer” BOXAIR.

Cultivares Estirpes de “PRIMERS” Grupos

de milho  P.polymyxa OPA-A03 OPA-C17  (Opp-2  BOXAIR genotipicos "

CMS04  PMO04-1 Gr.23? Gr.10 Gr.1 Gr.13 G.1
PMO04-2 Gr.24 Gr.3 Gr.2 Gr.14 G.2
PMO04-3 Gr.2 Gr.8 Gr.3 Gr.15 G.3
PMO04-4 Gr.22 Gr.10 Gr.1 Gr.15 G4
PMO04-5 Gr.25 Gr.3 Gr.2 Gr.13 G.5
PM04-6 Gr.21 Gr.5 Gr.3 Gr.15 G.6

PMO04-7 Gr.22 Gr.10 Gr.1 Gr.15 G4




CMSI11

PM04-8

PMO04-9

PM04-10

PMO04-11

PM04-12

PMO04-14

PMO04-15

PMO04-16

PM04-17

PM11-1

PM11-2

PMI11-3

PMI11-4

PMI11-5

PMI11-6

PM11-7

PMI11-8

PMI11-9

PMI11-10

PMI11-11

PMI11-12

PMI11-13

PMI11-14

Gr.1

Gr.24

Gr.22

Gr.2

Gr.26

Gr.2

Gr.2

Gr.27

Gr.28

Gr.1

Gr.2

Gr.1

Gr.2

Gr.11

Gr.1

Gr.1

Gr.2

Gr4

Gr.2

Gr.3

Gr4

Gr.2

Gr.2

Gr.1

Gr.3

Gr.3

Gr.2

Gr.1

Gr.2

Gr4

Gr.3

Gr.10

Gr.1

Gr.1

Gr.1

Gr.2

Gr.2

Gr.1

Gr.1

Gr.2

Gr.3

Gr.2

Gr4

Gr.5

Gr.2

Gr.2

Gr4

Gr.2

Gr.1

Gr.5

Gr.6

Gr.7

Gr.3

Gr.2

Gr.12

Gr.13

Gr.14

Gr.13

Gr.8

Gr.8

Gr.13

Gr.13

Gr.8

Gr.13

Gr.8

Gr.3

Gr.3

Gr.8

Gr.8

Gr.15

Gr.6

Gr.15

Gr.7

Gr.7

Gr.15

Gr.16

Gr.14

Gr.13

Gr.13

Gr4

Gr.6

Gr.16

Gr.16

Gr.16

Gr.16

Gr.16

Gr.16

Gr.16

Gr.16

Gr.16

Gr.2

Gr.2

G.7

G.8

G.9

G.10

G.11

G.12

G.13

G.14

G.15

G.16

G.17

G.18

G.19

G.20

G.21

G.21

G.19

G.22

G.19

G.23

G.24

G.25

G.25
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CMS22

CMS36

PMI11-15

PMI11-16

PMI11-17

PMI11-18

PMI11-21

PM11-22

PM22-2

PM22-4

PM22-5

PM22-6

PM22-7

PM22-8

PM22-9

PM22-11

PM22-16

PM36-1

PM36-2

PM36-3

PM36-4

PM36-5

PM36-6

PM36-7

PM36-9

Gr.15

Gr.17

Gr.17

Gr.16

Gr.17

Gr.11

Gr.2

Gr4

Gr.1

Gr.2

Gr.2

Gr.19

Gr.2

Gr.20

Gr.20

Gr.5

Gr.5

Gr.6

Gr.5

Gr.7

Gr.5

Gr.5

Gr.5

Gr.1

Gr.1

Gr.1

Gr.1

Gr.1

Gr.2

Gr.2

Gr.3

Gr.1

Gr.2

Gr.2

Gr.1

Gr.2

Gr9

Gr9

Gr.2

Gr.2

Gr.5

Gr.2

Gr.1

Gr.3

Gr.6

Gr.6

Gr.17

Gr.13

Gr.13

Gr.13

Gr.13

QGr.18

Gr.8

Gr.16

Gr.13

Gr.8

Gr.8

Gr.13

Gr.8

Gr.10

Gr.10

Gr.15

Gr.13

Gr.3

Gr.15

Gr.13

Gr.13

Gr.15

Gr.15

Gr.2

Gr.2

Gr.2

Gr.2

Gr.16

Gr.2

Gr.2

Gr.3

Gr.2

Gr.2

Gr.13

Gr.2

Gr.2

Gr.5

Gr.5

Gr.7

Gr.13

Gr.13

Gr.7

Gr.7

Gr.7

Gr.8

Gr.8

G.26

G.27

G.27

G.28

G.29

G.30

G.25

G.31

G.32

G.25

G.33

G.34

G.25

G.35

G.35

G.36

G.37

G.38

G.36

G.39

G40

G4l

G4l
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PM36-10

PM36-11

PM36-12

PM36-13

PM36-14

PM36-15

PM36-16

PM36-17

PM36-18

PM36-19

PM36-20

PM36-21

PM36-22

PM36-23

Gr.5

Gr.8

Gr.8

Gr.7

Gr.18

Gr.6

Gr.9

Gr.10

Gr.12

Gr.11

Gr.10

Gr.13

Gr.13

Gr.14

Gr.5

Gr.1

Gr.1

Gr.1

Gr.7

Gr.5

Gr.1

Gr.11

Gr.1

Gr.2

Gr.5

Gr.5

Gr.5

Gr.3

Gr.3

Gr.16

Gr.16

Gr.9

Gr.11

Gr.3

Gr.15

Gr.15

Gr.19

Gr.5

Gr.3

Gr.3

Gr.3

Gr.20

Gr.7

Gr.7

Gr.7

Gr.7

Gr.11

Gr.7

Gr.9

Gr.12

Gr.1

Gr.2

Gr.10

Gr.10

Gr.11

Gr.12

G.42

G.43

G43

G.44

G.45

G.46

G.47

G.48

G.49

G.50

G.51

G.52

G353

G.54
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*Grupos de estirpes (Gr.) obtidos a partir dos padrdes de amplificagdo do DNA total da estirpe com

cada um dos “primers” usados. (Apresentados a seguir nas Figuras e Dendrogarmas 1,2,3 ¢ 4)
® Grupos genotipicos (G.) formados pela combinagdo dos dados com os quarto “primers”.

6.3. CARACTERIZACAO GENOTIPICA

6.3.1. AP-PCR

Inicialmente, os DNAs de quatro estirpes de P. polymyxa (PM04-2, PM11-1,
PM22-2 e PM36-3) foram amplificados pela técnica de AP-PCR com os 22 “primers”

arbitrarios apresentados na Tabela 1. Nenhum produto de PCR foi obtido quando
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foram utilizados os “primers” OPD-8, 10, 14, 15 ¢ 17, quando os “primers” OPD-3, 9,
11, 13 e 19 foram utilizados, foram observadas somente bandas de alto peso
molecular. Os padrdes mais reprodutiveis foram observados com os “primers” OPD-
2, OPA-A03 e OPA-C17, que geraram 8, 9 ¢ 5 marcadores, respectivamente, dando
um total de 22 marcadores de AP-PCR para estas quatro estirpes analisadas (dados
nao mostrados). As amplificacdes subseqiientes com 0 DNA gendmico de todas as 67
estirpes isoladas com esses trés “primers” arbitrarios (OPA-A03, OPA-C17 e OPD-2)
geraram diferentes padroes de amplificagdo que puderam ser usados para agrupar as
estirpes. Isto €, estirpes que apresentavam o mesmo padrdo de amplificagdo com um

determinado “primer” eram reunidas em um grupo (Gr.).

Utilizando o “primer” OPAA-03 para verificar a diversidade entre as 67

estirpes 1soladas, foram observados 28 padroes de amplificagdo diferentes

(apresentados na Tabela 2), e mostrados a Figura 1.
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Figura 1: Grupos de estirpes (Gr.), apresentados na Tabela 2, obtidos a partir dos

padroes de amplificagao utilizando o “primer” OPA-A03.

Utilizando o “primer” OPA-C17, as 67 estirpes foram agrupadas conforme o

padrao de amplificagdo observado em 11 grupos (Gr.), apresentados na Tabela 2,

como mostra a Figura 2:
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Figura 2: Grupos de estirpes (Gr.), apresentados na Tabela 2, obtidos a partir dos

padroes de amplificagdo utilizando o “primer” OPA-C17.

Utilizando o “primer” OPD-2, as 67 estirpes foram agrupadas conforme o
padrao de amplificagdo observado em 20 grupos (Gr.), apresentados na Tabela 2,

como mostra a Figura 3:
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Gr.5
Gr.6
Gr.7
Gr.8

2,0 Kb-
1,6 Kb- £

1,0 Kb-

0,5 Kb-

Figura 3: Grupos de estirpes (Gr.), apresentados na Tabela 2, obtidos a partir dos
padrdes de amplificacdo utilizando o “primer” OPD-2.
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6.3.2. BOX-PCR

Utilizando o “primer” BOXAIR, as 67 estirpes foram agrupadas conforme o
padrao de amplificacdo observado em 16 grupos (Gr.), apresentados na Tabela 2,

como mostra a Figura 4:

Gr.10
Gr.11
Gr.12
Gr.13
Gr.14
Gr.15
Gr.16

Gr.2
Gr.3
Gr.4
Gr.5
Gr.6
Gr.7
Gr.8
Gr.9

Gr.A

2Kb -

1,6 Kb

1Kb -

0,5 Kb

Figura 4: Grupos de estirpes (Gr.), apresentados na Tabela 2, obtidos a partir dos
padroes de amplificagdo utilizando o “primer” BOXAI1R.

6.4. ANALISES COMPUTACIONAIS

6.4.1. ANALISES DE SIMILARIDADE

As amplificagdes usando os “primers” OPA-A03, OPA-C17, OPD-2 e
BOXAI1R geraram respectivamente 21, 14, 16 e 26 marcadores (bandas de diferentes
tamanhos) nos padrdoes de amplificacdo das 67 estirpes. A andlise de similaridade
entre as estirpes foi baseada na presenca e auséncia de bandas de diferentes tamanhos

nos padrdes de amplificacdo, empregando-se o coeficiente SM e o método UPGMA,
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0 que possibilitou agrupar as 67 estirpes como demonstram os Dendrogramas 1, 2, 3 e
4.

Analisando a combina¢do de todos os dados (77 marcadores obtidos nas
amplificacdes das 67 estirpes com os quatro “primers”), somente quando o “primer”
BOXAIR foi utilizado, uma banda (de aproximadamente 1,2 Kb) foi comum a todas

as 67 estirpes estudadas e outra banda de 570 pb foi observada em 66 estirpes (ndo

OPA-A03

Ne)

M

A=W

|

|
0.68 0.76 0.84 092 1.00
Coefficient

sendo detectada somente na estirpe PM36-18).
Dendrograma 1: Similaridade entre os grupos de estirpes (Gr.), formados utilizando
os marcadores gerados com o “primer” OPA-A03 e apresentados na Tabela 2 e

Figura 1.
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OPA-C17

048 0.61 0.74 0.87 1.00
Coefficient

Dendrograma 2: Similaridade entre os grupos de estirpes (Gr.), formados utilizando
os marcadores gerados com o “primer” OPA-C17 e apresentados na Tabela 2 e

Figura 2.



45

OPD-2

0.59 0.69 0.79 0.90 1.00
Coefficient

Dendrograma 3: Similaridade entre os grupos de estirpes (Gr.) , formados
utilizando os marcadores gerados com o “primer” OPD-2 e apresentados na Tabela 2

e Figura 3.



BOXAIR

|
0.53 0.65 0.77 0.88 1.00
Coefficient

Dendrograma 4: Similaridade entre os grupos de estirpes (Gr.) , formados
utilizando os marcadores gerados com o “primer” BOXAIR e apresentados na

Tabela 2 e Figura 4.
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6.4.2. ANALISE DE GRUPO

Utilizando todos os dados (77 marcadores obtidos nas amplificagdes das 67
estirpes com os quatro “primers” OPA-A03, OPA-C17, OPD-2 ¢ BOXAIR) foi
realizada uma andlise de grupo de acordo com o critério de varidncia-minima (Ward)
e distancia Euclidiana. O resultado obtido ¢ mostrado no Dendrograma 4, no qual as
67 estirpes isoladas foram divididas em 54 grupos genotipicos (G.), apresentados na
Tabela 2. Ainda no Dendrograma 4, podemos observar dois grupos principais,
denominados I e II. O Grupo I foi formado predominantemente por estirpes isoladas
dos cultivares de milho CMS04 e CMS36, enquanto o Grupo II foi formado
predominantemente por estirpes isoladas dos cultivares CMS11 e CMS22. Somente
uma estirpe do cultivar CMS04 (PMO04-11) pode ser encontrada no Grupo II,
enquanto que somente duas estirpes isoladas do cultivar CMS11 (PM11-11 e PM11-
12) foram encontradas no Grupo I. Os grupos I e II foram formados por 37 e 30

estirpes, respectivamente.
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Dendrograma 4: Construido a partir de todos os dados obtidos nos

experimentos de PCR, utilizando o método Ward e distancia Euclidiana.
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6.4.3. ANALISE ESTATISTICA

Antes de compararmos as diferentes populagdes de P. polymyxa isoladas
de cada um dos 4 cultivares de milho, os dados obtidos com as amplificagdes por AP-
PCR e rep-PCR (77 marcadores) foram primeiramente submetidos a andlise do
componente principal (ACP), um método multivariado, no qual a dimensdo dos
parametros ¢ reduzida enquanto.a maior parte da varidncia dos dados € preservada.
ApOs este tratamento, a matriz de dados foi comprimida para 67x5 (cinco primeiros
fatores resultantes da ACP, os quais representam 56% da variancia da populacdo) e
67x8 (oito primeiros fatores, que representam 73% da varidncia total dentro da
populagdo estudada). Para realizar a MANOVA, a matriz contendo os oito primeiros
fatores foi utilizada. A populagao total de P. polymyxa (67 estirpes) foi dividida em
quatro subpopulacdes (CMS04, CMS11, CMS22 ¢ CMS36), correspondentes aos
1solados de cada um dos quatro cultivares de milho. Os resultados das comparagdes
entre as quatro subpopulagdes estdo apresentados na Tabela 3. Os dados mostram
claramente que as estirpes isoladas dos diferentes cultivares de milho sdo
significativamente diferentes (P=1,7x10"). A MANOVA foi realizada para todas as
combinagdes possiveis, trés-a-trés e dois-a-dois, com as estirpes dos quatro cultivares
de milho. Todas as combinagdes trés-a-trés foram significativamente diferentes. A
maioria das combinagdes dois-a-dois ndo foi significativamente diferente. Somente
em dois casos, quando a subpopulacgao isolada do cultivar CMS36 foi comparada com
as 1soladas dos cultivares CMS04 e CMSI11, os resultados mostraram ser
significativamente diferentes, sugerindo que as estirpes isoladas deste cultivar
distanciam-se das outras. O diagrama apresentado na Figura 5 corresponde a
representacdo em duas dimensdes dos resultados da MANOVA, confirmando estas

observacoes.



Tabela 3. MANOVA das 67 estirpes de P. polymyxa, isoladas das rizosferas dos

quarto cultivares de milho.

Andlise canOnica variada  Estatistico * F estatistico P°

Cultivares de milho:

CSM04 x 11 x 22 x 36 1.80 3.81 1.7x 107
CSM04 x 11 x 22 2.13 2.35 0.0075
CSMO04 x 22 x 36 2.13 3.36 2.0x 10"
CSM11 x 22 x 36 2.09 2.93 7.6x10™
CSM04 x 11 x 36 2.09 3.97 1.0x 107
CSM04 x 11 3.12 2.22 0.058
CSMO04 x 22 3.20 1.99 0.114
CSMO04 x 36 3.12 3.63 0.0048
CSM11 x 22 3.15 1.68 0.165
CSM11 x 36 3.08 3.61 0.0041
CSM22 x 36 3.15 2.23 0.065

* Teste multivariado de significancia (valor de lambda Wilk’s)
® P, probabilidade de ocorréncia de varidncia extrema.
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Figura 5. Representacdo em duas dimensdes dos resultados da MANOVA das

subpopulagdes de estirpes isoladas dos diferentes cultivares de milho.
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7. DISCUSSAO:

Tem sido mostrado que a diversidade bacteriana ¢ afetada pela quantidade e
composi¢do de materiais organicos excretados pelas raizes das plantas (exudatos), e
que estes podem variar em diferentes cultivares ou durante o desenvolvimento da
planta (Neal, Ackinson & Larson, 1970; Neal & Larson, 1976; Chanway, Holl &
Turkington, 1998).

Neste estudo foi analisada a diversidade genética de 67 estirpes de P. polymyxa,
que foram isoladas da rizosfera de quatro diferentes cultivares de milho plantados em
solo de cerrado. Estirpes de P. polymyxa ja haviam sido descritas na rizosfera de
milho (von der Weid, ef al. 2000), entretanto ndo haviam dados sustentando a sele¢ao
de subpopulagdes especificas de P. polymyxa em diferentes cultivares.

As técnicas de AP-PCR e rep-PCR se mostraram eficientes na discriminagdo
das 67 estirpes isoladas. Um alto nivel de diversidade genética foi encontrado dentro
da populacdo de P. polymyxa isolada neste estudo, o que ¢ demonstrado pelos 54
grupos genotipicos (G.) distintos apresentados na Tabela 2.

Os quatro Dendrogramas 1, 2, 3 e 4, construidos baseados nos dados obtidos
com cada um dos “primers” separadamente, ndo apresentam exatamente a mesma
relagdo filogenética entre as estirpes. Porém eles nos permitem separar as estirpes
1soladas em grupos geneticamente relacionados (Tabela 2). As estirpes desses grupos
podem pertencer a um ancestral comum ou serem estirpes co-isoladas. Diferencas
entre as estirpes isoladas foram mostradas claramente nos dendrogramas,
independente dos “primers” utilizados para a construcdo destes. Em um estudo
anterior, von der Weid ef al. (2000) demonstraram que estirpes de P. polymyxa

isoladas de milho (cultivar BR-201) também foram heterogéneas. Além disto, eles
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foram capazes de associar a diversidade da populagcdo de P. polymyxa presente na
rizosfera aos diferentes estagios de desenvolvimento do milho plantado em solo de
cerrado. A diversidade de estirpes associadas com o crescimento do milho também foi
demonstrada por Seldin ef al., (1998) trabalhando com Paenibacillus azotofixans. Mc
Arthur, Kovacic & Smith, (1988) e Di Cello et al., (1997) também conseguiram
estabelecer esta relagao trabalhando com Burkholderia cepacia.

No estudo apresentado foram fixados 90 dias apds o plantio do milho para
conduzir o isolamento das estirpes, baseado nas observagdes de Hamlen, Lukezic &
Bloom., (1972) de que os exudatos das plantas, os quais representam fontes
nutricionais para microrganismos da rizosfera podem influenciar a comunidade
microbiana. Sendo assim o estagio médio-final do crescimento do milho
(aproximadamente 90 dias) deveria representar um ecossistema mais estavel quando
comparado com ecossistemas de plantas muito jovens ou em declinio.

Para compreender melhor como a variabilidade genética da populacao de P.
polymyxa fo1 influenciada pelos cultivares de milho, os marcadores obtidos com o
AP-PCR e rep-PCR foram agrupados de acordo com o critério de varidncia-minima
utilizando distancia Euclidiana (Dendrograma 4). Dois grupos principais foram
observados, um formado basicamente por estirpes isoladas dos cultivares CMS04 e
CMS36 e o outro formado basicamente por estirpes isoladas dos cultivares CMS11 e
CMS22. A Figura 5 também mostra uma grande proximidade entre a subpopulagdes
i1soladas destes dois ultimos cultivares. Esses dois cultivares CMS11 e CMS22 foram
originados dos germoplasmas do México e Caribe, esta poderia ser uma explicagdao
para esta proximidade encontrada entre as subpopulagdes isoladas destes dois
cultivares.

Quando os dados das andlises de PCR (AP-PCR e rep-PCR) foram
posteriormente utilizados na MANOVA, o problema gerado por diferencas no nimero

de estirpes isoladas de cada um dos cultivares e o baixo numero de estirpes (67) em
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relagdo ao nimero de parametros analisados (77 marcadores) foi minimizado pelo
tratamento da matriz pela ACP, o que possibilitou a compressdo da matriz de dados
em 67x8, utilizando os 8 primeiros fatores que representam 73% da variancia total da
populagdo estudada. O numero de estirpes isoladas foi no minimo oito vezes maior do
que o numero de parametros analisados na MANOVA (8 fatores), tornando o
tamanho da amostra (67 estirpes) estatisticamente robusto, preservando a maior parte
(73%) da variancia encontrada na populacdo. Os resultados da MANOVA, assim
como os resultados da andlise de grupo, mostraram que os cultivares de milho
afetaram significativamente a diversidade das populacdes de P. polymyxa (Tabela 3 e
Figura 5). Isto pode ser observado claramente quando as estirpes isoladas do cultivar
CMS36 foram comparadas com as demais subpopulagdes isoladas dos outros
cultivares (Tabela 3), o que sugere que a planta tenha selecionado uma subpopulacao
de P. polymyxa especifica. E importante apontar que este cultivar ¢ o mais bem
adaptado as condicdes tropicais € ao solo acido do Cerrado, dentre os cultivares
estudados. Resultados similares tem sido descritos por Paffeti et al. (1996) e Carelli et
al. (2000) em cultivares de alfafa e populacdes de Sinorhizobium meliloti e por Garcia
de Salomone et al., (1996) em um cultivar de milho associado com Azospirilum. Em
todos esses casos o cultivar influenciou significativamente na distribuicdo da
variabilidade genética de populagdes especificas.

As descobertas apresentadas enfatizam a importancia da selecdo de estirpes de
P. polymyxa para serem usadas como inoculantes de milho em solo de cerrado,
entretanto mais estudos sao necessarios para avaliar o potencial efetivo dessas estirpes

como rizobactérias promotoras do crescimento de plantas.
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