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IDENTIFICAÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DE ISOLADOS DE Paenibacillus spp 
PROVENIENTES DE AMOSTRAS DE ÁGUA E DE SOLO 1/  
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Orientadora: Dra. Gertrudes Corção. 

RESUMO 

O gênero Paenibacillus, anteriormente pertencente ao gênero 
Bacillus, tem como representantes bastonetes produtores de esporos que se 
diferenciam destes pelos padrões encontrados através da amplificação e 
seqüenciamento de um fragmento da subunidade 16S rDNA. Esse gênero é 
extremamente diverso sendo encontrado tanto em ambientes aquáticos como 
em ambientes terrestres, e seus representantes podendo ser desde patógenos 
de animais a fixadores de nitrogênio (associados ou não a plantas). Dos oitenta 
bastonetes Gram positivos esporulados isolados dos balneários de Ipanema, 
Belém Novo e Lami (Porto Alegre/RS), trinta e cinco foram identificados através 
de PCR como sendo do gênero Paenibacillus e dos sessenta isolados de solo 
provenientes de Belém Novo (Porto Alegre/RS) e Osório (RS), vinte e nove são 
pertencentes a este gênero. Nos isolados provenientes da água foram 
encontrados representantes de P. validus (8), P. azotofixans (6), P. illinoisensis 
(3), P. chibensis (3), P. glucanolyticus (3), P. borealis (2), P. koreensís (2), P. 
brasiliensis (2), P. odorífer (1), P. apiarius (1), P. graminís (1), P. macerans (1), 
P. pabuli (1) e P. thiaminolyticus (1). Entre os indivíduos provenientes de 
amostras de solo foram identificados P. alginolyticus (7), P. pabuli (5), P. 
azotofixans (3), P. validus (4), P. thiaminolyticus (2), P. chibensis (2), P. 
apiarius (2), P. glucanolyticus (2), P. macquariensis (1) e P. peoriae (1). A 
caracterização genética através de BOX-PCR produziu fragmentos de 4365 a 
445bp e revelou vinte e oito grupamentos em um nível de similaridade de 73% 
nos isolados provenientes da água, e dezoito grupamentos a 70% nos isolados 
do solo. Pelas análises foi possível identificar um elevado grau de polimorfismo, 
com diferenças inter e intraespecíficas entre os isolados de Paenibacillus, isso 
sendo evidenciado pelo alto número de grupamentos encontrados. Os isolados 
de Paenibacillus provenientes da água e do solo puderam ser separados em 
grupamentos distintos através do BOX-PCR, sugerindo que populações 
distintas estejam estabelecendo-se nestes ambientes. 

1/  Dissertação de Mestrado em Microbiologia Agrícola e do Ambiente- Biologia 
Molecular de Microrganismos, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal 
do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (139 p.) Fevereiro, 2003 
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Autor: Anelise Beneduzi da Silveira 
Adviser: Gertrudes Corção, Ph. D. 

ABSTRACT 

Paenibacillus genus, formerly Bacillus genus, are spore producer 
rod-shape that differ from Bacillus for the patterns found through 16S rDNA 
subunit amplification and sequencing. This genus is extremely diverse, being 
found both on aquatic and land environment, and it can be from animal 
pathogens to nitrogen fixer (associated or not to piants). From the eighty 
sporulated Gram positive rod-shape isolated from Ipanema, Belém Novo and 
Lami (Porto Alegre/RS), tirthy-five were identified through PCR as being 
Paenibacillus genus and, from the sixty isolated soul samples collected in Belém 
Novo (Porto Alegre/RS) and Osório (RS), twenty-nine belonged to this genus. 
Isolates of P. validus (8), P. azotofixans (6), P. iffinoisensis (3), P. chibensis (3), 
P. glucanolyticus (3), P. borealis (2), P. koreensis (2), P. brasiliensis (2), P. 
odorifer (1), P. apiarius (1), P. graminis (1), P. macerans (1), P. pabuli (1) and 
P. thiaminolyticus (1) were found on the isolated coming from water. Among the 
isolates coming from soil samples, it was identified P. alginolyticus (7), P. pabuli 
(5), P. azotofixans (3), P. validus (4), P. thiaminolyticus (2), P. chibensis (2), P. 
apiarius (2), P. glucanolyticus (2), P. macquariensis (1) and P. peoriae (1). The 
genetic characterization through BOX-PCR produced fragments from 4365 to 
445bp and revealed twenty-eight groups with 73% similarity levei on water 
isolates, and eighteen groups with 70% levei on soil isolates. Through the ran 
out analysis a high degree of polymorphism were identified, with inter and 
intraspecific differences between the Paenibacillus isolates, what was observed 
with the high amount of groups found. The Paenibacillus isolates from water 
and soil could be separated in distinct groups through BOX-PCR, what 
suggests that different populations are being established in this environments. 

1/ 	Master of Science Dissertation in Environmentai and Agricultura) 
Microbiology, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande 
do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (139 p.) February of 2003. 
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1. INTRODUÇÃO 

O gênero Paenibacillus, anteriormente pertencente ao gênero 

Bacillus, tem como representantes bastonetes produtores de esporos que se 

diferenciaram destes pelos padrões encontrados através da amplificação e 

seqüenciamento de um fragmento da subunidade 16S rDNA e também por 

alguns representantes do gênero apresentarem o gene nifH (gene que codifica 

a proteína ferro do complexo da enzima nitrogenase). Esse gênero é 

extremamente diverso sendo encontrado tanto em ambientes aquáticos como 

em ambientes terrestres, e o seus representantes podendo ser desde 

patógenos de animais à fixadores de nitrogênio no solo (associados ou não a 

plantas). 

A caracterização genética baseada no padrão de fragmentos gerada 

por "Polymerase Chain Reaction" (PCR) está sendo usada para o estudo de 

comunidades microbianas de diversos ambientes. Famílias de sequências 

repetitivas de DNA (REP, ERIC e BOX) estão espalhados por todo o genoma e 

são utilizados para produzir um padrão de fragmentos de DNA típico de 

diversas espécies bacterianas e podem revelar diferenças entre linhagens. Em 

particular, o elemento BOX que consiste de diferentes subsequências 

conservadas (BOX A, BOX B e BOX C) e que se encontra disperso por todo o 

genoma. 
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Devido a grande diversidade do gênero Paenibacillus, a identificação 

do gênero através do 16S rDNA aliada a caracterização molecular dos isolados 

através do elemento repetitivo BOX, pode ser uma ferramenta de rápida 

detecção de uma determinada espécie de Paenibacillus, já que somente os 

testes bioquímicos clássicos são insuficientes para a identificação deste 

gênero. 

A parte experimental deste trabalho foi desenvolvida no 

Departamento de Microbiologia no Instituto de Ciências Básicas da Saúde da 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul e teve como objetivos: 

• identificar através da amplificação por PCR os isolados provenientes da 

água e do solo (rizosfera de milho) como pertencentes ao gênero 

Paenibacillus sp; 

• caracterizar os isolados em nível de espécie através de provas bioquímicas 

clássicas; 

• caracterizar molecularmente os isolados através da amplificação por PCR 

utilizando oligonucleotídeos BOX ; 

• analisar e comparar os isolados da água e do solo em relação a suas 

características moleculares; 

• comprovar a presença do gene nifH nos isolados identificados previamente 

como espécies fixadoras de nitrogênio. 



2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 O gênero Bacillus e sua heterogeneidade filogenética 

Bactérias em forma de bastonetes, aeróbias ou anaeróbias 

facultativas e formadoras de esporos têm sido geralmente classificadas como 

sendo do gênero Bacillus, um taxon sistematicamente diverso (Claus & 

Berkeley, 1986). Os indivíduos pertencentes a este gênero estão entre os 

microrganismos mais largamente distribuídos e possuem papéis significantes 

nas comunidades microbianas (Reva et al., 1995). 

Embora representantes de Bacillus tenham sido extensivamente 

estudados, é conhecido que sua taxonomia é insatisfatória. O gênero Bacillus é 

fenotipicamente heterogêneo, com membros exibindo uma grande diversidade 

de requerimentos nutricionais, condições de crescimento, metabolismo e 

composição de DNA (32 a 69%mol G+C). Como exemplo dessa diversidade 

estão os organismos estritamente aeróbios, os anaeróbios facultativos e até 

mesmo acidófilos, alcalófilos, quimiolitotróficos, halófilos, psicrófilos e termófilos. 

Em adição a isto, há também uma forte evidência de heterogeneidade 

filogenética (Ash et ai., 1993). 

A primeira tentativa em nível molecular usada para separar este 

gênero foram análises comparativas da subunidade 16S do RNA ribossomai 

(16S rRNA). Estes estudos revelaram um único grupo diverso contendo a 
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maioria das espécies examinadas. Havia, entretanto, um número de espécies 

individuais (Bacillus alvei, B. polymyxa, B. brevis, B. acidocaldarius e B. 

cycloheptanicus) que foram até mais diversos e não pareceram pertencer 

àquele único grupo citado anteriormente. Dentro do grupo principal de Bacillus, 

as análises do 16S rRNA revelaram pelo menos dois grupos moderadamente 

relacionados: o primeiro consiste de organismos com esporos elípticos que 

estão localizados centralmente (B. subtilis, B. pumilus, B. megaterium e B. 

cereus) e o segundo subgrupo inclui organismos que formam esporos esféricos 

(B. minovorans, B. globisporus, B. insolitus, B. pasteurii, B. sphaericus e 

Sporosarcina ureae, bem como três organismos não formadores de esporas: 

Planococcus citreus, Filibater limicola e Caryophanon !atum). Outros membros 

do grupo principal de Bacillus que têm sido examinados pelo 16S rRNA são B. 

stearothermophilus e Thermoactinomyces vulgaris. Embora estes resultados 

tenham um bom fundamento, estava claro que esse exame inicial era 

insuficiente para definir o grande número de relações dentro do gênero que 

seriam necessárias antes que revisões taxonômicas pudessem ser feitas. 

Também há uma interligação entre organismos não esporulados com 

esporulados, como citado acima, que necessita de trabalhos adicionais para o 

entendimento da relação das espécies de Bacillus com outros gêneros (Rôssler 

et al., 1991). 

No estudo de Rõssler et al. (1991) foram introduzidos os primeiros 

resultados de uma análise do gênero Bacillus utilizando seqüências do 16S 

rRNA produzidas por sequenciamento direto com transcriptase reversa ou pela 

amplificação do DNA ribossomal. Novas seqüências do 16S rRNA foram 
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obtidas por este estudo (mais de 1300 nucleotídeos sequenciados). A análise 

comparativa revelou pelo menos quatro grupos de espécies de Bacillus: o grupo 

do B. subtilis que inclui também o B. stearothermophilus; o grupo do B. brevis 

que inclui B. laterosporus e o grupo do B. alveí que inclui o B. polymyxa, B. 

macquariensis e B. macerans. Também houve uma ramificação representada 

somente pelo B. cycloheptanicus. Esta análise mais completa não somente 

confirmou a diversidade entre três destes grupos estudados previamente pelo 

16S rRNA, mas também encontrou um fundamento seguro para identificar um 

segundo membro do "grupo B. brevis" e dois novos membros do "grupo B. 

alvei". Dentro de cada um destes grupos existe uma similaridade de seqüências 

superior a 90% e entre os grupos a similaridade encontrada é menor que 90%. 

A distinção entre eles é ainda maior pelo fato que certas bactérias Gram 

positivas não formadoras de esporos, tais como os enterococos, lactobacilos e 

leuconostocos mostrarem uma similaridade de seqüências maior com B. subtilis 

e B. stearothermophilus do que estes com os grupos do B. brevis e do B. alvei. 

De acordo com estes resultados, está claro que os organismos comumente 

colocados dentro do gênero Bacillus exibem grandes diferenças genotípicas 

que justificam a criação de novos gêneros. Dados fenotípicos também 

demonstram que diversidade e similaridades dos bacilos têm sido encontradas 

no grupo do B. alveí, todavia não existem as mesmas similaridades fenotípicas 

para os outros grupos definidos em nível genotípico (Figura 1). 



B.cycloheptanicus 

Holiobacterium 
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Figura 1. Árvore filogenética construída a partir da matriz de 
distância da análise de sequências do 16S rRNAs de bacilos, 
enterococos, lactobacilos e leuconostocos. 
Fonte: ROssler et al., 1991 

Os estudos relativos ao 16S rRNA haviam sido restritos as nove 

espécies citadas acima, consequentemente não era possível traçar conclusões 

seguras sobre a estrutura filogenética do gênero (Ash et al., 1991). 

Nos estudos de Ash et al. (1991) foram determinadas quase todas as 

seqüências da estrutura do 16S rRNA (95% da molécula total, 1450 a 1490 

nucieotídeos) de mais de cinqüenta espécies de Bacillus usando-se a 

transcriptase reversa. Uma considerável diversidade filogenética dentro do 

gênero foi evidenciada através dos cinco grupos distintos produzidos pela 

análise da matriz de distância. O grupo maior ou grupo 1 compreende vinte e 

oito espécies de bacilos: B. anthracis, B. cereus, B. medusa, B. mycoides e B. 

6 
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thuringiensis formam um subgrupo; B. atrophaeus, B. amyloliquifaciens, B. 

lautus, B. lentimorbus, B. licheniformis, B. popilliae, B. pumilus e B. subtilis 

formam outro subgrupo; e B. maroccanus, B. simplex e B. 

psychrosaccharolyticus outro subgrupo. Muitos outros bacilos formaram 

ramificações distintas e não possuem relações específicas com outras espécies 

dentro do grupo. O grupo 2 é formado pelas espécies: B. fusiformís, B. 

globisporus, B. insolitus, B. pasteurii, B. psychrophilus e B. sphaericus. 

Sporosarcina ureae também foi colocada neste grupo. O grupo 3 consiste de B. 

macerans e nove outras espécies (B. amylolyticus, B. macquariensis, B. pabuli, 

B. azotofixans, B. polymyxa, B. pulvifaciens, B. larvae, B. gordonae e B. alver). 

Este grupo exibe uma baixa homologia de seqüências com os outros Bacillus e 

pelo modelo de ramificação da árvore constitui um agrupamento distinto. O 

grupo 4 consiste de duas espécies: B. brevis e B. laterosporus e formam uma 

linha distinta de origem exibindo um baixo nível de relação com todos os outros 

bacilos examinados. B. stearotherrnophilus, B. kaustophilus e B. 

thermoglucosidasius formam o grupo 5. O acidófilo e termofílico, B. 

cycloheptanicus, exibiu a menor similaridade de seqüências com todas as 

outras espécies examinadas e claramente representa um taxon separado. Das 

outras espécies formadoras de esporos estudadas, B. alcalophilus e B. 

aneurinolyticus permaneceram fora dos grupos, assim como Sporolactobacillus 

inulinus que também formou uma linha separada de origem (Figura 2). 
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Figura 2. Árvore de distância evolutiva mostrando a heterogeneidade do gênero 
Bacillus. 
Fonte: Ash et al., 1991 
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Os resultados do estudo de Ash et ai. (1991) com a análise da 

seqüência do 16S rRNA reafirmaram a inadequação de definir gêneros 

baseados em critérios fenotípicos. Está claro que o gênero Bacillus é 

filogeneticamente muito heterogêneo e requer revisões taxonômicas extensivas. 

Os cinco grupos genéticos criados a partir da análise da matriz de distância 

claramente representam gêneros distintos. 

A base da sistemática bacteriana está sofrendo mudanças 

fundamentais, características fenotípicas clássicas estão sendo substituídas por 

critérios moleculares e genéticos. A classificação microbiana no futuro será 

baseada nestes critérios (seqüências e estruturas). As seqüências de 

nucleotídeos podem revelar relações evolucionárias, enquanto que caracteres 

fenotípicos podem não revelar (Heyndrickx et al., 1995). 

Em 1992, o Comitê Internacional de Sistemática Bacteriana, mais 

especificamente o Subcomitê da Taxonomia do gênero Bacillus decidiu realizar 

um estudo taxonômico polifásico deste gênero com o objetivo de estabelecer 

procedimentos padrões para a descrição de espécies e revisão da 

nomenclatura (Heyndrickx et ai., 1995). 

Recentemente a reorganização do gênero Bacillus foi iniciada com a 

introdução do novo gênero Alicyclobacillus, para as espécies termofílicas e 

acidófilas que contém os ácidos graxos co-ciclohexano ou o-cicloheptano (B. 

cycloheptanicus) (Ash et ai., 1993). 

Estudos taxonômicos mostraram que linhagens pertencentes às 

espécies B. brevis deveriam ser transformadas em nove novas espécies e a 

espécie B. aneurinolyticus também foi revista. Essas duas espécies foram 
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renomeadas como sendo os novos gêneros Brevibacillus e Aneurinibacillus 

respectivamente (Shida et al., 1996). 

Subseqüentemente os outros grupos filogenéticos também foram 

renomeados como novos gêneros: Halobacillus (Spring et al., 1996), 

Virgibacillus (Heyndrickx et al., 1998), Gracillbacillus, Salibacillus (Waino et al., 

1999 apud Yoon et al. 2002), Coprobacillus (Aguilera et al., 2001), 

Amphibacillus (Nimura et ai. ,1990 apud Xu & Côté não publicado), Filobacillus 

(Schlesner et al., 2001 apud Xu & Côté não publicado), Geobacillus (Nazina et 

al., 2001 apud Xu & Côté não publicado), Ureibacilius (Fortina et al., 2001 apud 

Xu & Côté não publicado), Jeotgalibacillus e Marinibacillus (Yoon et al., 2001 

apud Xu & Côté não publicrdo). 

Ash et al. (1993) propôs que vários membros deste gênero deveriam 

ser reclassificados no novo gênero Paenibacillus. Nesses estudos, uma sonda 

altamente específica baseada em características do 16S rRNA foi descrita e 

com isso foi encontrado um mecanismo seguro de diferenciar membros do novo 

gênero de outros bacilos produtores de esporos. Essa análise revelou a 

presença de uma seqüência potencialmente característica para o grupo três de 

Bacillus, na região variável V5 do 16S rDNA. Todas as espécies do grupo três 

testadas (B. alvei, B. amylolyticus, B. azotofiXans, B. gordonae, B. larvae, B. 

macerans, B. macquariensis, B. pabuli, B. polymyxa, B. pulvifaciens e B. 

validus) reagiram positivamente com a sonda enquanto outros bacilos e 

Alicyclobacillus acidocaldanus não hibridizaram. Com  os resultados de Ash et 

al. e este trabalho de 1993, foi possível concluir que o grupo três representa um 

grupo filogenetic,amente distinto. Membros deste grupo exibem alta homologia 
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dessas seqüências e são remotamente relacionados com B. subtilis que é a 

espécie padrão do gênero Bacillus (Figura 3). 

Figura 3. Árvore filogenética mostrando as inter relações do novo gênero Paenibacillus e 
outras espécies de Bacillus. Grupos 1 a 5 como definidos por Ash et al. (1991). Grupo 1 
(a) B. anthracis, B. cereus, B. mycoides e B. thuringiensis; (b) B. amyloliquefaciens, B. 
atrophaeus, B. lautus, B. lentimorbus, B. popílliae, B. licheniformis, B. pumilus e B. 
subtilis; (c) B. maroccanus, B. psychrosaccharolyticus e B. simplex. 
Fonte: Ash et al., 1993. 
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Um oligonucleotídeo iniciador altamente específico denominado 

PAEN515F foi desenhado baseado numa seqüência de DNA encontrada no 

gene 16S rRNA das espécies de Paenibacillus. Assim como a hibridização 

usada por Ash et al. (1991) e a amplificação usando oligonucleotídeos 

específicos para o gênero Brevibacillus e Aneurinibacillus usada por Shida et al. 

(1996), o gênero Paenibacillus foi diferenciado com sucesso de outros Bacillus 

usando PAEN515F (Shida et al., 1997a). 

Estudos anteriores têm mostrado que amplificações pela Reação em 

Cadeia da Polimerase (PCR) de fragmentos do gene 16S rRNA usando 

oligonucleotídeos iniciadores específicos é muito útil para a identificação de 

bactérias, como exemplo este procedimento é rápido e específico para 

identificar membros de Francisella em nível de gênero, espécie e subespécie. 

Oligonucleotídeos iniciadores foram usados para identificar o gênero 

Aneurinibacillus e Brevibacillus e foram altamente específicos. Somente o uso 

de características fenotípicas para a diferenciação e identificação de 

Bacillaceae são inadequadas e o uso de sondas e oligonucleotídeos iniciadores 

de detecção específica deveriam ser amplamente usados para a diferenciação 

destes (Shida et al., 1996). 

2.2. O gênero Paenibacillus 

Os membros do gênero Paenibacillus são organismos em forma de 

bastonetes, aeróbios ou anaeróbios facultativos que produzem esporos 

elípticos. Fenotipicamente as espécies deste grupo reagem fracamente com a 

coloração de Gram e até mesmo colônias jovens podem aparecer Gram 
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negativas, apesar de terem a estrutura Gram positiva. O DNA é composto de 

G+C (moi%) entre 40 e 54 (Shida et al., 1996). São organismos móveis por 

mecanismos de flagelos peritríquios e não produzem pigmentos (Ash et ai., 

1993). Também podem excretar uma variedade de enzimas extracelulares de 

hidrólise de polissacarídeos complexos como alginato, condroitina, quitina, 

curdlano e outros (Shida et al., 1997a). Alguns membros são conhecidos por 

produzirem polissacarídeos (Yoon et al., 2002) e compostos antimicrobianos 

tais como poiimixina, octopitina, bacifelacina e antifúngicos (Chung et al., 2000). 

Espécies de Paenibacillus têm sido isoladas de uma grande 

variedade de fontes, incluindo solo, água, rizosferas de plantas, raízes de 

árvores, materiais vegetais, alimentos, forragem, fezes e larvas de insetos 

(Daane et al., 2002). Isolados bacterianos pertencentes a esse gênero também 

têm sido encontrados no lago Vostok na Antártida (Christner et al., 2001), na 

cobertura de gelo de montanhas na China (Christner et ai., 2000), em pinturas 

biodeterioradas (Heyrman & Swings, 2001), em águas marinhas (Siefert et al., 

2000), em biofilmes redutores de mercúrio (Wagner-Dõbler et al., 2000) e em 

sedimentos estuarinos contaminados com petróleo (Daane et al., 2002). Esse 

gênero também foi abundantemente encontrado em empresas que produzem 

papéis para a indústria alimentícia (Raaska et ai., 2002). 

O gênero Paenibacillus como proposto por Ash et ai. (1993), 

representa um novo filo que consiste das seguintes espécies: P. polymyxa, P. 

alvei, P. azotofáans, P. pabuli, P. macerans, P. macquariensis e P. 

amylolyticus (Ash et ai., 1993); P. alginolyticus, P. chondroitinus, P. 

glucanolyticus, P. curdlanolyticus, P. kobensis e P. thiaminolyticus (Shida et ai., 
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1997a); P. larvae subsp. larvae e P. larvae subsp. pulvifaciens (Heyndrickx et 

al., 1996a); P. lautus e P. peoriae (Heyndrickx et al., 1996b); P. gordonae e seu 

sinônimo P. validus (Heyndrickx et al., 1995), P. durum como sinônimo de P. 

azotofixans (Rosado et al., 1997); P. illinoisensis e P. chibensis (Shida et al., 

1997b); P. dendritiformis (Tcherpakov et ai., 1999); P. jamilae (Aguilera et al., 

2001); P. graminis e P. odorifer (Berge et al., 2002); P. lentimorbus e P. 

popilliae (Pettersson et al., 1999); P. koreensis (Chung et al., 2000); P. apiarius 

(Nakamura, 1996); P. azoreducens (Meehan et ai., 2001); P. naphthalenovorans 

(Daane et ai., 2002); P. campinasensis (Yoon et al., 1998); P. borealis (Elo et 

al., 2001); P. chinjuensis (Yoon et al., 2002); P. granivorans (van der Maarel et 

al., 2000); P. brasilensis (von der Weid et al., 2002); P. koleovorans (Takeda et 

al., 2002); P. turicensis (Bosshard et al., 2002); P. glycanilyticus (Dasman et al., 

2002) e P. daejeonensis (Lee et al., 2002). 

Várias espécies descritas como bacilos fixadores de nitrogênio 

pertencem a esse gênero tais como: P. polymyxa, P. macerans e P. azotofixans 

(Rosado et al., 1998), P. peoriae (Shida et al., 1997a), P. borealis (Elo et ai., 

2001), P. graminis e P. odorifer (Berge et al., 2002) e P. brasilensis (von der 

Weid et al., 2002). 

Atualmente, o interesse em microrganismos do solo tem aumentado 

significativamente na medida que eles têm um importante papel na manutenção 

da fertilidade do solo. A maior mudança para o desenvolvimento da agricultura 

sustentável é o uso de bactérias fixadoras de nitrogênio, hábeis em assimilá-lo 

da atmosfera (Seldin et al., 1998). 
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Além da fixação de nitrogênio, P. polymyxa solubiliza o fósforo no 

solo, produz antibióticos, quitinase e outras enzimas hidrolíticas, acentua a 

porosidade do solo e produz compostos promotores de crescimento em plantas 

similares em atividade ao ácido indol acético (AIA) (Timmusk et al., 1999). 

Ainda aumenta a captação de nutrientes pela planta e age como biocontrolador 

de microrganismos patógenos nativos (Chanway, 1995). Esta espécie também 

tem sido usada em controles biológicos contra Fusarium e Pythium (Guenouri-

Athmani et al., 2000). 

O P. azotofixans é o principal representante de Paenibacillus isolado 

de solos e raízes de cana-de-açúcar, trigo e outras gramíneas. A característica 

interessante dessa espécie está relacionada com a sua capacidade de fixação 

biológica de nitrogênio, mesmo em presença de altos níveis de nitrato e com a 

produção de substâncias antimicrobianas (Neves & Rumjanek, 1998). P. 

azotofixans apresenta uma capacidade in vitro de fixar nitrogênio superior às 

outras espécies, e por não ser afetada pela presença de nitrato, a fixação em 

áreas com fertilizantes é possível (Rosado et al., 1996). 

Outros representantes são patógenos, tais como P. larvae subsp. 

larvae e subsp. pulvifaciens, que causam a mais séria doença americana de 

origem bacteriana em abelhas produtoras de mel (Apis mellifera) afetando seus 

estágios !arvais e pupais (Allipi & Aguilar, 1998, Heyndrickx et al., 1996a). 

A espécie P. alvei produz sintomas em larvas similares às produzidas 

por P. larvae, causando a mais séria doença européia em abelhas. Ao contrário 

de P. larvae que se encontra apenas associado à abelhas, P. alvei ocupa 

muitos nichos ambientais incluindo o solo, leite, larvas de mosquito e seres 
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humanos. Esta espécie produz alveolisina, uma toxina que é altamente 

homóloga a listeriolisina O, perfringolisina O, pneumolisina e estreptolisina O 

(Djordjevic et al., 2000). 

O P. apiarius é outra espécie isolada de ambientes com abelhas 

juntamente com P. thiaminolyticus, mas está distantemente relacionado a 

outros Paenibacillus associados a abelhas (Nakamura, 1996, Shida et al., 

1997). 

A maioria das espécies do gênero Paenibacillus secretam uma 

variedade de enzimas extracelulares. P. azoreducens degrada corantes têxteis 

de efluentes de indústrias (Meehan et al., 2001), P. validus e P. 

naphthalenovorans degradam hidrocarbonetos poliaromáticos (Daane et al., 

2002), P. jamilae degrada aipequina (resíduo aquoso tóxico produzido na 

extração do óleo de oliva) (Aguilera et al., 2001), P. glucanolytícus degrada 

uma variedade de p-glucanos como celulose, laminarina e pustulano (Alexander 

& Priest, 1989), P. lautus, P. curdlanolyticus e P. kobensís degradam curdlano, 

P. alginolyticus e P. chondroitinus degradam alginato (Shida et al., 1997a). 

Há ainda os que produzem exopolissacarídeos como P. chinjuensís 

(Yoon et al., 2002) e P. jamilae (Aguilera et al., 2001). P. campinasensis produz 

ciclodextrina de amido, sendo a única espécie alcalófila e ocupando uma 

posição filogenética distinta dentro desse gênero (Yoon et al., 1998). 

P. koreensis produz compostos antifúngicos (tipo iturin) que inibem o 

crescimento de vários patógenos de plantas e animais tais como Rhizoctonia 

solani, Fusarium oxysporum, Candida albicans entre outros. Esta espécie é 

usada como controlador biológico desses patógenos por causa de sua 
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habilidade em degradar quitina, o maior componente da parede celular dos 

fungos (Chung et al., 2000). 

Algumas outras espécies formam modelos complexos e diferentes de 

colônias durante o seu desenvolvimento como o P. dendritiformis (Tcherpakov 

et al., 1999). 

No estudo de Ash et al. (1993), as espécies P. lentimorbus e P. 

popilliae foram colocadas no grupo 1 de Bacillus onde a espécie padrão é o B. 

subtilis. Entretanto, P. lentimorbus e P. popilliae têm várias características 

fisiológicas e ecológicas em comum com várias espécies de Paenibacillus 

incluindo a reação de Gram variável e a perda da catalase (em comum com P. 

larvae). Adicionalmente, uma análise de características fenotípicas os colocou 

no grupo de outros Paenibacillus associados com insetos, por causarem 

doenças nestes. Estas observações sugeriram que eles foram mal classificados 

no grupo 1 de Ash et ai. (1993) e através de novos estudo das seqüências do 

gene 16S rRNA eles foram incluídos no gênero Paenibacillus (Pettersson et al., 

1999). 

2.3 Seqüências repetitivas 

As seqüências repetitivas estão presentes nos genomas de todos os 

organismos. Embora a função precisa dessas seqüências em genomas de 

procariotos seja obscura, sua presença pode ser explorada para várias 

aplicações e manipulações moleculares. Estas seqüências estão começando a 

prover novas metodologias para a identificação e análise genética de 
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microrganismos e provavelmente possuem um importante papel nos estudos de 

microrganismos futuramente (Lupski & Weinstock, 1992). 

O DNA cromossomal dos procariotos contém uma variedade de 

seqüências repetitivas com baixo número de cópias, tais como elementos de 

inserção, operons de RNA ribossomal, genes de RNA transportador e outros. 

Estas seqüências podem contribuir para a evolução da estrutura cromossomal 

através de rearranjos do DNA tais como deleções cromossomais, duplicações e 

inversões. Genes repetitivos também fornecem mecanismos para aumentar a 

virulência bacteriana (Lupski & Weinstock, 1992). 

A seqüência repetitiva que foi primeiro descrita e mais estudada é o 

"repetitive extragenic palindrome" (REP) ou "palindromic unit sequence" (PU), 

inicialmente identificado em Salmoneila typhimurium e Escherichia coli (Lupski 

& Weinstock, 1992). 

A estrutura do REP consiste em uma seqüência consenso de 38 

nucleotídeos em forma de palíndromo que pode formar uma estrutura "stem-

loop" estável. As funções atribuídas para a seqüência REP ou PU incluem 

regulação gênica por tradução diferencial dentro de operons policistrônicos e 

retrorregulação por estabilização do RNA mensageiro. O fato de que os 

elementos REP não estão sempre presentes nas mesmas regiões intergênicas, 

em diferentes espécies, indica que eles não são um elemento essencial no 

mecanismo da expressão gênica. Entretanto, quando presentes eles podem 

influenciar a quantidade ou regulação da expressão de um gene ou de um 

operon. Adicionalmente outras funções têm sido atribuídas: como a ligação a 

DNA girase e a DNA polimerase. Estes estudos têm levado a propor que o PU 
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ou REP está envolvido no empacotamento do DNA cromossomo bacteriano 

dentro de domínios independentes superenovelados (Lupski & Weinstock, 

1992). 

Outro elemento repetitivo interespaçado em genomas de procariotos 

foi identificado em Escherichia colí, Salmonella typhimurium e outros membros 

da família Enterobacteriaceae. Este foi denominado "intergenic repeat unir 

(IRU) ou "enterobacterial repetitive intergenic consensus" (ERIC). O ERIC ou 

IRU é uma seqüência de aproximadamente 126bp de comprimento e como a 

seqüência REP, está localizado em regiões transcritas e não codificantes do 

cromossomo e incluí uma repetição invertida conservada (Lupski & Weinstock, 

1992). A seqüência ERIC foi descrita em detalhes em 1990 e 1991 (van Belkum 

et al. ,1998) e foi utilizada com sucesso por Guemouri-Athmani et al. (2000) 

para diferenciar isolados de Paenibacillus polymyxa de acordo com a sua 

origem (solos cultivados com trigo a 5, 26, 70 e 2000 anos), sendo a estrututra 

genética afetada quanto maior o tempo de cultivo. 

Os protocolos correspondentes são referidos como REP-PCR, ERIC-

PCR e BOX-PCR e rep-PCR coletivamente. Os fragmentos amplificados podem 

ser resolvidos em um gel, produzindo um perfil referido como padrões 

genômicos rep-PCR. Uma das grandes vantagens destes padrões é que estes 

podem ser gerados não somente de DNA genômico purificado, mas também 

diretamente de lisados, células de culturas líquidas ou colônias em placas e de 

tecidos infectados tais como nódulos de raízes ou lesões de plantas. O padrão 

genômico de rep-PCR gerado de isolados bacterianos permite a diferenciação 

das bactérias em espécies, subespécies e linhagens, e pode representar o mais 
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discriminatório e reproduzível método de padrão genômico disponível para a 

rápida análise de amostras (Rademaker et al., 1997). 

2.3.1 Seqüências Repetitivas BOX 

Uma terceira seqüência repetitiva descoberta no genoma de 

Streptococcus pneumoniae foi denominada BOX. Este elemento repetitivo foi 

descoberto nos estudos de Martin et ai. (1992) onde um fragmento clonado 

carregando o gene mmsA de S. pneumoniae (envolvido no reparo e 

recombinação do DNA), hibridizou com um número de fragmentos de uma 

clivagem total cromossomal além de hibridizar com os fragmentos do gene 

mmsA. A região responsável por estas múltiplas hibridizações foi mapeada e 

um fragmento de 340bp conseguido pela clivagem com Hpal e Pvull foi 

localizado a 1,5kb após o gene mmsA. Quando usado como sonda, este 

fragmento de 340bp hibridizou com 25 fragmentos cromossomais diferentes. 

O sequenciamento do DNA deste fragmento de 340bp revelou a 

presença de quatro repetições diretas de um segmento de 45bp (boxB). Uma 

seqüência similar foi também identificada no centro de uma região de 150bp de 

alta homologia entre as regiões dos genes hexB e comA. Comparações das 

seqüências envolvendo as repetições de 45bp do fragmento mmsA com aquele 

em hexB e comA revelaram que ambas regiões flanqueadoras 5' (boxA, 59bp) e 

3' (boxC, 50bp) foram também altamente conservadas. O elemento total 

(incluindo alguma combinação de boxA, boxB e/ou boxC) foi denominada BOX. 

A região do fragmento comA hibridizou com 6 a 10 diferentes fragmentos do 

cromossomo de S. pneumoniae. As seqüências de 45 bp (boxB) também foram 



21 

identificadas antes do fragmento do gene lytA de S. pneumoniae e no gene 

neuA e após o gene ply que codifica pneumolisina, também foram identificadas 

em um fragmento clonado possivelmente contendo um determinante de 

resistência a penicilina, aspS (Figura 4). 

Figura 4. Organização do elemento BOX em relação a 
alguns genes. Box A, box B e box C estão indicados 
pelos retângulos preto, branco e pela linha sombreada. 
Fonte: Martin et ai., 1992 

A existência dos elementos BOX contendo um único boxB (locus 

IytA) ou um número variável de repetições adjacentes deste (fragmentos mmsA 

e aspS) sugere que o boxB é o elemento básico ao redor do qual a estrutura 

modular do BOX está organizado. O alinhamento de todas as seqüências BOX 

obtidas dos fragmentos de genes citados acima revelou um alto grau de 

similaridade para cada subunidade (acima de 90% para todo o elemento BOX). 

O elemento BOX consenso é constituído, de 5' para 3', de três subunidades: 

boxA (59bp), boxB (45bp) e boxC (50bp) e seu comprimento total é de 154bp 

(Martin et al., 1992). 
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Um exame do elemento BOX de 154bp revelou várias seqüências 

invertidas e repetidas que poderiam levar a formação de um grampo no DNA ou 

uma "stem-loop" estável em um transcrito de RNA desta molécula (Figura 5). 

Uma estrutura proposta seria um "stem-loop" que poderia ser formada entre 

boxA e boxC para todos os elementos BOX. Em vários casos onde os BOXs 

diferem do consenso, uma mudança de base compensatória é vista no braço 

complementar da "stem-loop", sugerindo que a manutenção da estrutura 

secundária é importante (Martin et al., 1992). 

Figura 5. Estrutura "stem-loop" da sequência 
BOX. As flechas indicam a localização das 
mudanças de bases compensatórias que 
ainda mantém a estrutura. 
Fonte: Martin et ai., 1992. 
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Sondas com oligonucleotídeos complementares às seqüências das 

subunidades revelaram que somente a subunidade boxA aparece altamente 

conservada entre diversas bactérias. Seqüências similares às subunidades 

boxB e boxC foram somente encontradas em S. pneumoniae. Todavia, o 

modelo de conservação de um elemento repetitivo pode não estar 

correlacionado com a filogenia estabelecida. A subunidade boxA estava 

dispersa e presente em um alto número de cópias em S. pneumoniae, mas não 

estava presente em outros estreptococos tais como S. pyogenes e S. 

agalactiae. Entretanto, organismos Gram negativos não relacionados tais como 

E. coli e S. typhímurium continham múltiplas cópias de seqüências boxA 

dispersas em seu genoma (Versalovic et ai., 1994). 

Na procura por uma função específica dos elementos BOX, foi 

observado que vários destes elementos estão localizados nas vizinhanças de 

genes cujas funções são relacionadas ao processo de transformação gênica. 

Estes incluem os genes comA, hexB e possivelmente mmsA. O gene comA 

controla a competência para a transformação genica. O gene hexB codifica um 

componente essencial do sistema de reparo Hex, na qual elimina os maus 

pareamentos de bases que surgem no DNA durante a transformação (Martin et 

al., 1992). 

Muitos dos outros elementos BOX identificados estão localizados 

próximos à genes possivelmente envolvidos na virulência de S. pneumoniae. 

Estes incluem o gene neuA que codifica neuraminidase, um fator de virulência 

de pneumococos e o gene ply que codifica pneumolisina, outro fator de 

virulência. Finalmente, a função do gene lytA está relacionada a transformação 
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e virulência. A localização dos elementos BOX nas vizinhanças dos genes 

envolvidos na competência ou virulência acentua a possibilidade de uma 

conecção regulatória entre estes. O desenvolvimento da competência para 

transformação gênica pode ser modulado por mudanças nas condições de 

crescimento tais como temperatura, pH inicial da cultura e concentrações de 

cálcio e magnésio. Embora a possível regulação da virulência de S. 

pneumoniae não foi ainda documentada, a expressão por parte de várias 

bactérias patogênicas, é conhecida por ser controlada por esses sinais 

ambientais. Isto leva-nos a especular que os elementos BOX poderiam estar 

envolvidos na expressão coordenada de genes de competência específicos e 

virulentos. Ambas transformação e virulência poderiam ser vistas como uma 

resposta global do S. pneumoniae a mudanças das condições ambientais 

(Martin et al., 1992). 

As seqüências BOX são o primeiro grupo de elementos de DNA 

repetitivos altamente conservados encontrados em uma bactéria Gram positiva. 

Embora a seqüência de nucleotídeos seja inteiramente diferente, várias 

características de BOX são similares a estas de ERIC e de REP. Com  respeito 

ao seu tamanho e número estimado de cópias, as seqüências BOX são mais 

similares ao ERIC do que ao REP, entretanto, diferente de ERIC, ele tem uma 

estrutura modular. O DNA não codificante e repetitivo é provavelmente mantido 

em um nível mínimo em S. pneumoniae, dado o pequeno tamanho de seu 

genoma quando comparado ao de E. coli (2270kb e 4700kb, respectivamente). 

A menos que as seqüências BOX sejam mantidas como um DNA "egoísta", um 

pape! funcional como elemento regulatório deveria explicar sua persistência e 
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conservação de seqüências em S. pneumoniae. Pode-se especular que o BOX 

representa um caso de evolução de um elemento de DNA repetitivo recrutado 

para uma função específica (Martin et al., 1992). 

A utilização das seqüências BOX ou a técnica de BOX-PCR é muito 

mais sensível para detectar diferenças entre linhagens quando comparada, por 

exemplo, à técnica de "Restriction Fragment Lenght Polimorfism" (RFLP) do 

16S rRNA, tendo várias vantagens sobre esta: o 16S rDNA é somente uma 

pequena fração do genoma e os elementos BOX estão espalhados por todo o 

cromossomo; algumas partes do 16S rDNA são variáveis enquanto que as 

subunidades do BOX são altamente conservadas; digestões do 16S rDNA 

geram menos de oito bandas e o BOX PCR pode gerar até mais de doze 

bandas; mutações pontuais podem acabar ou modificar os sítios de restrição 

para o RFLP do 16S rDNA mas não afetam o perfil do BOX PCR (Jarvis et al., 

2001). 

Existem também algumas diferenças cruciais comparando-se o rep-

PCR e a técnica de RAPD ("Random Amplified Polymorphic"). A maior diferença 

é o tamanho dos oligonucleotídeos iniciadores e as condições usadas no PCR. 

O RAPD usa oligonucleotídeos curtos com seqüências arbitrárias e o rep-PCR 

usa oligonucleotídeos maiores e com alta homologia a seqüências repetitivas. O 

rep-PCR usa condições mais definidas, o qual reduz a variação experimental e 

os artefatos de PCR (Louws et al., 1994). 

Van Belkum et al. (1996) testaram vários tipos de oligonucleotídeos 

BOX em S. pneumoniae: BOX A, BOX B, BR-1 e BR-2A. Somente o 

oligonucleotídeo BOX A gerou quantidades satisfatórias de amplificações em 
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números e tamanhos altamente variáveis e com isso foi concluído que o BOX-

PCR possui excelente capacidade discriminatória. Os oligonucleotídeos BR-1 e 

BR-2 não geraram amplificações e o BOX C só gerou uma amplificação de 2kb. 

Também foi observado que certas espécies de Streptococcus, tais como S. 

intermedius não amplificam fragmentos, indicando que os elementos BOX 

podem ser restritos somente a certas espécies. 

O BOX-PCR foi usado com sucesso para determinar as relações 

genéticas e diversidade de B. anthracis e espécies relacionadas (Kim et al., 

2001). 

Um alto grau de diversidade também foi observado entre linhagens 

de P. polymyxa através de BOX-PCR quando comparado a resultados 

fenotípicos e homologia pelo gene nif (von der Weid et al., 2000). A mesma 

observação foi descrita entre linhagens de P. azotofixans isolados de milho 

(Seldin et al., 1998). 

Entre isolados de P. larvae subsp. lanme, o BOX-PCR foi utilizado 

para fazer uma correlação entre os isolados provenientes da Argentina e de 

outros países, para se tentar descobrir a origem da doença provocada por esta 

espécie. Através da análise dos padrões de fragmentos foi sugerido que a 

doença na Argentina pode ter se originado de mais de uma fonte (Alippi & 

Aguilar, 1998). 

O BOX-PCR também diferenciou com sucesso patovares de 

Xanthomonas e Pseudomonas (Louws et al., 1994), linhagens de 

Bradyrhizobium (Vinuesa et al., 1998), isolados de Burkholderia solanacearum 
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(Smith et al. 1995) e isolados de E. coli provenientes de humanos e animais 

(Dombek et al. 2000). 

2.4 Fixação Biológica de Nitrogênio 

O nitrogênio é um dos principais constituintes das biomoléculas e, 

em sua forma molecular (N2), compõe quase 80% da atmosfera. Apesar de 

abundante, o nitrogênio do ar é quimicamente inerte e poucos são os 

organismos capazes de utilizá-lo. Determinadas bactérias utilizam como fonte 

de nitrogênio para o seu metabolismo, o enorme reservatório gasoso da 

atmosfera e estas possuem a capacidade de catalisar a redução do nitrogênio 

molecular à amônia e incorporar esse nitrogênio em suas moléculas orgânicas 

(aminoácidos e proteínas), processo denominado Fixação Biológica do 

Nitrogênio (Newton, 2000). 

Essa capacidade é determinada pelo complexo enzimático da 

nitrogenase e as bactérias que a possuem são chamadas diazotróficas 

(fixadoras de nitrogênio). Até o homem conseguir realizar a fixação do 

nitrogênio industrialmente, as bactérias diazotróficas eram responsáveis pela 

fixação de cerca de 90% do nitrogênio do planeta, enriquecendo os oceanos e 

os solos com formas de nitrogênio assimiláveis pelas algas e plantas e, desta 

forma, sustentando toda a biosfera. Com  o aumento explosivo da população 

humana no último século (passando de 1,6 bilhão, em 1990, para 6,1 bilhões de 

pessoas, em 2000) o homem passou a interferir significativamente nesta 

equação, colocando fertilizantes nitrogenados na lavoura para suprir a 
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crescente demanda de alimentos, de modo que hoje contribuímos com cerca de 

25% do nitrogênio fixado no planeta (Newton, 2000). 

O nitrogênio, por ser essencial, é freqüentemente limitante na 

produção agrícola. São muitos os processos envolvidos na ciclagem desse 

importante elemento: desnitrificação, volatilização da amônia, queimadas 

(processos que retornam o nitrogênio à forma gasosa) e lixiviação de nitratos 

para as camadas profundas do solo, conduzindo à perda do nitrogênio nos 

ecossistemas. Para repor o nitrogênio perdido são usados fertilizantes 

nitrogenados ou a Fixação Biológica de Nitrogênio (Neves & Rumjanek, 1998). 

No entanto, o uso extensivo de fertilizantes nitrogenados na 

agricultura representa um problema econômico, social, ambiental e de saúde 

pública. Grande parte dos fertilizantes nitrogenados adicionados ao solo é 

consumida por bactérias (que voltam a oxidar o nitrogênio, liberando óxido 

nitroso e óxido nítrico na atmosfera) ou lixiviados, ou seja, não se aderem ao 

solo e acabam sendo levados pela água até o lençol freático. Contaminando o 

lençol freático, esse excesso de nitrogênio pode chegar em rios e lagoas e 

causar a eutroficação destes ambientes (Lewis et al., 1984). 

Os microrganismos fixadores de nitrogênio são muito diversos, 

com representantes cultiváveis em todos os grupos filogenéticos de procariotos 

(Gram positivos, Gram negativos, Archea e Cianobactérias). Os genes de 

fixação de nitrogênio não são distribuídos entre todos os representantes 

relacionados filogeneticamente, isto é, os genes de fixação de nitrogênio são 

encontrados em diversos grupos filogenéticos, mas gêneros fixadores e não 



29 

fixadores podem estar em grupos fortemente relacionados (Affourtit et ai., 

2001). 

Apesar da variedade de organismos capazes de fixar nitrogênio, o 

complexo da nitrogenase é muito similar na maioria destes. A nitrogenase é 

formada de duas proteínas sensíveis ao oxigênio. O componente 1 ou 

dinitrogenase é uma proteína ferro-molibdênio formada por duas subunidades. 

O componente 11 ou dinitrogenase redutase é uma proteína ferro-enxofre que 

transfere os elétrons para a dinitrogenase. Estas proteínas, juntamente com 

ATP, Mg+2, e uma fonte de elétrons são essenciais para a atividade de fixação 

de nitrogênio (Moat & Foster, 1995). 

Um ambiente anaeróbio é exigido para a atividade da nitrogenase 

devido à sensibilidade desta ao oxigênio, então uma hidrogenase acoplada a 

uma rota bioquímica que consome oxigênio ajuda a manter a anaerobiose do 

sistema. A fixação de nitrogênio é energeticamente muito dispendiosa e é 

inibida pela presença de nitrogênio fixado, principalmente amônia (Zehr et ai., 

2000). 

O complexo da enzima nitrogenase, como visto anteriormente, é 

composto de duas proteínas conservadas: a proteína ferro-molibdênio, 

composta de subunidades codificadas pelos genes nifD e nifk e a proteína ferro 

codificada pelo gene nifH. O gene da proteína ferro, nifH, é um dos mais 

antigos genes funcionais da história da evolução e as relações entre as 

bactérias baseadas nas divergências de seqüências deste gene tem estado de 

acordo com a filogenia inferida pelas seqüências do gene 16S rRNA. Esta 

característica do gene nifH tem possibilitado o estudo da diversidade dos genes 
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de fixação de nitrogênio em bactérias de interesse bem como a caracterização 

de tais genes em comunidades microbianas do solo (Rosado et al., 1998). 

Os genes nifH, nifD e nifK são normalmente encontrados juntos em 

um único operon e são fisicamente adjacentes a outros genes nif fazendo parte 

de um grande regulon. Freqüentemente encontrados anteriores ao nifK, em um 

outro operon, estão os genes nifE, nifN e nifX. Os genes nifE e nifN codificam 

uma proteína cofator essencial para que o complexo da nitrogenase seja 

reunido. A função do nifX ainda não está clara, mas ele pode ter um papel na 

biossíntese de cofatores ou na regulação (Kessler et al., 1998). A expressão do 

gene nif exige o produto do gene nifA, um ativador transcricional deste regulon 

(Rudnick et al., 1997). 

Recentemente, as seqüências do gene nifH têm sido amplificadas e 

sequenciadas de um grande número de ambientes, incluindo raízes de arroz, 

solos, oceanos e invertebrados (Zani et ai., 2000). A amplificação do nifH pode 

fornecer informações sobre quais tipos de organismos podem estar envolvidos 

na fixação de N2, confirmando a presença dos genes em um determinado 

organismo que se espera ser fixador ou identificar a presença de organismos 

que são suspeitos de serem pequenos contribuidores na fixação de N2 (Zehr et 

al., 1996). 

Apesar do gene nifH ser evolutivamente conservado a nível de 

aminoácidos, ele pode não ser homólogo a nível de DNA devido a degeneração 

do código genético. Foi observado que em regiões de seqüências conservadas 

de aminoácidos, oligonucleotídeos iniciadores podem ser desenhados para 

amplificar uma seqüência de DNA alvo com alta especificidade. A 
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especificidade resulta da amplificação entre os oligonucleotídeos, devido à 

degeneração, não é aconselhável seu uso separadamente como sondas 

específicas. Este método possibilita clonar e sequenciar um gene de interesse 

sem a construção de uma biblioteca de DNA, produção de um anticorpo ou 

conhecimento prévio da seqüência de DNA (Zehr & McReynolds, 1989). 

A reação em cadeia da polimerase é uma poderosa ferramenta para 

a investigação dos tipos e abundância de organismos fixadores de nitrogênio, e 

os fatores que limitam a sua distribuição e atividade. Se organismos fixadores 

de nitrogênio são detectados, o tipo de microrganismo pode ser identificado 

pelo sequenciamento dos fragmentos do gene nifH amplificados pelo PCR. A 

amplificação do nifH de culturas mistas de bactérias é possível através de 

oligonucleotídeos degenerados desenhados a partir de seqüências do nifH que 

codificam seqüências de aminoácidos altamente conservadas. Assim a 

amplificação é quase universal, e os resultados indicam que os sítios de 

anelamento não são seletivos para amostras específicas de nifH mesmo se eles 

variam no conteúdo de GC. Até mesmo seqüências nifH de arqueobactérias 

são amplificadas usando esses oligonucleotídeos, embora sejam somente 

distantemente relacionadas as seqüências nifH bacterianas. Estes 

oligonucleotídeos amplificam genes de organismos fixadores de nitrogênio 

associados com vários ambientes como oceanos, sedimentos, no picoplâncton 

e zooplâncton. A diversidade dos genes nifH no ambiente marinho é muito 

grande e com o desenvolvimento de novas ferramentas para a avaliação da 

expressão específica de genes nifH, haverá um melhor entendimento dos 

fatores controladores da fixação de nitrogênio (Zehr et al., 1996). 
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3.8 Quantificação do DNA total (Sambrook et ai., 1989) 

Foi utilizada uma técnica rápida para estimar a que. klade de DNA 

em amostras: a fluorescência emitida pelo brometo de etídeo complexado com 

o DNA e vista sob luz ultravioleta. A quantidade de fluorescência é proporcional 

a massa total do DNA e por isso a quantidade de DNA na amostra pode ser 

estimada comparando a fluorescência produzida na amostra com aquela de 

uma série de padrões. Os padrões utilizados foram DNA lambda diluído nas 

seguintes concentrações: 50Ong/g1, 250 ngigl, 100 ng/g1 e 50 ng/gl. 

3.9 Identificação do gênero Paenibacillus pela amplificação do 

gene 16S rRNA 

Linhagens pertencentes ao gênero Paenibacillus foram identificadas 

pela reação em cadeia da polimerase (PCR) pelo uso dos oligonucleotídeos 

iniciadores PAEN515F (5'-TCGGAGAGTGACGGTACCTGA-3') (Shida et al., 

1997a) e 1377R (5'- CATGCTGATCCGCGATTACTA-3') (Shida et ai., 1996). 

As reações de amplificação foram realizadas com uma concentração 

de DNA de aproximadamente 25ng num volume total de 20g1 por reação 

contendo 1U de Taq DNA polimerase (invitrogen), lx de tampão de reação da 

Taq DNA polimerase (invitrogen), 3,5mM de uma solução de MgCl2 

(lnvitrogen), 0,125mM de uma solução de dNTPs (Amersham Biosciences) e 

1,2511M de uma solução contendo os oligonucleotídeos iniciadores PAEN515 E 

1377R (Gibco BRL). 

A reação de amplificação foi realizada em um aparelho termociclador 

Progene (Techne) em um total de 27 ciclos nas seguintes condições: 1 ciclo 
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inicial de desnaturação a 94°C por 1 minuto, 25 ciclos de desnaturação a 94°C 

por um minuto, anelamento a 58°C por 1,5 minuto, extensão a 72°C por 1,5 

minuto e 1 ciclo de extensão final a 72°C por 5 minutos. 

3.10 Análise do fragmento amplificado de Paenibacillus 

o fragmento amplificado que identifica o gênero Paenibacillus tem 

800bp e foi submetido a eletroforese com uma corrente de 75V por 20 minutos 

em um gel de agarose 0,8% (9.3.1) com tampão TAE 1X (9.3.3) corado com 

brometo de etídeo (9.3.2). O gel foi analisado sob luz ultravioleta e fotografado 

com câmera digital Kodak. 

3.11 Identificação das espécies de Paenibacillus 

A identificação das espécies de Paenibacillus foi realizada através 

de provas bioquímicas clássicas seguindo a tabela e a chave de identificação 

construídas a partir de dados bibliográficos especialmente para este trabalho 

(Tabela 3 e Figura 7). 

As provas bioquímicas utilizadas neste trabalho foram: crescimento 

em anaerobiose, redução de nitrato, oxidase, produção de indo!, produção de 

gás sulfídrico, produção de urease, fenilalanina desaminase, catalase, amilase 

e gelatinase; hidrólise de caseína e esculina; utilização do citrato, crescimento 

em 5% de cloreto de sódio, crescimento a 50°C, crescimento em pH 10,5, 

produção de gás a partir da glicose, fermentação de L- arabinose, D- frutose, 

galactose, D- glicose, lactose, manitol, maltose, D- rafinose, ramnose, D-

ribose, salicina, sorbitol, D- trealose e D- xilose. 
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De acordo com a Tabela 4, as espécies mais freqüentemente 

encontradas nas amostras provenientes da água foram: P. validus, P. 

azotofixans, P. chibensis, P. glucanolyticus e P. illinoisensis. Nas amostras 

provenientes de solo as espécies mais encontradas foram: P. alginolyticus, P. 

pabuli e P. validus. 

Cerca de 37% dos isolados de água foram identificados como 

espécies fixadoras de nitrogênio (P. azotofixans, P. brasilensis, P. borealis, P. 

odorifer, P. gramínis e P. macerans) contra 14% dos isolados do solo (P. 

azotofixans e P. peoriae). 

Tabela 4. Identificação das espécies de Paenibacillus isoladas de amostras de 

água e de solo 

Espécie 
	

Isolados de água 	Isolados de solo 

P. validus 	 8 	 4 

P. alginolyticus 	 o 	 7 

P. azotofixans 	 6 	 3 

P. chibensis 	 3 	 2 

P. glucanolyticus 	 3 	 2 

P. illinoisensis 	 3 	 O 

P. koreensis 	 2 	 O 

P. brasilensis 	 2 	 O 

P. borealis 	 2 	 O 

P. thiaminolyticus 	 1 	 2 

P. odorifer 	 1 	 O 

P. graminis 	 1 	 O 

P. macerans 	 1 	 O 

P. pabuli 	 1 	 5 

P. apárius 	 1 	 2 

P. macquariensis 	 O 	 1 

P. peoriae 	 O 	 1 

Total 
	

35 	 29 
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4.2 Padronização das condições do BOX-PCR 

A técnica de BOX-PCR precisa ser muito bem padronizada quanto 

aos reagentes utilizados e suas concentrações devido ao seu alto poder 

discriminatório e alta sensibilidade. 

4.21 Concentração de Cloreto de Magnésio (MgC12) 

o cloreto de magnésio é necessário para a atividade da enzima Taq 

•DNA potimerase. Para a determinação da concentração ideal para a realização 

do BOX-PCR foram testadas as concentrações de 2, 2,5, 3, 35 e 4mM de 

MgC12. A concentração escolhida foi de 3.5 mM de MgC12, a qual produziu um 

padrão de fragmentos, ideai para posterior análise e construção dos 

dendrogramas (Figura 8), 

3 
	

4 
	

6 
	

7 
	

8 

bp 

2000 

600 

Figura 8. Teste de concentração de Nig:12. Canaletas: M, 
Marcador Molecular DNA i clivado com Hind111; 1-4, 
Paenibacillus polymyxa nas seguintes concentrações 2, 2,5, 
3 .5 e 4mM; 5-8 Paenibarillus alvei nas seguintes 
concentrações 2, 2,5, 3,5 e 4mM, 



2030. 

1380. 

940.. 

bp 

5S0— 

65 

•41.2 Concentração de DNA molde 

Foram testadas as concentrações de 200, 150, 100 e 5Ongil de 

DNA molde para o BOX-PCR. A concentração de 10Ongigi foi a que se mostrou 

mais eficiente para a produção e reprodutibilidade do perfil de fragmentos nos 

isolados de Paenibacillus (Figura 9). 

2 3 4 5 	6 7 8 	9 10 M 11 

Figurá 9 Teste de concentração de DNA. Canaletas: M, Marcador 
Molecular DNA 2, clivado com EcoR1 e Hindill; 1-2 P. validus nas 
concentrações de 150 e 10Ongigi de DNA; 3-4 P. validus nas 
concentrações de 50 e 10Ongigi de DNA; ; 5-7 P. chibensis nas 
concentrações de 200, 150 e 10Ongipti de DNA; 8-10 P. chibensis nas 
concentrações de 200, 150 e 10Ongigi de DNA; 11, Controle Negativo da 
reação. 



66 

4.2.3 Concentração do oligonucleotídeo iniciador BOXA1R 

A concentração inicial recomendada pelo protocolo de Alippi & Aguilar 

(1998) para as reações de amplificação é de 2,5gM de BOXA1R. Foram 

testadas as concentrações de 2,5 e 51AM do oligonucleotídeo iniciador. Foi feita 

a padronização da concentração levando-se em consideração o número de 

bandas obtidas bem como a intensidade das mesmas. A concentração de 5gIVI 

apresentou bandas mais fortes e definidas e mostrou ser a mais eficiente para 

os isolados de Paenibacillus, quando comparada com a de 2,501. 

4.2.4 Concentração de BSA 

o BSA ("Bovine Serum Albumin") foi utilizado para reduzir os efeitos 

inibitórios de contaminantes tais como ácido húmico, FeCl3, ácido fúlvico, etc... 

Utilizou-se a concentração de 8ng/g1 de BSA no preparo das amostras para as 

reações de amplificação (Wintzingerode et ai., 1997). 

4.2.5 Temperatura e número de ciclos 

o protocolo definido por Alippi & Aguilar (1998) recomenda 1 ciclo de 

desnaturação inicial a 95°C por 7 minutos, 30 ciclos de desnaturação a 94°C 

por 1 minuto, anelamento a 53°C por 1 minuto, extensão a 65°C por 8 minutos 

e uma extensão final a 65°C por 15 minutos. Neste trabalho obteve-se um 

melhor resultado ajustando-se o tempo e a temperatura de anelamento e de 

desnaturação inicial e diminuindo-se o tempo de extensão. Com  isso obteve-se 

uma maior exposição da fita molde de DNA ao oligonucleotídeo iniciador. 

Portanto, foram utilizados 1 ciclo inicial de desnaturação a 94°C por 2 minutos, 
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30 ciclos de desnaturação a 94°C por 1 minuto, anelamento a 50°C por 1,5 

minuto, extensão a 65°C por 5 minutos e um ciclo de extensão final a 65°C por 

15 minutos. 

4.3 Perfil de BOX-PCR 

Foram encontrados 28 perfis entre as diferentes espécies isoladas 

da água enquanto que no solo foram encontrados 18 perfis de BOX-PCR 

(Figura 10). 

Para as análises foram selecionados quarenta e três fragmentos com 

tamanho molecular variando de 4365 a 445bp. Os isolados de água 

amplificaram de 5-13 fragmentos com uma média de 9,3 fragmentos por 

isolado, enquanto que os do solo amplificaram de 5-16 fragmentos com uma 

média de 9,5 fragmentos por isolado. Observou-se fragmentos de 1230, 841, 

715 e 618bp comuns a maioria dos isolados de água que foram amplificados. 

Entre os isolados de solo foram encontrados fragmentos comuns de 2378, 

1645, 1457, 1359, 1259, 1122, 1087 e 954bp. Não foi observada a ocorrência 

de um mesmo fragmento para todos os isolados. 

Os fragmentos de 3956, 3364, 2270, 1856, 1772, 1314, 1230 e 445bp 

foram amplificados somente com os isolados provenientes da água, enquanto 

que fragmentos de 2660, 2201, 1268 e 646bp foram gerados apenas em 

isolados provenientes do solo. 
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Figura 10. Perfis de BOX-PCR. Canaistas: M, Marcador Molecular DNA A, 
clivado com EroRI e Hindi 1, Controle Positivo P. alvei; 2, Controle 
Positivo P. polymyxa; 3-6, Isolados provenientes de solo: 3- P. azoto fixans, 
4-5 P, aiginolytirus, 6- P. pabuff, 7-10 isolados provenientes de água: 7- P. 
borealis, 8-10 P. validus; 11, Controle Negativo da reação. 

Dentro das espédes que tiveram um maior número de isolados, tais 

como P. a/gino!yticus, P. pabuii e P. validus no solo e P. validus e P. 

azotofixans na água, foram encontrados fragmentos em comum para estas 

espécies nos diferentes ambientes analisados e estes são apresentados nas 

tabelas 5 e 6. 



Tabela 5. Isolados de Paenibacillus provenientes do solo que amplificaram 
determinados fragmentos no BOX-PCR 

P. alginolyticus 	P. pabuli 	P. validus 
n= 7 	 n= 5 	 n= 4  

	

1645 	6 	 3 	 3 

	

1573 	1 	 4 	 O 

	

1457 	1 	 3 	 4 

	

1359 	6 	 4 	 2 

	

1259 	7 	 1 	 3 

	

1122 	3 	 3 	 4 

	

1087 	5 	 4 	 O 

	

954 	2 	 3 	 4 

	

841 	1 	 1 	 4 

Tabela 6. Isolados de Paenibacillus provenientes da água que 
amplificaram determinados fragmentos no BOX-PCR 

validus 	P. azotofixans 
n= 8 	 n= 6  

	

1856 	5 

	

1230 	5 	 4 

	

1122 	O 

	

954 	6 	 1 
841 

	

715 	7 	 2 

	

618 	7 	 2 

4.4 Análises dos dendrogramas de BOX-PCR 

4.4.1 Análise do dendrograma dos isolados provenientes da 

água 

De acordo com o dendrograma obtido através da análise dos 

isolados da água (Figura 11), foram observados cinco grandes grupos com um 

nível de similaridade de 35%. Um destes grupos pertence aos isolados 

controles, P. alvei e P. polymyxa. Os isolados de água com maior nível de 
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similaridade foram P. borealis (isolados 37 e 125) e P. validus (isolados 112 e 

172) com similaridade de 100%. Em 73% de similaridade foram encontrados 9 

grupos. Alguns isolados de P. validus agruparam-se com níveis de similaridade 

diferentes e o isolado 111 tendeu a agrupar-se com P. chibensis (isolado 23) a 

73%. Em um grupo diferenciado encontra-se apenas um isolado de P. 

chibensis (isolado 171) apresentando o menor nível de similaridade (35%), ou 

seja, maior diversidade em relação aos demais. Alguns P. azotofixans, isolados 

189-39Mar e 6-26, agruparam-se com similaridades diferentes, 64% e 51% 

respectivamente. Os isolados de P. glucanolyticus (isolados 18 e 19) 

agruparam-se em uma similaridade de 68%. No dendrograma também 

podemos observar 13 grupos únicos, tais como, P. azotofixans (isolado 26) 

juntando-se ao grupamento em 51°/0, P. macerans (isolado 29M) a 45% e P. 

chibensis (isolado 171) já citado anteriormente. 
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Nível de Similaridade (%) 

100 	90 	80 	70 	60 	50 	40 	0 	20 

	 1 

P. borealís 	 37 

P. borealis 	125 

P. thiaminolyticus AC 

P. graminis 	 8 

P. valídus 	 191 

P. azotofíxans 	189 
P. azotofixans 	39Mar 

P. odorifer 	 5N 

P. brasilensis 	21 

P. valídus 	 41N 

P. azotofíxans 	6 

P. azotofíxans 	26 

P. aplarius 	 28 

P. koreensís 	 5 

P. illinoisensis 	29 

P. glucanolytícus 	11 

P. macerans 	 29M 

P. glucanolytícus 	18 

P. glucanolyticus 	19 

P. azotofíxans 	204 

P. azotofixans 	32 

P. pabuli 	 24Mar 

P. validus 	 10M 

P. brasilensis 	16 

P. validus 	 169 

P. illinoisensis 	23M 

P. koreensis 	32M 

P. chíbensis 	17b 

P. validus 	 112 

P. valídus 	 172 

P. validus 	 168 

P. illinoisensis 	79 

P. validus 	 111 

P. chibensis 	 23 

P. chibensis 	171 

P. alveí 	ATCC6344 

P. polymyxa 	ATCC842 

Figura 11. Dendrograma baseado em análises de BOX-PCR dos isolados 
provenientes da água. 
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4.4.2 Análise do dendrograma dos isolados proveniente do 

solo 

No dendrograma da análise de agrupamento dos isolados do ;do 

apresentado na figura 12, foram observados quatro grandes grpos 

polimórficos em um nível de similaridade de 36%. Os controles, P. alvei P. 

polymyxa, estão em grupos separados sendo que P. alvei está próximoaos 

isolados do solo. Os isolados mais próximos foram P. azotofixans (iscado 

43solo) com P. alginolyticus (isolado 8solo) e P. validus (isolados 4 e 2so)) a 

92%. Em um nível de similaridade de 70% observaram-se 8 grupos. Os 

isolados de P. validus (2, 4 e 44solo) mostraram-se semelhantes ente si 

agrupando-se a 92% e 83%, somente um dos isolados (40solo) agrupa-se 

com P. alginolyticus (22solo) a 83%. No grupo de P. validus observaran-se 

dois isolados de P. chibensis (isolados 12 e 18solo) em um níve de 

similaridade de 75 e 61c/o, respectivamente. Dois isolados de P. pabuli (.6 e 

50solo) agruparam-se com similaridade de 73%. Isolados de P. alginoly'cus 

(39, 37 e 35solo) agruparam-se em um nível de similaridade de 75% Os 

grupamentos únicos observados foram oito, entre estes P. pabuli (41solo, em 

uma similaridade de 50%, P. glucanolyticus (isolado 38solo) a 48% e P. periae 

(isolado 57solo) a 44%. 
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Nível de Similaridade (%) 

95 90 	80 	70 	60 	50 	40 	 20 

P. azotofixans 	43 

P. algíno1yticus 	8 

P. azotofixans 	34 

P. glucanolytícus 	32 

P. pabuli 	 41 

P. alginolytícus 	22 

P. valídus 	 40 

P. validus 	 4 

P. valídus 	 2 

P. validus 	 44 

P. chlbensis 	 12 

P. chibensis 	 18 

P. alveí 	ATCC6344 

P. thíaminolytícus 	23 

P. pabuli 	 42 

P. aplarlus 	 19 

P. azotofixans 	45 

P. macquariensis 	21 

P. thiaminolytícus 	3 

P. pabuli 	 46 

P. pabuli 	 50 

P. alginolyticus 	35 

P. alginolyticus 	37 

P. alginolyticus 	39 

P. pabuli 	 28 

P. alginolyticus 	33 

P. glucanolyticus 	38 

P. alginolytícus 	7 

P. apía srius 	 1 

P. peoriae 	 57 

P. polymyxa 	ATCC842 

Figura 12. Dendrograma baseado em análises de BOX-PCR do; isolados 
provenientes do solo. 
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Nível de Similaridade ( 96) 

100 	90 	80 	70 	60 	50 	40 	30 	20 

valius 	 112 

valius 	 172 

• valius 	 169 

vai bus 	 111 

chi3nsis 	 23 

valius 	 168 

gluanolytícus 	18 

• gluanolyticus 	19 

• azo)fixans 	204 

azo)fixans 	189 

azo)fíxans 	39Mar 

valius 	 4IN 

azo)fixans 	6 

• azo)fixans 	26 

pabLi * 	 50 

pabLi * 	 46 

pabLi * 	 28 

pabLi * 	 42 

thitzínolytícus * 23 

azo)fixans * 	45 

• apídus * 	19 

• thiaínolytícus * 3 

gluanolytícus * 38 

apídus * 	 1 

• azo)fíxans 	32 

pabí 	 24Mar 

• valdus 	 10M 

api:ius 	 28 

• gluanolytícus 	11 

• thitzinolytícus 	AC 

* 	 41 

• azo)fixans * 	34 

azo)fixans * 	43 

• gluanolytícus * 32 

valius * 	 2 

valius * 	 4 

valius * 	 44 

• chi..?nsis * 	12 

chi3nsis 	17b 

valius 	 191 

• chi2nsís * 	18 

i chi2nsis 	171 

• valius * 	 40 

ATCC634 

• pol:zyxa 	ATCC842 

1 
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4%5 Amplificação do gene niffi 

Todos os isolados, tanto os provenientes da água como os do solo, 

•ram submetidos a amplificação por PCR para a obtenção do fragmento do 

çne MN. Somente os isolados previamente identificados como fixadores de 

rrogênio produziram um único fragmento amplificado de aproximadamente 

50bp, enquanto o controle positivo (Rhizobium leguminosarum bv. trifain) 

Eip•ificou um fragmento de 360bp (Figura 14). Os outros controles positivos 

tzados, Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus polymyxa não apresentaram 

nnhum amplificado. 

1 3 4 5 

230 

•0 *****11 

50 

Figura 14. Amplificação do gene nifff. Canaletas: M, 
Marcador Molecular DNA Ã. clivado com EcoR1 e Hindi 
1 Controle Positivo DNA de Rhízobium leguminosarum 
bv. írifolli na concentração de 5Ong4l; 2, amostra de 
solo com concentração de 10Ongip,1 de DNA molde; 3, 
amostra de solo com concentração de 5Ong411 de DNA 
molde; 4 Controle Negativo da reação; 5, Controle 
Negativo Paenibarillus alvei. 
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agupamento P. alginolyticus com P. validus está em concordância com a 

filogenia baseada no 16S rRNA. Nos isolados de água, P. brasilensis (isolado 

16) e P. validus (isolado 169) agruparam-se a 85%, e P. illinoísensis (isolado 

23M) com P. koreensis (isolado 32M) a 84%. Na literatura, através do BOX-

PCR, outras bactérias de espécies diferentes também não puderam ser 

discriminadas e foram agrupadas. Nos estudos de Kim et al. (2001), B. cereus 

e B. thuringiensis tiveram um nível de similaridade de 98%, assim como B. 

pumilus e B. subtílis (96%) e B. licheniformis agrupou-se com B. megaterium a 

60%. Zavaglia et ai. (2000) relataram que Bifidobacterium dentium e 

Bifidobacterium animalis agruparam-se em uma similaridade de 82%. 

As espécies, neste estudo, mais semelhantes entre si e que 

tenderam agrupar-se foram os isolados de P. validus, tanto da água quanto do 

solo, e os de P. alginolyticus no solo. Como estas duas espécies possuíam um 

maior número de isolados, foi possível uma análise mais completa o que 

resultou nesses grupamentos de mesma espécie. P. chibensis em ambos os 

ambientes tenderam a agrupar-se a P. validus. Analisando a chave de 

identificação e as tabelas de testes bioquímicos foi possível constatar que 

fenotipicamente estas espécies estão próximas, de 43 testes bioquímicos, eles 

diferem em apenas 10. 

O agrupamento de isolados de mesma espécie foi mais visualizado 

no dendograma da água e do solo juntos (Figura 13), onde isolados que não se 

agruparam nos dendogramas anteriores juntaram-se neste. Como exemplos 

disso estão P. azotofbcans (43solo e 34solo), P. pabuli (28solo) e alguns 

isolados de P. validus (isolado 191 e 169), e P. chibensis (isolados 17b, 171 e 
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12 solo) que estavam separados nos dendogramas das figuras 11 e 12. O P. 

pabuli (isolado 28solo) que estava agrupado com P. alginolyticus (isolado 

33solo) no dendograma do solo (Figura 12) se agrupou com os de mesma 

espécie no dendograma da água e solo (figura 13). Esses agrupamentos foram 

facilitados pelo fato de que nesta análise foram consideradas somente as 

espécies identificadas em ambos os ambientes. 

Quando os isolados de água e solo foram considerados, 

observaram-se sete grandes grupamentos em um nível de similaridade de 42% 

(Figura 13). Estes grupamentos foram bem distintos, separando, na sua 

maioria, os isolados da água dos isolados do solo, sugerindo que populações 

distintas estejam estabelecendo-se nestes ambientes. Dombek et ai. (2000) 

usando o BOX-PCR também diferenciou com sucesso isolados de E. colí 

provenientes de seres humanos, gado, porcos, ovelhas, galinhas, patos e 

gansos, colocando-os desse modo dentro dos corretos grupos de origem. Já 

Smith et al. (1995) agruparam isolados de Burkholdería solanacearum 

provenientes da América do Sul (exceto do Brasil) separando-os de isolados de 

várias partes do mundo, sendo os da América do Sul os que possuíam maior 

diversidade genética. Seldin et al. (1998) encontraram diferenças significativas 

entre as amostras de P. azotofixans isolados de diferentes partes do solo 

(rizoplano, rizosfera e de solo não pertencente a rizosfera), sugerindo que as 

plantas selecionam uma determinada subpopulação de bactérias. Neste 

mesmo estudo também foram encontradas diferenças significativas entre os 

isolados de P. azotofixans durante os quatro estágios do crescimento do milho 

(10, 30, 60 e 90 dias). Alippi & Aguilar (1998) tentaram encontrar a origem de 
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larvae subsp. larvae, causador de doenças em abelhas na Argentina, 

través do BOX-PCR. Os isolados da Argentina apresentaram os perfis A, B e 

, enquanto que P. larvae subsp. larvae de outros países apresentaram 

)mente os perfis A e B. As linhagens dos Estados Unidos e Alemanha foram 

ênticos e relacionados ao perfil A, enquanto que os isolados da República 

heca e da Inglaterra pertenciam ao perfil B. Linhagens da França, Polônia, 

ália, Suécia e Nova Zelândia apresentaram os dois perfis (A e B). Estes 

sultados sugeriram que P. larvae subsp. larvae na Argentina pode ser 

-oveniente de múltiplas fontes. Guemouri-Athmani et ai. (2000), utilizando 

RIC-PCR, conseguiram avaliar a estrutura genética de P. polymyxa de acordo 

)m a sua origem (solos cultivados com trigo a 5, 26, 70 e 2000 anos), e esta 

strutura tem sido afetada pelo longo tempo de cultivo do solo, quanto mais 

ngo o cultivo maior a predominância de um genótipo. 

Os controles utilizados neste estudo, P. alvei e P. polymyxa 

.ermaneceram bem separados dos demais isolados de Paenibacillus. Este fato 

lmbém foi observado por Jeong & Myrold (2001) onde os padrões de bandas 

e duas linhagens controles de Frankia foram completamente diferentes dos 

9.drOes apresentados por outras amostras. 

Através dos procedimentos utilizados no presente estudo, o BOX-

CR foi altamente discriminatório, pois revelou um grande número de 

çupamentos distintos. Os resultados apresentados aqui claramente 

emonstram que a sequência BOX está presente no genoma de Paenibacillus, 

Int() em isolados de água como de solo. Estes resultados também 

emonstram que o BOX-PCR é uma ferramenta útil para a análise genética de 
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actéris e para a taxonomia bacteriana, devido ao fato de permitir a produção 

e pert; de bandas de gêneros, espécies, linhagens, patovares e wrovares e, 

Dm iso, auxiliar na determinação de relações filogenéticas, como Di visto por 

iverso autores citados anteriormente. 

5.3 Confirmação das espécies fixadoras de nitrogênio 

Os oligonucleotídeos iniciadores degenerados selecionachs por Zehr 

McFeynolds (1989) são amplamente usados para amplificação de um 

agmeto de 359bp do gene niffl de vários microrganismos, rendo uma 

)cnicamuito utilizada para a análise destes no ambiente. 

No presente trabalho, um fragmento de aproximadamente 360bp foi 

mplificado do controle positivo Rhizobium leguminosarum bv. trifoM O mesmo 

o ocorreu com os outros controles positivos utilizados, Bradyrhizthium sp. e 

aenibcillus polymyxa, que não apresentaram nenhum amplificado. Achouak 

t al. (1)99) relataram um amplificado muito fraco de Paenibacillus ficadores de 

trogê io. 

Diferente do fragmento esperado de 359bp, os isolados icentificados 

)mo f(adores de nitrogênio produziram um amplificado de aproxinadamente 

4Obp. Estes fragmentos poderiam ser artefatos de PCR, mas essa hipótese 

desartada já que nos controles negativos utilizados essa bada não foi 

otida. Usando esses mesmos oligonucleotídeos degenerados, :ani et ai. 

000) ambém encontraram uma variação no tamanho e amplitaram um 

agmeto de 460bp em amostras do Lago George em Nova York, sendo que 

seqências obtidas não foram similares a nenhuma de estudos anteriores. 
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Ohkuma et al. (1999) encontraram um amplificado de 470bp na comunidade 

microbiana simbiótica do intestino de cupins. Rosado et al. (1998) utilizaram 

oligonucleotídeos degenerados juntamente com específicos para a obtenção 

de um fragmento de 360bp em P. azotofkans. 

Outra hipótese para a ocorrência do amplificado de 940bp seria a 

presença de múltiplas cópias do gene nifH no genoma. Os oligonucleotídeos 

poderiam estar anelando em cópias diferentes e isto produziria um fragmento 

de tamanho maior que o esperado. Segundo Rosado et ai. (1998), a ocorrência 

de múltiplas cópias de genes nifH e/ou sistemas alternativos de nitrogenase 

têm sido encontradas para várias espécies bacterianas. Neste mesmo estudo, 

os autores encontraram múltiplas regiões homólogas ao nifH com divergência 

nas seqüências em P. azotofixans. Zehr et al. (1995) relataram que Clostridium 

pasteurianum possui seis cópias do gene nifH, sendo uma cópia de 

nitrogenase alternativa (sistema de nitrogenase que contém vanádio) e 

Azotobacter também possui várias cópias. Kirshtein et al. (1991) constataram a 

presença de múltiplas cópias do gene nifH em Anabaena oscillarioídes. 

Kessler et al. (1998) usando sondas específicas para cada gene nif 

detectaram múltiplos RNAs mensageiros em Methanococcus maripaludis, 

sendo que o nifH produziu dois transcritos, um de 930bp e outro de 1,7kb. Este 

transcrito de 930bp está de acordo com o tamanho do amplificado encontrado 

neste trabalho de aproximadamente 940bp. 

No presente trabalho alguns isolados não fixadores de nitrogênio 

amplificaram bandas de alto tamanho molecular. Affourtit et ai. (2001) relataram 
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o aparecimento de bandas inespecíficas em controles negativos no estudo com 

microrganismos do estuário do rio Neuse na Carolina do Norte. 

Segundo Achouak et ai. (1999) a obtenção de um amplificado com 

oligonucleotídeos nif não é o bastante para inferir a presença do gene nif e a 

confirmação por hibridização ou sequenciamento é assim necessária. 

Ben-Porath & Zehr (1994), usando esse conjunto de 

oligonucleotídeos, confirmaram que a seqüência do produto de 359bp é 

suficientemente variável para distinguir seqüências do gene nifH de 

cianobactérias, de arqueobactérias e eubactérias, bem como de genes nifH de 

heterocistos dos de não heterocistos. Rosado et al. (1998) usando 

oligonucleotídeos degenerados demonstraram que há variação suficiente em 

nível de DNA para distinguir partes da seqüência do gene nifH de P. 

azotofixans dos genes de espécies relacionadas (P.polymyxa e P.macerans). 
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9.1 Meios de cultura para crescimento, isolamento e 

identificação 

9.1.1 Água Peptonada Tamponada (Merck) 

Peptona 	  10,0g 

Cloreto de Sódio 	  5,0g 

Tampão Fosfato 	 10,5g 

Água destilada 	 1000m1 

9.1.2 Ágar Tiamina-Biotina (TB) 

D(+) glicose 	  5,0g 

MgSO4.7H20 	  0,2g 

FeC13.6H20 	 0,04g 

Na2MoO4.2H20 	 0,005g 

CaC12.2H20 	  0,15g 

Tiamina 	  0,001g 

Biotina 	  0,001g 

Tioglicolato de sódio 	  0,5g 

K2HPO4 	  0,8g 

Solução Micronutriente de Jurgensen 	lml 

H3B03 	 2,86g 

MnC12.4H20 	  1,81g 

ZnSO4.7H20 	 0,22g 

CuSO4.5H20 	 0,08g 
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Água destilada 	 1000m1 

Ágar 	  15,0g 

Água destilada 	 1000m1 

9.1.3 Ágar Tripticaseína de Soja (TSA) (Merck) 

Peptona de caseína 	 15,0g 

Peptona de farinha de soja 	  5,0g 

Cloreto de sódio 	  5,0g 

Ágar 	 15,0g 

Água destilada 	 1000m1 

9.1.4 Caldo Lactosado 

Peptona 	  lOg 

Lactose 	 10g 

Água destilada 	  1000m1 

9.1.5 Ágar Vermelho Neutro 

Peptona bacteriológica (Biobrás) 	 10,0g 

Amido 	  10,0g 

Vermelho neutro 	 0,05g 

Ágar 	 12,0g 

Água destilada 	 1000m1 



9.1.6 Caldo Tripticaseína de Soja (TSB) (Merck) 

Peptona de caseína 	 17,0g 

Peptona de farinha de soja 	  3,0g 

D(+) glicose 	  2,5g 

Cloreto de sódio 	  5,0g 

Fosfato de hidrogênio dipotássico 	 2,5g 

Água destilada 	 1000m1 

9.1.7 Meio Tioglicolato (Merck) 

Peptona de caseína 	 15,0g 

Extrato de levedura 	  5,0g 

D(+) glicose 	  5,5g 

L(+) cisteína 	  0,5g 

Cloreto de sódio 	  2,5g 

Tioglicolato de sódio 	  0,5g 

Sódio resazurin 	  0,001 g 

Ágar 	  0,75g 

Água destilada 	  1000m1 

9.1.8 Reativo de Kovac's para Oxidase 

N, N, N, N Tetrametil p-fenilenediamina 	1% 

9.1.9 Caldo Nitrato (Difco) 

Extrato de carne 	  3,0g 
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Peptona 	  5,0g 

Nitrato de potássio 	  1,0g 

Água destilada 	  1000m1 

9.1.10 Meio SIM 

Caseína digerida por enzimas pancreáticas 	 20,0g 

Tecido animal digerido por enzimas pépticas 	6,1g 

Sulfato ferroso de amônio 	 0,2g 

Ágar 	  3,5g 

Água destilada 	  1000m1 

9.1.11 Ágar Caseína 

Solução A: 

Leite em pó desnatado 	 10,0g 

Água destilada 	  100m1 

Solução B: 

Ágar 	  2,0g 

Água destilada 	  100m1 

9.1.12 Ágar Amido 

Amido solúvel 	 10,0g 

Peptona 	 5,0g 

Extrato de carne 	 3,0g 

Cloreto de sódio 	  5,0g 
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Ágar 	 20,0g 

Água destilada 	 1000m1 

9.1.13 Caldo Uréia (Difco) 

Extrato de levedura 	  O, lg 

Fosfato monobásico de potássio 	 9,1g 

Fosfato dibásico de potássio 	 9,5g 

Uréia 	 20,0g 

Vermelho de fenol 	  0,01g 

Água destilada 	 1000m1 

9.1.14 Ágar Citrato seg. Simmons (Merck) 

Amônio di-hidrogenofosfato 	 1,0g 

Di-potássio hidrogenofosfato 	 1,0g 

Cloreto de sódio 	  5,0g 

Citrato de sódio 	  2,0g 

Sulfato de magnésio 	  0,2g 

Azul de bromotimol 	  0,08g 

Ágar 	  12,0g 

Água destilada 	  1000m1 

9.1.15 Caldo TSB (Merck) com 5% NaCI 

Peptona de caseína 	  17,0g 

Peptona de farinha de soja 	  3,0g 
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D(+) glicose 	  2,5g 

Cloreto de sódio 	  50,0g 

Fosfato de hidrogênio dipotássico 	 2,5g 

Água destilada 	 1000m1 

9.1.16 Gelatina Nutriente 

Extrato de carne 	 3, 0g 

Peptona 	 5,0g 

Gelatina 	  120,0g 

Água destilada 	 1000m1 

9.1.17 Meio Base para Carboidratos 

Peptona 	  10,0g 

Cloreto de sódio 	  5,0g 

Carboidrato 	  10,0g(salicina 5,0g) 

Vermelho de fenol 	  0,018g 

Água destilada 	  1000m1 

9.1.18 Ágar Fenilalanina 

D-L Fenilalanina 	  2,0g 

Extrato de levedura 	  3,0g 

Cloreto de sódio 	  5,0g 

Fosfato de sódio 	  1,0g 

Ágar 	  12,0g 
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Água destilada 	  1000m1 

9.1.19 Ágar Esculina 

Extrato de levedura 	  5,0g 

Caldo TSB 	 5,0g 

Esculina 	  1,0g 

Citrato férrico amoniacal 	  0,5g 

Ágar 	 15,0g 

Água destilada 	 1000m1 

9.1.20 Meio TY 

Triptona 	  5,0g 

Extrato de levedura 	  3,0g 

Cloreto de cálcio 	  0,87g 

Água destilada 	  1000m1 

9.2 Soluções utilizadas na extração de DNA total 

9.2.1 Tampão de Extração de DNA TES 

Tris 	  10mM 

EDTA 	 25mM 

NaCI 	  150mM 

9.2.2 Tampão TE 

Tris 	  10mM 
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EDTA 	 25mM 

9.2.3 Lisozima (Sigma) 

Solução estoque 	 50mg/m1 em água Milli-Q estéril 

Solução de uso 	 20mg/m1 em água Milli-Q estéril 

Aliquotar e conservar a —20°C. 

9.2.4 RNAse (Gibco-BRL) 

Dissolver em uma solução de Tris/HCI 10mM e NaCI 15mM (pH7,5) 

na concentração de 10mg/ml. Aquecer à 100°C por 15 minutos e deixar atingir 

lentamente a temperatura ambiente. 

9.2.5 Dodecilsulfato de sódio (SDS) (Synth) 

Dodecilsulfato de sódio 	 20g 

Água destilada 	  100m1 

9.2.6 Proteinase K (Gibco-BRL) 

Solução de uso 	 20mg/m1 em água Milli-Q estéril 

9.2.7 Fenol (Invitrogen) 

Fenol tamponado para pH7,8 com os seguintes reagentes: 

Fenol 	 250m1 

Água destilada 	  50m1 

Tris/HC11M (pH8) 	 6m1 
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8-Hidroxiquinolona 	 0,25g 

m-cresol 	  12,5m1 

13-mercaptoetanol 	 0,5ml 

NaOH IN 	 7,5ml 

NaOH em pastilhas para o ajuste de pH 

9.2.8 Fenol + Clorofórmio/Álcool Isoamílico 

Volume de 1:1 

9.2.9 Clorofórmio/Álcool Isoamílico 

Volume de 24:1 

9.2.10 Tampão TE2 

Tris 	  10mM 

EDTA 	  1mM 

9.3 Soluções utilizadas para corrida em gel de agarose 

9.3.1 Gel de agarose 

Agarose 	  0,8g (gel 0.8%) ou lg (gel I%) 

Tampão TAE ou TBE 	100m1 

9.3.2 Solução de brometo de etídeo 

Brometo de etídeo 	  0,50mg 

Álcool etílico 	  1000m1 



Concentração de estoque: 10mg/m1 

Concentração de uso: 0,54/m1 

9.3.3 Tampão TAE 50X 

Tris 	 242g 

Ácido Acético Glacial 	 57, 1m1 

EDTA 0,5M (pH8) 	 100m1 

Água destilada 	 1000m1 

Concentração de uso: 1X. 

9.3.4 Tampão TBE 5X 

Tris 	 54g 

Ácido Bórico 	 27,5g 

EDTA 0,5M (pH8) 	 20m1 

Água destilada 	 1000m1 

Concentração de uso: 0,5X. 

9.3.5 Tampão de Amostra 

Azul de bromofenol 	  0,25% 

Gllicerol em água 	 30% 
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9.4 Soluções para PCR 

9.4.1 Dideoxinucleotídeos Trifosfatados (dNTPs 100mM) (Amersham 

Biosciences) 

dGTP 	 5g1 

dCTP 	 51,11 

dATP 	  5g1 

dTTP 	  5g1 

Água Milli-Q estéril 	  180µI 

Concentração de uso: 2,5mM 

9.4.2 Tampão de reação da Taq DNA polimerase 10X (Invitrogen) 

Tris/HCI (pH8,4) 	 200mM 

KCI 	 500mM 

Concentração de uso:1X 

9.4.3 Soro albumina bovina (BSA) (Amersham Biosciences) 

Soro albumina bovina 	 4g1 

Água Milli-Q estéril 	  96111 

Concentração de uso: 8ng/g1 
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9.5 Matriz dos coeficientes de similaridade obtidos entre os isolados de 
Paenibacillus provenientes de amostras de água 

Isolados 204 32 28 29 29M 5 AC 8 
204 1 
32 0,625 1 
28 0,222 0,364 1 
29 0,235 0,19 0,696 1 
29M O 0,25 0,556 0,235 1 
5 0,25 0,4 0,727 0,667 0,625 1 
AC 0,222 0,364 0,667 0,522 0,333 0,545 1 
8 0,222 0,364 0,5 0,522 0,333 0,455 0,667 1 
111 0,182 0,4 0,235 0,25 O 0,267 0,353 0,235 
17b 0,444 0,545 0,417 0,435 0,222 0,455 0,417 0,417 
11 0,333 0,455 0,667 0,435 0,444 0,636 0,583 0,333 
24/Mar 0,4 0,737 0,476 0,4 0,267 0,421 0,571 0,476 
168 0,462 0,471 0,316 0,333 O 0,353 0,316 0,105 
112 0,429 0,444 0,4 0,211 0,143 0,222 0,4 0,3 
10M 0,316 0,609 0,48 0,25 0,211 0,435 0,48 0,32 
172 0,429 0,444 0,4 0,211 0,143 0,222 0,4 0,3 
16 0,353 0,476 0,522 0,455 0,235 0,476 0,435 0,609 
189 0,211 0,348 0,48 0,417 0,316 0,435 0,56 0,48 
23M 0,4 0,526 0,381 0,4 0,267 0,526 0,476 0,381 
79 0,167 0,25 0,444 0,471 0,167 0,5 0,444 0,111 
18 0,5 0,5 0,545 0,476 0,125 0,5 0,364 0,364 
19 0,429 0,333 0,4 0,421 0,143 0,222 0,3 0,5 
23 0,333 0,375 0,444 0,353 0,167 0,375 0,556 0,333 
169 0,375 0,5 0,636 0,476 0,25 0,4 0,545 0,636 
39Mar 0,222 0,545 0,417 0,261 0,333 0,455 0,583 0,417 
37 0,308 0,353 0,421 0,333 0,308 0,353 0,632 0,632 
125 0,308 0,353 0,421 0,333 0,308 0,353 0,632 0,632 
32M 0,25 0,6 0,545 0,381 0,5 0,7 0,545 0,455 
191 0,222 0,455 0,5 0,522 0,222 0,545 0,583 0,667 
171 0,267 0,421 0,095 0,2 0,133 0,211 0,19 0,381 
5N 0,267 0,316 0,381 0,3 0,133 0,211 0,381 0,476 
21 0,5 0,5 0,455 0,381 0,125 0,4 0,364 0,364 
4IN 0,308 0,471 0,211 0,333 0,154 0,353 0,421 0,316 
6 0,333 0,375 0,222 0,235 O 0,125 0,556 0,444 
26 0,353 0,286 0,435 0,364 0,353 0,381 0,348 0,435 
ATCC 6344 0,2 0,333 0,385 0,4 0,1 0,167 0,231 0,385 
ATCC 842 O O 0,19 0,4 0,133 0,105 0,286 0,381 
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9.5 Matriz dos coeficientes de similaridade obtidos entre os isolados de 
Paenibacillus provenientes de amostras de água (continuação) 

Isolados 	111 	17b 	11 	24/Mar 	168 	112 	10M 	172 
204 
32 
28 
29 
29M 
5 
AC 
8 
111 1 
17b 0,588 1 
11 0,235 0,333 1 
24/Mar 0,429 0,571 0,476 1 
168 0,667 0,526 0,211 0,375 1 
112 0,615 0,5 0,3 0,353 0,667 1 
10M 0,444 0,48 0,48 0,545 0,4 0,476 1 
172 0,615 0,5 0,3 0,353 0,667 1 0,476 1 
16 0,5 0,609 0,348 0,5 0,444 0,526 0,5 0,526 
189 0,333 0,48 0,32 0,364 0,4 0,286 0,385 0,286 
23M 0,714 0,762 0,381 0,556 0,625 0,588 0,455 0,588 
79 0,727 0,556 0,333 0,4 0,769 0,429 0,316 0,429 
18 0,4 0,364 0,545 0,316 0,471 0,556 0,522 0,556 
19 0,308 0,2 0,2 0,353 0,4 0,5 0,19 0,5 
23 0,727 0,556 0,333 0,4 0,615 0,571 0,421 0,571 
169 0,533 0,545 0,364 0,526 0,471 0,667 0,435 0,667 
39Mar 0,235 0,417 0,583 0,381 0,211 0,2 0,48 0,2 
37 0,333 0,421 0,316 0,5 0,286 0,267 0,3 0,267 
125 0,333 0,421 0,316 0,5 0,286 0,267 0,3 0,267 
32M 0,667 0,727 0,545 0,632 0,471 0,444 0,609 0,444 
191 0,471 0,583 0,417 0,476 0,316 0,3 0,56 0,3 
171 0,429 0,571 0,095 0,333 0,25 0,235 0,455 0,235 
5N O 0,381 0,381 0,333 O 0,118 0,273 0,118 
21 0,267 0,545 0,455 0,316 0,353 0,444 0,348 0,444 
41N 0,167 0,211 0,211 0,25 0,286 0,133 0,3 0,133 
6 0,182 0,222 0,222 0,4 0,308 0,143 0,211 0,143 
26 0,125 0,261 0,261 0,2 0,333 0,316 0,167 0,316 
ATCC 6344 0,211 0,385 0,154 0,435 0,286 0,364 0,222 0,364 
ATCC 842 O O O 0,111 O 0,118 0,091 0,118 
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9.5 Matriz dos coeficientes de similaridade obtidos entre os isolados de 
Paenibacillus provenientes de amostras de água (continuação) 

Isolados 	16 	189 	23M 	79 	18 	19 	23 	169 
204 
32 
28 
29 
29M 
5 
AC 
8 
111 
17b 
11 
24/Mar 
168 
112 
10M 
172 
16 1 
189 0,5 1 
23M 0,7 0,455 1 
79 0,353 0,421 0,667 1 
18 0,476 0,261 0,526 0,375 1 
19 0,421 0,286 0,353 0,286 0,667 1 
23 0,471 0,526 0,667 0,667 0,375 0,286 1 
169 0,857 0,522 0,632 0,375 0,5 0,556 0,625 1 
39Mar 0,348 0,64 0,381 0,222 0,364 O 0,333 0,273 
37 0,444 0,6 0,5 0,308 0,235 0,4 0,615 0,471 
125 0,444 0,6 0,5 0,308 0,235 0,4 0,615 0,471 
32M 0,667 0,522 0,842 0,625 0,5 0,222 0,625 0,6 
191 0,696 0,48 0,571 0,333 0,455 0,3 0,444 0,545 
171 0,5 0,545 0,556 0,267 0,316 0,235 0,4 0,316 
5N 0,5 0,455 0,222 O 0,211 0,118 0,133 0,316 
21 0,571 0,348 0,526 0,25 0,5 0,222 0,375 0,5 
41N 0,222 0,3 0,375 0,154 0,353 0,133 0,308 0,235 
6 0,353 0,421 0,4 0,167 0,25 0,286 0,333 0,375 
26 0,455 0,583 0,4 0,235 0,476 0,526 0,353 0,476 
ATCC 6344 0,4 0,444 0,261 0,2 0,25 0,364 0,3 0,5 
ATCC 842 0,1 0,273 O O 0,105 0,353 0,133 0,211 
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9.5 Matriz dos coeficientes de similaridade obtidos entre os isolados de 
Paenibacillus provenientes de amostras de água (continuação) 

Isolados 	39Mar 	37 	125 	32M 	191 	171 	5N 	21 
204 
32 
28 
29 
29M 
5 
AC 
8 
111 
17b 
11 
24/Mar 
168 
112 
10M 
172 
16 
189 
23M 
79 
18 
19 
23 
169 
39Mar 1 
37 0,421 1 
125 0,421 1 1 
32M 0,545 0,471 0,471 1 
191 0,5 0,632 0,632 0,636 1 
171 0,381 0,375 0,375 0,526 0,476 1 
5N 0,571 0,5 0,5 0,211 0,571 0,444 1 
21 0,545 0,353 0,353 0,4 0,455 0,316 0,632 1 
4IN 0,526 0,286 0,286 0,353 0,421 0,25 0,125 0,235 
6 0,444 0,615 0,615 0,25 0,444 0,267 0,4 0,25 
26 0,435 0,444 0,444 0,381 0,348 0,3 0,3 0,286 
ATCC 6344 0,231 0,286 0,286 0,25 0,308 0,261 0,348 0,25 
ATCC 842 0,095 0,25 0,25 O 0,19 0,111 0,111 O 



9.5 Matriz dos coeficientes de similaridade obtidos entre os isolados de 
Paenibacillus provenientes de amostras de água (continuação) 

Isolados 	41N 	6 	26 	ATCC 6344 ATCC 842 
204 
32 
28 
29 
29M 
5 
AC 
8 
111 
17b 
11 
24/Mar 
168 
112 
10M 
172 
16 
189 
23M 
79 
18 
19 
23 
169 
39Mar 
37 
125 
32M 
191 
171 
5N 
21 
4IN 
6 
26 
ATCC 6344 
ATCC 842 

1 
0,615 
0,556 
0,19 
0,25 

1 
0,471 

0,2 
0,133 

1 
0,48 
0,3 

1 
0,348 1 

127 



128 

9.6 Matriz dos coeficientes de similaridades obtidos entre os isolados de 
Paenibacillus provenientes de amostras de solo 

Isolados 57SOLO V44SOLO 3SOLO 46SOLO 28SOLO 39SOLO 22SOLO 40SOLO 
57SOLO 1 
44SOLO 0,5 1 
3SOLO 0,143 0,5 1 
46SOLO 0,222 0,417 0,444 1 
28SOLO 0,348 0,483 0,435 0,444 1 
39SOLO 0,235 0,435 0,588 0,381 0,615 1 
22SOLO 0,154 0,526 0,308 0,471 0,273 0,25 1 
40SOLO 0,154 0,421 0,154 0,471 0,273 0,25 0,833 1 
35SOLO 0,5 0,364 0,375 0,4 0,64 0,737 0,133 0,267 
37SOLO 0,333 0,5 0,444 0,545 0,667 0,762 0,235 0,235 
21SOLO 0,2 0,385 0,3 0,417 0,483 0,348 0,316 0,421 
34SOLO 0,4 0,476 0,133 0,421 0,333 0,222 0,429 0,429 
43SOLO 0,286 0,5 0,286 0,222 0,261 0,353 0,462 0,462 
4SOLO 0,4 0,846 0,5 0,5 0,483 0,435 0,526 0,526 
7SOLO 0,571 0,4 0,286 0,222 0,348 0,353 O O 
19SOLO 0,571 0,593 0,571 0,64 0,533 0,417 0,3 0,3 
23SOLO 0,4 0,381 0,667 0,316 0,417 0,556 0,143 0,286 
42SOLO 0,5 0,545 0,5 0,3 0,4 0,421 0,4 0,4 
33SOLO 0,421 0,56 0,421 0,348 0,714 0,545 0,111 0,111 
45SOLO 0,421 0,48 0,421 0,348 0,571 0,364 0,333 0,333 
2SOLO 0,3 0,769 0,4 0,5 0,483 0,435 0,526 0,526 
12SOLO 0,333 0,667 0,111 0,364 0,37 0,286 0,588 0,588 
18SOLO 0,133 0,476 0,267 0,211 0,417 0,333 0,429 0,429 
1 SOLO 0,308 0,316 0,308 0,353 0,364 0,125 O O 
41SOLO 0,167 0,333 0,167 0,375 0,095 O 0,364 0,364 
8SOLO 0,308 0,526 0,308 0,235 0,273 0,375 0,5 0,5 
32SOLO 0,571 0,6 0,286 0,333 0,348 0,353 0,462 0,462 
38SOLO 0,462 0,316 0,462 0,471 0,455 0,375 0,333 0,333 
50SOLO 0,222 0,417 0,556 0,727 0,667 0,571 0,353 0,353 
ATCC 6344 0,095 0,37 0,286 0,48 0,4 0,333 0,4 0,4 
ATCC 842 0,25 0,182 O 0,3 0,16 0,211 0,133 0,133 



129 

9.6 Matriz dos coeficientes de similaridades obtidos entre os isolados de 
Paenibacillus provenientes de amostras de solo (continuação) 

Isolados 35SOLO 37SOLO 21SOLO 34SOLO 43SOLO 4SOLO 7SOLO 
57SOLO 
44SOLO 
3SOLO 
46SOLO 
28SOLO 
39SOLO 
22SOLO 
40SOLO 
35SOLO 1 
37SOLO 0,8 1 
21SOLO 0,364 0,333 1 
34SOLO 0,471 0,316 0,476 1 
43SOLO 0,375 0,222 0,5 0,8 1 
4SOLO 0,455 0,5 0,462 0,476 0,5 1 
7SOLO 0,5 0,444 0,3 0,4 0,429 0,5 1 
19SOLO 0,522 0,48 0,444 0,455 0,381 0,741 0,571 
23SOLO 0,588 0,421 0,571 0,25 0,4 0,476 0,533 
42SOLO 0,444 0,3 0,636 0,471 0,625 0,636 0,625 
33SOLO 0,571 0,609 0,56 0,4 0,421 0,64 0,632 
45SOLO 0,476 0,348 0,56 0,5 0,421 0,56 0,421 
2SOLO 0,455 0,5 0,462 0,476 0,5 0,923 0,4 
12SOLO 0,3 0,364 0,417 0,421 0,444 0,75 0,333 
18SOLO 0,235 0,211 0,476 0,25 0,4 0,571 0,267 
1 SOLO 0,267 0,235 0,316 0,286 0,154 0,421 0,615 
41SOLO 0,143 0,125 0,444 0,462 0,5 0,333 0,333 
8SOLO 0,4 0,235 0,526 0,714 0,923 0,526 0,308 
32SOLO 0,625 0,444 0,4 0,8 0,714 0,6 0,429 
38SOLO 0,667 0,471 0,211 0,429 0,308 0,526 0,462 
50S O LO 0,6 0,636 0,5 0,421 0,333 0,417 0,333 
ATCC 6344 0,348 0,4 0,444 0,455 0,286 0,519 0,095 
ATCC 842 0,222 0,2 0,364 0,353 0,25 0,182 0,125 

19SOLO 

1 
0,636 
0,609 
0,692 
0,692 
0,667 
0,48 
0,273 
0,6 

0,316 
0,4 

0,476 
0,6 
0,64 

0,429 
0,261 
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9.6 Matriz dos coeficientes de similaridades obtidos entre os isolados de 
Paenibacillus provenientes de amostras de solo (continuação) 

Isolados 23SOLO 42SOLO 33SOLO 45SOLO 2SOLO 12SOLO 18SOLO 1 SOLO 
57SOLO 
44SOLO 
3SOLO 
46SOLO 
28SOLO 
39SOLO 
22SOLO 
40SOLO 
35SOLO 
37SOLO 
21SOLO 
34SOLO 
43SOLO 
4SOLO 
7SOLO 
19SOLO 
23SOLO 1 
42SOLO 0,706 1 
33SOLO 0,5 0,571 1 
45SOLO 0,6 0,667 0,583 1 
2SOLO 0,381 0,545 0,64 0,64 1 
12SOLO 0,211 0,5 0,522 0,522 0,833 1 
18SOLO 0,25 0,588 0,5 0,5 0,667 0,737 1 
1 SOLO 0,429 0,4 0,556 0,556 0,421 0,235 0,286 1 
41SOLO 0,308 0,571 0,235 0,353 0,333 0,375 0,308 0,364 
8SOLO 0,429 0,667 0,444 0,444 0,526 0,471 0,429 0,167 
32SOLO 0,4 0,625 0,421 0,421 0,5 0,444 0,267 0,154 
38SOLO 0,429 0,4 0,444 0,333 0,421 0,235 0,143 0,333 
50SOLO 0,526 0,4 0,522 0,522 0,417 0,273 0,211 0,471 
ATCC 6344 0,182 0,261 0,308 0,385 0,519 0,32 0,273 0,3 
ATCC 842 0,118 0,222 0,19 0,19 0,182 0,2 0,118 0,133 
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