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IDENTIFICACAO E CARACTERIZAGAO DE ISOLADOS DE Paenibacillus spp
PROVENIENTES DE AMOSTRAS DE AGUA E DE SOLO "

Autora: Anelise Beneduzi da Silveira
Orientadora: Dra. Gertrudes Corgéo.

RESUMO

O género Paenibacillus, anteriormente pertencente ao género
Bacillus, tem como representantes bastonetes produtores de esporos que se
diferenciam destes pelos padrées encontrados através da amplificacao e
sequenciamento de um fragmento da subunidade 16S rDNA. Esse género é
extremamente diverso sendo encontrado tanto em ambientes aquaticos como
em ambientes terrestres, e seus representantes podendo ser desde patdégenos
de animais a fixadores de nitrogénio (associados ou n&o a plantas). Dos oitenta
bastonetes Gram positivos esporulados isolados dos balnearios de Ipanema,
Belém Novo e Lami (Porto Alegre/RS), trinta e cinco foram identificados através
de PCR como sendo do género Paenibacillus e dos sessenta isolados de solo
provenientes de Belém Novo (Porto Alegre/RS) e Osério (RS), vinte e nove séo
pertencentes a este género. Nos isolados provenientes da agua foram
encontrados representantes de P. validus (8), P. azotofixans (6), P. illinoisensis
(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) e P. thiaminolyticus (1). Entre os individuos 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
caracterizag@o genética através de BOX-PCR produziu fragmentos de 4365 a
445bp e revelou vinte e oito grupamentos em um nivel de similaridade de 73%
nos isolados provenientes da agua, e dezoito grupamentos a 70% nos isolados
do solo. Pelas analises foi possivel identificar um elevado grau de polimorfismo,
com diferencas inter e intraespecificas entre os isolados de Paenibacillus, isso
sendo evidenciado pelo alto nimero de grupamentos encontrados. Os isolados
de Paenibacillus provenientes da agua e do solo puderam ser separados em
grupamentos distintos através do BOX-PCR, sugerindo que populagdes
distintas estejam estabelecendo-se nestes ambientes.

" Dissertacdo de Mestrado em Microbiologia Agricola 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



IDENTIFICATION AND CHARACTERIZATION OF Paenibacillus spp
ISOLATED FROM WATER AND SOIL SAMPLES "

Autor: Anelise Beneduzi da Silveira
Adviser: Gertrudes Corcéo, 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 plants). 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 soil samples collected in Belém
Novo (Porto Alegre/RS) and Osério (RS), twenty-nine belonged to this genus.
Isolates of P. validus (8), P. azotofixans (6), P. illinoisensis (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 level on water
isolates, and eighteen groups with 70% level 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.

" Master of Science Dissertation in Environmental and Agricultural

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. INTRODUCAO

O género Paenibacillus, anteriormente pertencente ao género
Bacillus, tem como representantes bastonetes produtores de esporos que se
diferenciaram destes pelos padrées encontrados através da amplificacéo e
sequenciamento de um fragmento da subunidade 16S rDNA e também por
alguns representantes do género apresentarem o gene nifH (gene que codifica
a proteina ferro do complexo da enzima nitrogenase). Esse género é
extremamente diverso sendo encontrado tanto em ambientes aquaticos como
em ambientes terrestres, e o seus representantes podendo ser desde
patégenos de animais a fixadores de nitrogénio no solo (associados ou nio a
plantas).

A caracterizagdo genética baseada no padrao de fragmentos gerada
por “Polymerase Chain Reaction” (PCR) estéd sendo usada para o estudo de
comunidades microbianas de diversos ambientes. Familias de sequéncias
repetitivas de DNA (REP, ERIC e BOX) estao espalhados por todo o genoma e
séo utilizados para produzir um padrdo de fragmentos de DNA tipico de
diversas espécies bacterianas e podem revelar diferengas entre linhagens. Em
particular, o elemento BOX que consiste de diferentes subsequéncias
conservadas (BOX A, BOX B e BOX C) e que se encontra disperso por todo o

genoma.



Devido a grande diversidade do género Paenibacillus, a identificacdo
do género através do 16S rDNA aliada a caracterizagao molecular dos isolados
através do elemento repetitivo BOX, pode ser uma ferramenta de rapida
detecgdo de uma determinada espécie de Paenibacillus, ja que somente os
testes bioquimicos cléssicos sdo insuficientes para a identificagdo deste
género.

A parte experimental deste trabalho foi desenvolvida no
Departamento de Microbiologia no Instituto de Ciéncias Basicas da Satde da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul e teve como objetivos:

* identificar através da amplificagdo por PCR os isolados provenientes da
agua e do solo (rizosfera de milho) como pertencentes ao género
Paenibacillus sp;

e caracterizar os isolados em nivel de espécie através de provas bioguimicas
classicas;

e caracterizar molecularmente os isolados através da amplificagdo por PCR
utilizando oligonucleotideos BOX :

¢ analisar e comparar os isolados da agua e do solo em relacédo a suas
caracteristicas moleculares;

e comprovar a presenca do gene nifH nos isolados identificados previamente

como espécies fixadoras de nitrogénio.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O género Bacillus e sua heterogeneidade filogenética

Bactérias em forma de bastonetes, aerobias ou anaerdbias
facultativas e formadoras de esporos tém sido geralmente classificadas como
sendo do género Bacillus, um taxon sistematicamente diverso (Claus &
Berkeley, 1986). Os individuos pertencentes a este género estdo entre os
microrganismos mais largamente distribuidos e possuem papéis significantes
nas comunidades microbianas (Reva et al., 1995).

Embora representantes de Bacillus tenham sido extensivamente
estudados, € conhecido que sua taxonomia é insatisfatéria. O género Bacillus é
fenotipicamente heterogéneo, com membros exibindo uma grande diversidade
de requerimentos nutricionais, condicbes de crescimento, metabolismo e
composicago de DNA (32 a 69%mol G+C). Como exemplo dessa diversidade
estédo os organismos estritamente aerdbios, os anaerdbios facultativos e até
mesmo acidofilos, alcaléfilos, quimiolitotréficos, haléfilos, psicrofilos e termofilos.
Em adicdo a isto, hd também uma forte evidéncia de heterogeneidade
filogenética (Ash et al., 1993).

A primeira tentativa em nivel molecular usada para separar este
género foram analises comparativas da subunidade 16S do RNA ribossomal

(16S rRNA). Estes estudos revelaram um Unico grupo diverso contendo a



maioria das espécies examinadas. Havia, entretanto, um ndmero de espeécies
individuais (Bacillus alvei, B. polymyxa, B. brevis, B. acidocaldarius e B.
cycloheptanicus) que foram até mais diversos e ndo pareceram pertencer
aquele Unico grupo citado anteriormente. Dentro do grupo principal de Bacillus,
as analises do 16S rRNA revelaram pelo menos dois grupos moderadamente
relacionados: o primeiro consiste de organismos com esporos elipticos que
estdo 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 trés organismos n3o formadores de esporos:
Planococcus citreus, Filibater limicola e Caryophanon latum). Outros membros
do grupo principal de Bacillus que tém sido examinados pelo 16S rRNA sao B.
Stearothermophilus e Thermoactinomyces vulgaris. Embora estes resultados
tenham um bom fundamento, estava claro que esse exame inicial era
insuficiente para definir o grande nimero de relagdes dentro do género que
seriam necessarias antes que revisdes taxonémicas pudessem ser feitas.
Tambeém ha uma interligagdo entre organismos nao esporulados com
esporulados, como citado acima, que necessita de trabalhos adicionais para o
entendimento da relagdo das espécies de Bacillus com outros géneros (Rossler
etal., 1991).

No estudo de Réssler et al. (1991) foram introduzidos os primeiros
resultados de uma andlise do género Bacillus utilizando sequéncias do 16S
rRNA produzidas por sequenciamento direto com transcriptase reversa ou pela

amplificagdo do DNA ribossomal. Novas sequéncias do 16S rRNA foram



obtidas por este estudo (mais de 1300 nucleotideos sequenciados). A analise
comparativa revelou pelo menos quatro grupos de espécies de Bacillus: 0 grupo
do B. subtilis que inclui também o B. stearothermophilus; o grupo do B. brevis
que inclui B. laterosporus e o grupo do B. alvei que inclui o B. polymyxa, B.
macquariensis € B. macerans. Também houve uma ramificacéo representada
somente pelo B. cycloheptanicus. Esta analise mais completa ndo somente
confirmou a diversidade entre trés 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.
alvel'. Dentro de cada um destes grupos existe uma similaridade de sequéncias
superior a 90% e entre os grupos a similaridade encontrada é menor que 90%.
A distingdo entre eles € ainda maior pelo fato que certas bactérias Gram
positivas ndo formadoras de esporos, tais como os enterococos, lactobacilos e
leuconostocos mostrarem uma similaridade de seqiiéncias 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, esté claro que os organismos comumente
colocados dentro do género Bacillus exibem grandes diferengas genotipicas
que justificam a criagdo de novos géneros. Dados fenotipicos também
demonstram que diversidade e similaridades dos bacilos tém sido encontradas
no grupo do B. alvei, todavia ndo existem as mesmas similaridades fenotipicas

para os outros grupos definidos em nivel genotipico (Figura 1).
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Figura 1. Arvore filogenética construida a partir da matriz de
distdncia da andlise de sequéncias 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 nao era possivel tragar conclusdes
seguras sobre a estrutura filogenética do género (Ash et al., 1991).

Nos estudos de Ash et al. (1991) foram determinadas quase todas as
seqiiéncias da estrutura do 16S rRNA (95% da molécula total, 1450 a 1490
nucleotideos) de mais de cinglienta espécies de Bacillus usando-se a
transcriptase reversa. Uma consideravel diversidade filogenética dentro do
género foi evidenciada através dos cinco grupos distintos produzidos pela
analise da matriz de distancia. O grupo maior ou grupo 1 compreende vinte e

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



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
ramificagOes distintas e ndo possuem relagdes especificas com outras espécies
dentro do grupo. O grupo 2 é formado pelas espécies: B. fusiformis, 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. alvei).
Este grupo exibe uma baixa homologia de seqiiéncias com os outros Bacillus e
pelo modelo de ramificagdo da arvore 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 nivel de relagéo com todos os outros
bacilos examinados. B. stearothermophilus, B. kaustophilus e B.
thermoglucosidasius formam o grupo 5. O acidofilo e termofilico, B.
cycloheptanicus, exibiu a menor similaridade de seqiiéncias 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).



B campeslris

S ureas

L grayi

L. mecrocytogenes
E. fascalis

colanizae

8. tnermogiucositasius
Group 5

8 siearotnermophius
8 kaustoohius

Spi. nuhnues B aicalophiius

8 aneunnolyicus
8 orevis 5

Group 4 /

B ererosporus

B cycloheptancus

Group 2

B. psychrophius
5 globisporus

/

B. alver

/ B insoltus

¢
\

B carrothenpius

8 mace;rms

2 puiwiaciens

B. larvae

B. gorocrae

g autue

A\

B. fusiformis

B. sphaerfcus

\ D(fmi

e B supsus
B amymlguiacsns
& wnsTorcus
8 pepfiae
8 avophaeys
& pumdus
B coreus B artniscis
8. thunng.ensss
8 med.usa

Em
yoondes g
8 acwloterrests
B. lasnoesus

8 megaierean
e 8 QSYTRIOEACCRTICY T US
8 maroccanus
sunpior (B, mpaaiensm Tt

Group 1

8. amylolyhcus

Group 3

B. macauariensis

\5. pabuli

B. azotohxans

£ poiymyxa

Figura 2. Arvore de distancia evolutiva mostrando a heterogeneidade do género

Bacillus.
Fonte: Ash et al., 1991




Os resultados do estudo de Ash et al. (1991) com a anélise da
seqiéncia do 16S rRNA reafirmaram a inadequacio de definir géneros
baseados em critérios fenotipicos. Esta claro que o género Bacillus é
filogeneticamente muito heterogéneo e requer revisdes taxondémicas extensivas.
Os cinco grupos genéticos criados a partir da andlise da matriz de distancia
claramente representam géneros distintos.

A base da sistematica bacteriana esta sofrendo mudancas
fundamentais, caracteristicas fenotipicas classicas estido sendo substituidas por
criterios moleculares e genéticos. A classificacdo microbiana no futuro sera
baseada nestes critérios (sequéncias e estruturas). As sequéncias de
nucleotideos podem revelar relagdes evolucionarias, enquanto que caracteres
fenotipicos podem néo revelar (Heyndrickx et al., 1995).

Em 1992, o Comité Internacional de Sistematica Bacteriana, mais
especificamente o Subcomité da Taxonomia do género Bacillus decidiu realizar
um estudo taxondémico polifasico deste género com o objetivo de estabelecer
procedimentos padrbes para a descrigdio de espécies e revisdo da
nomenclatura (Heyndrickx et al., 1995).

Recentemente a reorganizacéo do género Bacillus foi iniciada com a
introducdo do novo género Alicyclobacillus, para as espécies termofilicas e
aciddfilas que contém os &cidos graxos w-ciclohexano ou -cicloheptano (B.
cycloheptanicus) (Ash et al., 1993).

Estudos taxonémicos mostraram que linhagens pertencentes as
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 géneros Brevibacillus e Aneurinibacillus
respectivamente (Shida et al., 1996).

Subseqlientemente os outros grupos filogenéticos também foram
renomeados como novos géneros: Halobacillus (Spring et al., 1996),
Virgibacillus (Heyndrickx et al., 1998), Gracilibacillus, Salibacillus (Waing et al.,
1999 apud Yoon et al. 2002), Coprobacillus (Aguilera et al., 2001),
Amphibacillus (Nimura et al. ,1990 apud Xu & Cété nio publicado), Filobacillus
(Schlesner et al., 2001 apud Xu & Cété nao publicado), Geobacillus (Nazina et
al., 2001 apud Xu & Cété n&o publicado), Ureibacillus (Fortina et al., 2001 apud
Xu & Coté ndo publicado), Jeotgalibacillus e Marinibacillus (Yoon et al., 2001
apud Xu & Coté ndo publicado).

Ash et al. (1993) propds que varios membros deste género deveriam
ser reclassificados no novo género Paenibacillus. Nesses estudos, uma sonda
altamente especifica baseada em caracteristicas do 16S rRNA foi descrita e
com isso foi encontrado um mecanismo seguro de diferenciar membros do novo
género de outros bacilos produtores de esporos. Essa andlise revelou a
presenca de uma seqliéncia potencialmente caracteristica para o grupo trés de
Bacillus, na regiéo variavel V5 do 16S rDNA. Todas as especies do grupo trés
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 acidocaldarius ndo hibridizaram. Com os resultados de Ash et
al. e este trabalho de 1993, foi possivel concluir que o grupo trés representa um

grupo filogeneticamente distinto. Membros deste grupo exibem alta homologia
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dessas sequéncias e sdo remotamente relacionados com B. subtilis que é a

espécie padrao do género Bacillus (Figura 3).
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Figura 3. Arvore filogenética mostrando as inter relagdes do novo género Paenibacillus e
outras espécies de Bacillus. Grupos 1 a 5 como definidos por Ash et al. (1991). Grupo 1
(@) B. anthracis, B. cereus, B. mycoides e B. thuringiensis; (b) B. amyloliquefaciens, B.
atrophaeus, B. lautus, B. lentimorbus, B. popilliae, 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 oligonucleotideo iniciador altamente especifico denominado
PAENS515F foi desenhado baseado numa seqiiéncia de DNA encontrada no
gene 16S rRNA das espécies de Paenibacillus. Assim como a hibridizagao
usada por Ash et al. (1991) e a amplificagdo usando oligonucleotideos
especificos para o género Brevibacillus e Aneurinibacillus usada por Shida et al.
(1996), o género Paenibacillus foi diferenciado com sucesso de outros Bacillus
usando PAENS515F (Shida et al., 1997a).

Estudos anteriores tém mostrado que amplificacdes pela Reacgéo em
Cadeia da Polimerase (PCR) de fragmentos do gene 16S rRNA usando
oligonucleotideos iniciadores especificos é muito util para a identificacdo de
bactérias, como exemplo este procedimento é rapido e especifico para
identificar membros de Francisella em nivel de género, espécie e subespécie.
Oligonucleotideos iniciadores foram usados para identificar o género
Aneurinibacillus e Brevibacillus e foram altamente especificos. Somente o uso
de caracteristicas fenotipicas para a diferenciacio e identificacdo de
Bacillaceae s&o inadequadas e o uso de sondas e oligonucleotideos iniciadores
de detecgéo especifica deveriam ser amplamente usados para a diferenciacdo

destes (Shida et al., 1996).

2.2. O género Paenibacillus

Os membros do género Paenibacillus sdo organismos em forma de
bastonetes, aerdbios ou anaerébios facultativos que produzem esporos
elipticos. Fenotipicamente as espécies deste grupo reagem fracamente com a

coloracdo de Gram e até mesmo colénias jovens podem aparecer Gram
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negativas, apesar de terem a estrutura Gram positiva. O DNA é composto de
G+C (mol%) entre 40 e 54 (Shida et al., 1996). Sao organismos médveis por
mecanismos de flagelos peritriquios € nao produzem pigmentos (Ash et al.,
1993). Também podem excretar uma variedade de enzimas extracelulares de
hidrdlise de polissacarideos complexos como alginato, condroitina, quitina,
curdlano e outros (Shida et al., 1997a). Alguns membros s&o conhecidos por
produzirem polissacarideos (Yoon et al.,, 2002) e compostos antimicrobianos
tais como polimixina, octopitina, bacifelacina e antifungicos (Chung et al., 2000).

Espécies de Paenibacillus tém sido isoladas de uma grande
variedade de fontes, incluindo solo, agua, rizosferas de plantas, raizes de
arvores, materiais vegetais, alimentos, forragem, fezes e larvas de insetos
(Daane et al., 2002). Isolados bacterianos pertencentes a esse género também
tém sido encontrados no lago Vostok na Antartida (Christner et al., 2001), na
cobertura de gelo de montanhas na China (Christner et al., 2000), em pinturas
biodeterioradas (Heyrman & Swings, 2001), em aguas marinhas (Siefert et al.,
2000), em biofilmes redutores de mercurio (Wagner-Débler et al., 2000) e em
sedimentos estuarinos contaminados com petréleo (Daane et al., 2002). Esse
género também foi abundantemente encontrado em empresas que produzem
papéis para a industria alimenticia (Raaska et al., 2002).

O género Paenibacillus como proposto por Ash et al. (1993),
representa um novo filo que consiste das seguintes espécies: P. polymyxa, P.
alvei, P. azotofixans, P. pabuli P. macerans, P. macquariensis e P.
amylolyticus (Ash et al., 1993); P. alginolyticus, P. chondroitinus, P.

glucanolyticus, P. curdlanolyticus, P. kobensis e P. thiaminolyticus (Shida et al.,
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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
sindénimo P. validus (Heyndrickx et al., 1995), P. durum como sinénimo de P.
azotofixans (Rosado et al., 1997); P. illinoisensis e P. chibensis (Shida et al.,
1997b); P. dendritiformis (Tcherpakov et al., 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 al., 2001); P. naphthalenovorans
(Daane et al., 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).

Vérias espécies descritas como bacilos fixadores de nitrogénio
pertencem a esse género tais como: P. polymyxa, P. macerans e P. azotofixans
(Rosado et al., 1998), P. peoriae (Shida et al., 1997a), P. borealis (Elo et al.,
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 tém um importante papel na manutencéo
da fertilidade do solo. A maior mudanga para o desenvolvimento da agricultura
sustentavel é o uso de bactérias fixadoras de nitrogénio, habeis em assimila-lo

da atmosfera (Seldin et al., 1998).
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Além da fixacdo de nitrogénio, P. polymyxa solubiliza o fésforo no
solo, produz antibidticos, quitinase e outras enzimas hidroliticas, acentua a
porosidade do solo e produz compostos promotores de crescimento em plantas
similares em atividade ao acido indol acético (AIA) (Timmusk et al., 1999).
Ainda aumenta a captagao de nutrientes pela planta e age como biocontrolador
de microrganismos patégenos nativos (Chanway, 1995). Esta espécie também
tem sido usada em controles biolégicos contra Fusarium e Pythium (Guenouri-
Athmani et al., 2000).

O P. azotofixans € o principal representante de Paenibacillus isolado
de solos e raizes de cana-de-agulcar, trigo e outras gramineas. A caracteristica
interessante dessa espécie esta relacionada com a sua capacidade de fixacdo
biolégica de nitrogénio, mesmo em presenca de altos niveis de nitrato e com a
produgdo de substancias antimicrobianas (Neves & Rumijanek, 1998). P.
azotofixans apresenta uma capacidade in vitro de fixar nitrogénio superior as
outras espécies, e por ndo ser afetada pela presenga de nitrato, a fixacdo em
areas com fertilizantes é possivel (Rosado et al., 1996).

Outros representantes sdo patégenos, tais como P. /arvae subsp.
larvae e subsp. pulvifaciens, que causam a mais séria doenga americana de
origem bacteriana em abelhas produtoras de mel (Apis mellifera) afetando seus
estagios larvais e pupais (Allipi & Aguilar, 1998, Heyndrickx et al., 1996a).

A espécie P. alvei produz sintomas em larvas similares as produzidas
por P. larvae, causando a mais séria doenga européia em abelhas. Ao contrario
de P. larvae que se encontra apenas associado a 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 €& altamente
homologa a listeriolisina O, perfringolisina O, pneumolisina e estreptolisina O
(Djordjevic et al., 2000).

O P. apiarius € outra espécie isolada de ambientes com abelhas
juntamente com P. thiaminolyticus, mas esta distantemente relacionado a
outros Paenibacillus associados a abelhas (Nakamura, 1996, Shida et al.,
1997).

A maioria das espécies do género Paenibacillus secretam uma
variedade de enzimas extracelulares. P. azoreducens degrada corantes téxteis
de efluentes de industrias (Meehan et al, 2001), P. validus e P.
naphthalenovorans degradam hidrocarbonetos poliaromaticos (Daane et al.,
2002), P. jamilae degrada alpequina (residuo aquoso toxico produzido na
extracdo do dleo de oliva) (Aguilera et al., 2001), P. glucanolyticus degrada
uma variedade de B-glucanos como celulose, laminarina e pustulano (Alexander
& Priest, 1989), P. lautus, P. curdlanolyticus e P. kobensis degradam curdlano,
P. alginolyticus e P. chondroitinus degradam alginato (Shida et al., 1997a).

Ha ainda os que produzem exopolissacarideos como P. chinjuensis
(Yoon et al., 2002) e P. jamilae (Aguilera et al., 2001). P. campinasensis produz
ciclodextrina de amido, sendo a uUnica espécie alcaldfila e ocupando uma
posicao filogenética distinta dentro desse género (Yoon et al., 1998).

P. koreensis produz compostos antifungicos (tipo iturin) que inibem o
crescimento de varios patdégenos de plantas e animais tais como Rhizoctonia
solani, Fusarium oxysporum, Candida albicans entre outros. Esta espécie é

usada como controlador biolégico desses patégenos por causa de sua
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habilidade em degradar quitina, o0 maior componente da parede celular dos
fungos (Chung et al., 2000).

Algumas outras espécies formam modelos complexos e diferentes de
colénias 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 padrao € o B.
subtilis. Entretanto, P. lentimorbus e P. popilliae tém varias caracteristicas
fisiolégicas e ecolégicas em comum com varias especies de Paenibacillus
incluindo a reacdo de Gram varidvel e a perda da catalase (em comum com P.
larvae). Adicionalmente, uma analise de caracteristicas fenotipicas os colocou
no grupo de outros Paenibacillus associados com insetos, por causarem
doencas nestes. Estas observagdes sugeriram que eles foram mal classificados
no grupo 1 de Ash et al. (1993) e através de novos estudo das sequéncias do
gene 16S rRNA eles foram incluidos no género Paenibacillus (Pettersson et al.,

1999).

2.3 Seqiiéncias repetitivas

As seqliéncias repetitivas estdo presentes nos genomas de todos os
organismos. Embora a fungéo precisa dessas sequéncias em genomas de
procariotos seja obscura, sua presenga pode ser explorada para varias
aplicacbes e manipulagdes moleculares. Estas sequéncias estdo comegando a

prover novas metodologias para a identificagdo e analise 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
sequéncias repetitivas com baixo numero de copias, tais como elementos de
insercdo, operons de RNA ribossomal, genes de RNA transportador e outros.
Estas sequéncias podem contribuir para a evolugéo da estrutura cromossomal
através de rearranjos do DNA tais como delegbes cromossomais, duplicagbes e
inversoes. Genes repetitivos também fornecem mecanismos para aumentar a
viruléncia bacteriana (Lupski & Weinstock, 1992).

A seqléncia repetitiva que foi primeiro descrita e mais estudada é o
"repetitive extragenic palindrome" (REP) ou "palindromic unit sequence" (PU),
inicialmente identificado em Salmonella typhimurium e Escherichia coli (Lupski
& Weinstock, 1992).

A estrutura do REP consiste em uma sequéncia consenso de 38
nucleotideos em forma de palindromo que pode formar uma estrutura "stem-
loop" estavel. As fungbes atribuidas para a sequéncia REP ou PU incluem
regulacdo génica por tradugdo diferencial dentro de operons policistronicos e
retrorregulacdo por estabilizagdo do RNA mensageiro. O fato de que os
elementos REP n3o estdo sempre presentes nas mesmas regides intergénicas,
em diferentes espécies, indica que eles ndo sdo um elemento essencial no
mecanismo da expressdo génica. Entretanto, quando presentes eles podem
influenciar a quantidade ou regulagdo da expressdo de um gene ou de um
operon. Adicionalmente outras fungbes tém sido atribuidas: como a ligagao a

DNA girase e a DNA polimerase. Estes estudos tém levado a propor que o PU
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ou REP esta envolvido no empacotamento do DNA cromossomal bacteriano
dentro de dominios independentes superenovelados (Lupski & Weinstock,
1992).

Outro elemento repetitivo interespacado em genomas de procariotos
foi identificado em Escherichia coli, Salmonella typhimurium e outros membros
da familia Enterobacteriaceae. Este foi denominado "intergenic repeat unit"
(IRU) ou "enterobacterial repetitive intergenic consensus" (ERIC). O ERIC ou
IRU & uma sequéncia de aproximadamente 126bp de comprimento e como a
sequéncia REP, esta localizado em regides transcritas e nao codificantes do
cromossomo e inclui uma repeticao invertida conservada (Lupski & Weinstock,
1992). A sequiéncia 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 sao 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 padroes
gendmicos rep-PCR. Uma das grandes vantagens destes padroes € que estes
podem ser gerados ndo somente de DNA gendémico purificado, mas também
diretamente de lisados, células de culturas liquidas ou coldnias em placas e de
tecidos infectados tais como nédulos de raizes ou lesdes de plantas. O padrao
gendmico de rep-PCR gerado de isolados bacterianos permite a diferenciagao

das bactérias em espécies, subespécies e linhagens, e pode representar o mais
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discriminatério e reproduzivel método de padrao gendémico disponivel para a

rapida analise de amostras (Rademaker et al., 1997).

2.3.1 Sequiéncias Repetitivas BOX

Uma terceira sequéncia repetitiva descoberta no genoma de
Streptococcus pneumoniae foi denominada BOX. Este elemento repetitivo foi
descoberto nos estudos de Martin et al. (1992) onde um fragmento clonado
carregando o gene mmsA de S. pneumoniae (envolvido no reparo e
recombinacdo do DNA), hibridizou com um nimero de fragmentos de uma
clivagem total cromossomal além de hibridizar com os fragmentos do gene
mmsA. A regido responsavel por estas multiplas hibridizagbes foi mapeada e
um fragmento de 340bp conseguido pela clivagem com Hpal e Pwull foi
localizado a 1,5kb apdés 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
presenca de quatro repeticdes diretas de um segmento de 45bp (boxB). Uma
seqiiéncia similar foi também identificada no centro de uma regi&o de 150bp de
alta homologia entre as regidoes dos genes hexB e comA. Comparagdes das
seqiéncias envolvendo as repeticdes de 45bp do fragmento mmsA com aquele
em hexB e comA revelaram que ambas regides flanqueadoras 5' (boxA, 59bp) e
3' (boxC, 50bp) foram também altamente conservadas. O elemento total
(incluindo alguma combinagéo de boxA, boxB efou boxC) foi denominada BOX.
A regido do fragmento comA hibridizou com 6 a 10 diferentes fragmentos do

cromossomo de S. pneumoniae. As sequéncias de 45 bp (boxB) também foram
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identificadas antes do fragmento do gene lytA de S. pneumoniae e no gene
neuA e apds o gene ply que codifica pneumolisina, também foram identificadas
em um fragmento clonado possivelmente contendo um determinante de

resisténcia a penicilina, aspS (Figura 4).
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Figura 4. Organizagdo do elemento BOX em relagio a
alguns genes. Box A, box B e box C est&o indicados
pelos retangulos preto, branco e pela linha sombreada.
Fonte: Martin et al., 1992

A existéncia dos elementos BOX contendo um uUnico boxB (locus
IytA) ou um numero variavel de repeticbes adjacentes deste (fragmentos mmsA
e aspS) sugere que o boxB é o elemento basico ao redor do qual a estrutura
modular do BOX esta organizado. O alinhamento de todas as sequéncias 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 constituido, de 5' para 3', de trés subunidades:
boxA (59bp), boxB (45bp) e boxC (50bp) e seu comprimento total € de 154bp

(Martin et al., 1992).
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Um exame do elemento BOX de 154bp revelou varias seqiiéncias
invertidas e repetidas que poderiam levar a formagdo de um grampo no DNA ou
uma “stem-loop” estavel 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 varios casos onde os BOXs
diferem do consenso, uma mudanga de base compensatéria € vista no brago
complementar da “stem-loop”, sugerindo que a manutencdo da estrutura

secundaria & importante (Martin et al., 1992).
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Figura 5. Estrutura “stem-loop” da sequéncia
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Fonte: Martin et al., 1992.
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Sondas com oligonucleotideos complementares as sequéncias das
subunidades revelaram que somente a subunidade boxA aparece altamente
conservada entre diversas bactérias. Seqgliéncias similares as subunidades
boxB e boxC foram somente encontradas em S. pneumoniae. Todavia, o
modelo de conservagdo de um elemento repetitivo pode n&o estar
correlacionado com a filogenia estabelecida. A subunidade boxA estava
dispersa e presente em um alto nimero de copias em S. pneumoniae, mas nao
estava presente em outros estreptococos tais como S. pyogenes e S.
agalactiae. Entretanto, organismos Gram negativos nao relacionados tais como
E. coli e S. typhimurium continham mdltiplas cépias de sequéncias boxA
dispersas em seu genoma (Versalovic et al., 1994).

Na procura por uma funcdo especifica dos elementos BOX, foi
observado que varios destes elementos estdo localizados nas vizinhangas de
genes cujas fungdes s&o relacionadas ao processo de transformacdo génica.
Estes incluem os genes comA, hexB e possivelmente mmsA. O gene comA
controla a competéncia para a transformagédo génica. 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 transformacao (Martin et
al., 1992).

Muitos dos outros elementos BOX identificados estdo localizados
préximos a genes possivelmente envolvidos na viruléncia de S. pneumoniae.
Estes incluem o gene neuA que codifica neuraminidase, um fator de viruléncia
de pneumococos e o gene ply que codifica pneumolisina, outro fator de

viruléncia. Finalmente, a funcdo do gene lytA esta relacionada a transformagéo
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e viruléncia. A localizacdo dos elementos BOX nas vizinhangas dos genes
envolvidos na competéncia ou viruléncia acentua a possibilidade de uma
conecgao regulatéria entre estes. O desenvolvimento da competéncia para
transformagdo génica pode ser modulado por mudancas nas condigcbes de
crescimento tais como temperatura, pH inicial da cultura e concentragbes de
calcio e magnésio. Embora a possivel regulacdo da viruléncia de S.
pneumoniae nao foi ainda documentada, a expressdo por parte de varias
bactérias patogénicas, € conhecida por ser controlada por esses sinais
ambientais. Isto leva-nos a especular que os elementos BOX poderiam estar
envolvidos na expressao coordenada de genes de competéncia especificos e
virulentos. Ambas transformagao e viruléncia poderiam ser vistas como uma
resposta global do S. pneumoniae a mudangas das condigdes ambientais
(Martin et al., 1992).

As sequéncias BOX sdo o primeiro grupo de elementos de DNA
repetitivos altamente conservados encontrados em uma bactéria Gram positiva.
Embora a sequéncia de nucleotideos seja inteiramente diferente, varias
caracteristicas de BOX sao similares a estas de ERIC e de REP. Com respeito
ao seu tamanho e nimero estimado de copias, as sequéncias BOX sdo mais
similares ao ERIC do que ao REP, entretanto, diferente de ERIC, ele tem uma
estrutura modular. O DNA n&o codificante e repetitivo € provavelmente mantido
em um nivel minimo em S. pneumoniae, dado o pequeno tamanho de seu
genoma quando comparado ao de E. coli (2270kb e 4700kb, respectivamente).
A menos que as seqiéncias BOX sejam mantidas como um DNA “egoista”, um

papel funcional como elemento regulatério deveria explicar sua persisténcia e
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conservagao de seqliéncias em S. pneumoniae. Pode-se especular que o BOX
representa um caso de evolugdo de um elemento de DNA repetitivo recrutado
para uma fungao especifica (Martin et al., 1992).

A utilizacao das sequéncias BOX ou a técnica de BOX-PCR é muito
mais sensivel para detectar diferencas entre linhagens quando comparada, por
exemplo, a técnica de “Restriction Fragment Lenght Polimorfism” (RFLP) do
16S rRNA, tendo varias vantagens sobre esta: o 16S rDNA é somente uma
pequena fragdo do genoma e os elementos BOX estdo espalhados por todo o
cromossomo; algumas partes do 16S rDNA sdo variaveis enquanto que as
subunidades do BOX sdo altamente conservadas; digestdes do 16S rDNA
geram menos de oito bandas e o BOX PCR pode gerar até mais de doze
bandas; mutagdes pontuais podem acabar ou modificar os sitios de restricao
para o RFLP do 16S rDNA mas nao afetam o perfil do BOX PCR (Jarvis et al.,
2001).

Existem também algumas diferencas cruciais comparando-se o rep-
PCR e a técnica de RAPD (“Random Amplified Polymorphic”). A maior diferenca
é o tamanho dos oligonucleotideos iniciadores e as condigoes usadas no PCR.
O RAPD usa oligonucleotideos curtos com sequéncias arbitrarias e o rep-PCR
usa oligonucleotideos maiores e com alta homologia a seqliéncias repetitivas. O
rep-PCR usa condigdes mais definidas, o qual reduz a variagéo experimental e
os artefatos de PCR (Louws et al., 1994).

Van Belkum et al. (1996) testaram varios tipos de oligonucleotideos
BOX em S. pneumoniae: BOX A, BOX B, BR-1 e BR-2A. Somente o

oligonucleotideo BOX A gerou quantidades satisfatérias de amplificacées em
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numeros e tamanhos altamente variaveis e com isso foi concluido que o BOX-
PCR possui excelente capacidade discriminatéria. Os oligonucleotideos BR-1 e
BR-2 ndo geraram amplificagoes e o BOX C s6 gerou uma amplificagéo de 2kb.
Também foi observado que certas espécies de Streptococcus, tais como S.
intermedius nao amplificam fragmentos, indicando que os elementos BOX
podem ser restritos somente a certas espécies.

O BOX-PCR foi usado com sucesso para determinar as relagdes
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 atravées de BOX-PCR quando comparado a resultados
fenotipicos e homologia pelo gene nif (von der Weid et al., 2000). A mesma
observacéo foi descrita entre linhagens de P. azotofixans isolados de milho
(Seldin et al., 1998).

Entre isolados de P. larvae subsp. /larvae, o BOX-PCR foi utilizado
para fazer uma correlagdo entre os isolados provenientes da Argentina e de
outros paises, para se tentar descobrir a origem da doenga provocada por esta
espécie. Através da andlise dos padrées de fragmentos foi sugerido que a
doenca 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 Fixacao Bioldgica de Nitrogénio

O nitrogénio € um dos principais constituintes das biomoléculas e,
em sua forma molecular (N2), compde quase 80% da atmosfera. Apesar de
abundante, o nitrogénioc do ar € quimicamente inerte e poucos sdo os
organismos capazes de utiliza-lo. Determinadas bactérias utilizam como fonte
de nitrogénio para o seu metabolismo, o enorme reservatério gasoso da
atmosfera e estas possuem a capacidade de catalisar a redugéo do nitrogénio
molecular a amodnia e incorporar esse nitrogénio em suas moléculas organicas
(aminoacidos e proteinas), processo denominado Fixagdo Bioloégica do
Nitrogénio (Newton, 2000).

Essa capacidade €& determinada pelo complexo enzimatico da
nitrogenase e as bactérias que a possuem s30 chamadas diazotroficas
(fixadoras de nitrogénio). Até o homem conseguir realizar a fixagdo do
nitrogénio industrialmente, as bactérias diazotroficas eram responsaveis pela
fixacdo de cerca de 90% do nitrogénio do planeta, enriquecendo os oceanos e
os solos com formas de nitrogénio assimilaveis pelas algas e plantas e, desta
forma, sustentando toda a biosfera. Com o aumento explosivo da populagdo
humana no Gltimo século (passando de 1,6 bilhdo, em 1990, para 6,1 bilhdes de
pessoas, em 2000) o homem passou a interferir significativamente nesta

equagdo, colocando fertilizantes nitrogenados na lavoura para suprir a
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crescente demanda de alimentos, de modo que hoje contribuimos com cerca de
25% do nitrogénio fixado no planeta (Newton, 2000).

O nitrogénio, por ser essencial, € frequentemente limitante na
produgdo agricola. Sdo muitos os processos envolvidos na ciclagem desse
importante elemento: desnitrificagao, volatilizacdo da aménia, queimadas
(processos que retornam o nitrogénio a forma gasosa) e lixiviagdo de nitratos
para as camadas profundas do solo, conduzindo & perda do nitrogénio nos
ecossistemas. Para repor o nitrogénio perdido s3o usados fertilizantes
nitrogenados ou a Fixagdo Biologica de Nitrogénio (Neves & Rumjanek, 1998).

No entanto, o uso extensivo de fertilizantes nitrogenados na
agricultura representa um problema econémico, social, ambiental e de saude
publica. Grande parte dos fertilizantes nitrogenados adicionados ao solo &
consumida por bactérias (que voltam a oxidar o nitrogénio, liberando &xido
nitroso e oxido nitrico na atmosfera) ou lixiviados, ou seja, ndo se aderem ao
solo e acabam sendo levados pela agua até o lencol freatico. Contaminando o
lencol fredtico, esse excesso de nitrogénio pode chegar em rios e lagoas e
causar a eutroficagéo destes ambientes (Lewis et al., 1984).

Os microrganismos fixadores de nitrogénio sdo muito diversos,
com representantes cultivaveis em todos os grupos filogenéticos de procariotos
(Gram positivos, Gram negativos, Archea e Cianobactérias). Os genes de
fixacdo de nitrogénio ndo sao distribuidos entre todos os representantes
relacionados filogeneticamente, isto €, os genes de fixagcdo de nitrogénio séo

encontrados em diversos grupos filogenéticos, mas géneros fixadores e nao
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fixadores podem estar em grupos fortemente relacionados (Affourtit et al,
2001).

Apesar da variedade de organismos capazes de fixar nitrogénio, o
complexo da nitrogenase € muito similar na maioria destes. A nitrogenase é
formada de duas proteinas sensiveis ao oxigénio. O componente | ou
dinitrogenase € uma proteina ferro-molibdénio formada por duas subunidades.
O componente Il ou dinitrogenase redutase € uma proteina ferro-enxofre que
transfere os elétrons para a dinitrogenase. Estas proteinas, juntamente com
ATP, Mg*?, e uma fonte de elétrons sdo essenciais para a atividade de fixagao
de nitrogénio (Moat & Foster, 1995).

Um ambiente anaerdbio é exigido para a atividade da nitrogenase
devido a sensibilidade desta ao oxigénio, entdo uma hidrogenase acoplada a
uma rota bioquimica que consome oxigénio ajuda a manter a anaerobiose do
sistema. A fixagdo de nitrogénio é energeticamente muito dispendiosa e €
inibida pela presenga de nitrogénio fixado, principalmente aménia (Zehr et al.,
2000).

O complexo da enzima nitrogenase, como visto anteriormente, é
composto de duas proteinas conservadas: a proteina ferro-molibdénio,
composta de subunidades codificadas pelos genes nifD e nifK e a proteina ferro
codificada pelo gene nifH. O gene da proteina ferro, nifH, € um dos mais
antigos genes funcionais da historia da evolugdo e as relagbes entre as
bactérias baseadas nas divergéncias de sequéncias deste gene tem estado de
acordo com a filogenia inferida pelas sequéncias do gene 16S rRNA. Esta

caracteristica do gene nifH tem possibilitado o estudo da diversidade dos genes
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de fixag@o de nitrogénio em bactérias de interesse bem como a caracterizagdo
de tais genes em comunidades microbianas do solo (Rosado et al., 1998).

Os genes nifH, nifD e nifK sdo normalmente encontrados juntos em
um Unico operon e sao fisicamente adjacentes a outros genes nif fazendo parte
de um grande regulon. Frequentemente encontrados anteriores ao nifK, em um
outro operon, estdo os genes nifE, nifN e nifX. Os genes nifE e nifN codificam
uma proteina cofator essencial para que o complexo da nitrogenase seja
reunido. A funcéo do nifX ainda nao esta clara, mas ele pode ter um papel na
biossintese de cofatores ou na regulagao (Kessler et al., 1998). A expressao do
gene nif exige o produto do gene nifA, um ativador transcricional deste regulon
(Rudnick et al., 1997).

Recentemente, as seqiiéncias do gene nifH tém sido amplificadas e
sequenciadas de um grande numero de ambientes, incluindo raizes de arroz,
solos, oceanos e invertebrados (Zani et al., 2000). A amplificagcdo do nifH pode
fornecer informagdes sobre quais tipos de organismos podem estar envolvidos
na fixagdo de N, confirmando a presenga dos genes em um determinado
organismo que se espera ser fixador ou identificar a presenga de organismos
que sado suspeitos de serem pequenos contribuidores na fixacdo de N (Zehr et
al., 1996).

Apesar do gene nifH ser evolutivamente conservado a nivel de
aminoacidos, ele pode nao ser homélogo a nivel de DNA devido a degeneragéo
do cddigo genético. Foi observado que em regides de sequéncias conservadas
de aminoacidos, oligonucleotideos iniciadores podem ser desenhados para

amplificar uma sequéncia de DNA alvo com alta especificidade. A
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especificidade resulta da amplificacdo entre os oligonucleotideos, devido a
degeneragao, nao € aconselhavel seu uso separadamente como sondas
especificas. Este método possibilita clonar e sequenciar um gene de interesse
sem a construgdo de uma biblioteca de DNA, producdo de um anticorpo ou
conhecimento prévio da sequéncia de DNA (Zehr & McReynolds, 1989).

A reagao em cadeia da polimerase € uma poderosa ferramenta para
a investigacao dos tipos e abundéancia de organismos fixadores de nitrogénio, e
os fatores que limitam a sua distribuicdo e atividade. Se organismos fixadores
de nitrogénio séo detectados, o tipo de microrganismo pode ser identificado
pelo sequenciamento dos fragmentos do gene nifH amplificados pelo PCR. A
amplificagdo do nifH de culturas mistas de bactérias € possivel através de
oligonucleotideos degenerados desenhados a partir de sequéncias do nifH que
codificam seqgiéncias de aminoacidos altamente conservadas. Assim a
amplificagdo € quase universal, e os resultados indicam que os sitios de
anelamento nao sao seletivos para amostras especificas de nifH mesmo se eles
variam no conteudo de GC. Até mesmo sequéncias nifH de arqueobactérias
sdo amplificadas usando esses oligonucleotideos, embora sejam somente
distantemente relacionadas as sequéncias nifH bacterianas. Estes
oligonucleotideos amplificam genes de organismos fixadores de nitrogénio
associados com varios ambientes como oceanos, sedimentos, no picoplancton
e zooplancton. A diversidade dos genes nifH no ambiente marinho € muito
grande e com o desenvolvimento de novas ferramentas para a avaliagcéo da
expressdo especifica de genes nifH, havera um melhor entendimento dos

fatores controladores da fixagao de nitrogénio (Zehr et al., 1996).



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Meios de cultura e solugdes
Todos os meios de cultura e solugdes utilizados na parte pratica

desta dissertacéo estédo descritos nos Apéndices 9.1 a 9.4.

3.2 Obtencao dos isolados bacterianos

Os isolados bacterianos em forma de bastonete e produtores de
esporos provenientes de amostras de agua utilizados no presente trabalho
pertencem a colegcéo do Departamento de Microbiologia/ICBS/UFRGS. Sio
provenientes do estuario do Guaiba (Lami, Belém Novo e Ipanema/Porto
Alegre), foram coletados nos anos de 1997, 1998 e 1999 e estdo conservados
em glicerol 15% a -20°C.

Os isolados de solo s&o provenientes de rizosfera de culturas de
milho coletadas em Belém Novo (Porto Alegre/RS) e na fazenda Maribo em

Osdrio (RS) nos meses de janeiro e fevereiro de 2002, respectivamente.

3.3 Isolamento das amostras provenientes do solo (Seldin et al.,
1983, Claus & Berkeley, 1986)
As amostras de solo foram coletadas com o auxilio de um cano de

PVC que foi inserido em uma profundidade de 10cm e o contelido transferido



para um frasco estéril. O solo coletado foi macerado e peneirado para a
retirada de particulas grosseiras. A partir disso foi feita uma suspensao de 1g
do macerado em agua peptonada tamponada (Merck) (9.1.1) que foi submetida
a um tratamento térmico a 80°C por 10 minutos para eliminar as formas
bacterianas ndo esporuladas. Apds o procedimento foram feitas diluicdes
seriadas de 10°a 10™ que foram inoculadas, através da técnica de semeadura
em superficie, em agar tiamina-biotina (TB) (9.1.2) e agar tripticaseina de soja
(TSA) (Merck) (9.1.3). Aproximadamente 1ml das diluicdes também foram
inoculadas em tubos contendo caldo lactosado (9.1.4) com tubos de Durhan
invertidos e inseridos nestes.

Os tubos com caldo lactosado foram incubados a 30°C por 3 dias e
0s que apresentaram crescimento e produgéo de gas foram entio inoculados,
através da técnica de semeadura em superficie, em &gar vermelho neutro
(9.1.5). As placas de agar TB e agar vermelho neutro foram incubadas
anaerobicamente em jarros Gaspak com placas Anaerobac (Probac) a 30°C
por 7 dias. As placas de agar TSA foram incubadas aerobicamente a 30°C por
no maximo 3 dias.

Apds a incubagdo, as colbnias foram purificadas através de
repiques em placas de agar TSA e incubadas aerobicamente a 30°C por 18-

24horas.

3.4 Identificacao dos isolados bacterianos
Os isolados de amostras de agua que estavam congelados foram

recuperados em caldo TSB e incubados por 18-24 horas a 30°C. Apds o
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crescimento foi feito um tratamento térmico para a eliminagio das formas no
esporuladas e estas foram inoculadas, através da técnica de semeadura em
superficie, em placas contendo &gar TSA e incubadas por 24 horas a 30°C.
Primeiramente os isolados de agua e de solo foram analisados
quanto a morfologia celular e formagdo de esporos através de coloragao de
Gram e colorag&o de Endosporos para que posteriormente fossem submetidas
a uma identificacdo por PCR para a amplificagdo do gene codificante da

subunidade 16S rRNA para a identificagdo do género Paenibacillus.

3.5 Manutencao das culturas bacterianas
Foram realizados repiques para a manutencéo de culturas puras em
placas e tubos contendo agar TSA. Os isolados também foram mantidos

conservados em glicerol 15% a -20°C.

3.6 Preparo dos isolados bacterianos para a extracao de DNA
total

Para a extracdo de DNA total, cada isolado foi inoculado em balées
volumeétricos contendo 20ml de caldo TSB (Merck) (9.1.6) e incubados
aerobicamente a 30°C por 18-24 horas sob agitagdo de 100rpm em um

aparelho shaker Certomat BS-1 (B. Braun Biotech International).
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3.7 Protocolo para extracdo de DNA total (modificado de
Sambrook et al., 1989 e Alippi & Aguilar, 1998).

Cerca de 2ml da cultura previamente crescida em caldo TSB (Merck)
foi centrifugada a 15500g por 1 minuto em uma centrifuga Sigma 2K15 para a
obtencé@o do precipitado de células. Esse foi ressuspendido em 700ul TES
(9.2.1) e centrifugado por 2 minutos. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado ressuspendido em 500ul de solugédo tampéo TE (9.2.2 ). Seguiu-se
a adicdo de 25ul de lisozima (20mg/ml) (Sigma) (9.2.3) e 15ul de RNAse
(10mg/ml) (Gibco-BRL) (9.2.4) que foram incubadas a 37° por 1 hora e em
seguida a 60° por 15 minutos. As amostras foram esfriadas a temperatura
ambiente e a estas adicionadas 108ul de uma solucdo 20% de dodecil sulfato
de sodio (Synth) (9.2.5) e 19l de proteinase K (20mg/ml) (Gibco-BRL) (9.2.8),
e incubadas a 56°C por 15 minutos. Apés o tempo de incubagao, foi adicionado
1 volume de fenol (Invitrogen) (9.2.7) e centrifugado por 10 minutos. O
sobrenadante foi transferido para outro tubo e o procedimento repetido com
fenol, duas vezes com fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (9.2.8) e uma vez
com cloroférmio/alcool isoamilico (9.2.9). O sobrenadante foi retirado para um
tubo novo e adicionado 0,7 volumes de isopropanol e centrifugado por 20

minutos. O sobrenadante foi desprezado e o precipitado lavado com 100u! de
etanol 70%, seco em temperatura ambiente e ressuspendido em 50ul de TE2

(9.2.10).
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3.8 Quantificacao do DNA total (Sambrook et al., 1989)

Foi utilizada uma técnica rapida para estimar a quz “tidade de DNA
em amostras: a fluorescéncia emitida pelo brometo de etideo complexado com
o DNA e vista sob luz ultravioleta. A quantidade de fluorescéncia é proporcional
a massa total do DNA e por isso a quantidade de DNA na amostra pode ser
estimada comparando a fluorescéncia produzida na amostra com aquela de
uma série de padroes. Os padrdes utilizados foram DNA lambda diluido nas

seguintes concentragdes: 500ng/ul, 250 ng/ul, 100 ng/ul e 50 ng/ul.

3.9 Identificacao do género Paenibacillus pela amplificagdo do
gene 16S rRNA

Linhagens pertencentes ao género Paenibacillus foram identificadas
pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) pelo uso dos oligonucleotideos
iniciadores PAEN515F (5-TCGGAGAGTGACGGTACCTGA-3) (Shida et al.,
1997a) e 1377R (5'- CATGCTGATCCGCGATTACTA-3’) (Shida et al., 1996).

As reacdes de amplificagéo foram realizadas com uma concentragéo
de DNA de aproximadamente 25ng num volume total de 20ul por reagédo
contendo 1U de Tag DNA polimerase (Invitrogen), 1x de tampao de reagao da
Tag DNA polimerase (Invitrogen), 3,5mM de uma solugdo de MgCl,
(Invitrogen), 0,125mM de uma solugdo de dNTPs (Amersham Biosciences) e
1,25uM de uma solugao contendo os oligonucleotideos iniciadores PAEN515 E
1377R (Gibco BRL).

A reacao de amplificacao foi realizada em um aparelho termociclador

Progene (Techne) em um total de 27 ciclos nas seguintes condi¢gdes: 1 ciclo
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inicial de desnaturagé@o a 94°C por 1 minuto, 25 ciclos de desnaturagao a 94°C
por um minuto, anelamento a 58°C por 1,5 minuto, extenséo a 72°C por 1,5

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

3.10 Analise do fragmento amplificado de Paenibacillus

O fragmento amplificado que identifica o género 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 tampao TAE 1X (9.3.3) corado com
brometo de etideo (9.3.2). O gel foi analisado sob luz ultravioleta e fotografado

com camera digital Kodak.

3.11 Identificagao das espécies de Paenibacillus

A identificagdo das espécies de Paenibacillus foi realizada atraves
de provas bioquimicas classicas seguindo a tabela e a chave de identificagcao
construidas a partir de dados bibliograficos especialmente para este trabalho
(Tabela 3 e Figura 7).

As provas bioquimicas utilizadas neste trabalho foram: crescimento
em anaerobiose, reducao de nitrato, oxidase, producao de indol, producido de
gas sulfidrico, producado de urease, fenilalanina desaminase, catalase, amilase
e gelatinase; hidrolise de caseina e esculina; utilizagédo do citrato, crescimento
em 5% de cloreto de sodio, crescimento a 50°C, crescimento em pH 10,5,
producdo de gas a partir da glicose, fermentagéo 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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Os meios de cultura utilizados nos ensaios bioquimicos estdo
descritos nos Apéndices 9.1.7 2 9.1.19.
Foram utilizadas linhagens padrdo como controles positivo e

negativo para a realizagéo dos testes bioquimicos (Tabela 1).

Tabela 1. Linhagens padréo utilizadas como controles nos testes bioquimicos

Linhagem Procedéncia

Paenibacillus polymyxa ATCC 842 Fundagido Oswaldo Cruz
Paenibacillus alvei ATCC 6344 Fundacao Oswaldo Cruz
Proteus vulgaris ATCC 13315 LACEN

Klebsiella spp. Dep. Microbiologia/ICBS/UFRGS

Todas as linhagens padréo foram cultivadas em caldo TSB.

3.12 Anélise das sequéncias repetitivas BOX

Os isolados do género Paenibacillus, foram submetidos a uma
caracterizagdo genética utilizando-se o oligonucleotideo iniciador BOXA1R (5-
CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3) (Alippi & Aguilar, 1998).

As reagbes de amplificagdo denominadas de BOX PCR foram
realizadas com uma concentragéo de DNA de aproximadamente 100ng num
volume total de 25ul por reagdo contendo 1U de Tag DNA polimerase
(Invitrogen), 1x de tamp&o de reagdo da Tag DNA polimerase (Invitrogen),
3,5mM de uma solucdo de MgCl; (Invitrogen), 8ng/ul de uma solucao de BSA

(soro albumina bovina) (Amersham Biosciences), 0,5mM de uma solucao de
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dNTPs (Amersham Biosciences) e 5uM de uma solugdo contendo o
oligonucleotideo iniciador BOXA1R.

As reagbes de amplificagdo foram realizadas em um aparelho
termociclador Progene (Techne) em um total de 32 ciclos nas seguintes
condigGes: 1 ciclo inicial de desnaturagédo a 94°C por 2 minutos, 30 ciclos de
desnaturagdo a 94°C por 1 minuto, anelamento a 50°C por 1,5 minuto,
extens@o a 65°C por 5 minutos e 1 ciclo de extensdo final a 65°C por 15

minutos.

3.13 Analise dos fragmentos amplificados através do BOX PCR

Os fragmentos amplificados foram submetidos a eletroforese com
uma corrente de 80V por 2 horas e 45 minutos em um gel de agarose 1%
(9.3.1) (11cm de comprimento e 13cm de largura) com tampdo TBE 0,5X
(9.3.4) corado com brometo de etideo (9.3.2). Os géis foram analisados sob luz
ultravioleta e fotografado com camera digital Kodak para posterior anélise dos

resultados.

3.14 Analise dos resultados do BOX PCR

As analises do tamanho dos fragmentos amplificados foram feitas
no programa KODAK 1D v.3.5.2, onde foram determinados os tamanhos
moleculares, usando como padrdo os fragmentos do DNA de fago Lambda
clivado com as enzimas EcoRl e Hindlll. As analises estatisticas e a construcio
dos dendrogramas foram feitas no programa SPSS 10.1, onde foram

considerados 1 ou 0 para presenca ou auséncia de um determinado fragmento



40

de BOX-PCR. A similaridade entre estes foi avaliada pelo coeficiente de Dice,
onde desconsidera-se a concordancia 00 e atribui-se grande importancia a
concordancia “positiva” 11. Esse coeficiente é muito adequado para comparar
itens muito diversos, como diferentes espécies por exemplo, em que a
probabilidade de detecgdo da presenca de bandas comuns é menor. Os
agrupamentos foram feitos por UPGMA (“Unweighted Pair Group Method Using
Averages’), onde o critério para a formagdo dos grupos é a média das

distancias entre todos os pares de itens que formam cada grupo (Dias, 1998).

3.15 Amplificacao do gene nifH

Os isolados de agua e de solo identificados como sendo do género
Paenibacillus foram submetidos ao PCR para a amplificagdo do gene nifH.
Para isso, utilizou-se os oligonucleotideos iniciadores degenerados NIFRR F
(5-TGYGAYCCNAARGCNGA-3) e NIFR R (5-ADNGCCATCATYTCNCC-3))
(Zehr & McReynolds, 1989).

As reagbes de amplificagdo foram realizadas com uma concentragao
de DNA de aproximadamente 50ng num volume total de 25ul por reagcéao 1U de
Tag DNA polimerase (Invitrogen), 1x de tamp3o de reagdo da Tag DNA
polimerase (Invitrogen), 3mM de uma solucdo de MgCl, (Invitrogen), 8ng/ul de
uma solugcao de BSA (soro albumina bovina) (Amersham Biosciences), 0,4mM
de uma solugdo de dNTPs (Amersham Biosciences) e 5uM de uma solugéo
contendo os oligonucleotideos iniciadores NIF F e NIF R (Gibco BRL).

As reagbes de amplificagdo foram realizadas em um aparelho

termociclador MiniCycler (MJ Research), em um total de 32 ciclos nas
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seguintes condigdes: 1 ciclo inicial de desnaturagdo a 94°C por 1 minuto; 15
ciclos de desnaturagéo a 94°C por 1 minuto, anelamento a 50°C por 1 minuto,
extensdo a 70°C por 1,5 minuto; 15 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 1
minuto, anelamento a 50,5°C por 1 minuto, extens&o a 70°C por 1,5 minuto e 1

ciclo de extensao final a 70°C por 5 minutos.

3.16 Analise do fragmento amplificado do gene nifH

O fragmento amplificado do gene nifH foi submetido a eletroforese
com uma corrente de 75V por 20 minutos em um gel de agarose 1% (9.3.1)
com tamp&o TAE 1X (9.3.3) corado com brometo de etideo (9.3.2). O gel foi

analisado sob luz ultravioleta e fotografado com camera digital Kodak.

3.17 Marcadores Moleculares
Foi utilizado DNA de fago Lambda clivado com as enzimas EcoRl e
Hindlll e clivado somente com a enzima Hindlll como marcador de tamanho

molecular para a andlise dos fragmentos amplificados em gel de agarose.

3.18 Teste de Especificidade

Para determinar a especificidade dos oligonucleotideos iniciadores
na detecgdo dos microrganismos alvo nas reagdes de amplificagdo do género
Paenibacillus e do gene nifH, foram utilizadas amostras de DNA total de
culturas puras como controles positivos e negativo. As linhagens utilizadas

estao apresentadas na tabela 2.
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Tabela 2. Linhagens padréo utilizadas nos ensaios de especificidade

Linhagem

Procedéncia

Paenibacillus polymyxa ATCC 842
Paenibacillus alvei ATCC 6344
Rhizobium lequminosarum bv. trifolii SEMIA 249
Bradyrhizobium sp. SEMIA 5052
Bacillus licheniformis LFB 576
Bacillus megaterium LFB 813
Bacillus mycoides LFB 445

Bacillus cereus CCT 0240

Bacillus subtilis ATCC 6633
Salmonella tiphymurium ATCC 14028
Micrococcus luteus ATCC 7468

Escherichia coli ATCC 11105

Fundagao Oswaldo Cruz
Fundagéo Oswaldo Cruz
FEPAGRO

FEPAGRO

Fundagéo Oswaldo Cruz
Fundagéo Oswaldo Cruz
Fundagéo Oswaldo Cruz
Fundagao Oswaldo Cruz
Fundacdo Oswaldo Cruz
Instituto Adolfo Lutz
Fundagéo Oswaldo Cruz

Instituto Adolfo Lutz

Todas as linhagens padréo foram cultivadas em caldo TSB exceto

as linhagens de Rhizobium e Bradyrhizobium que foram

(9.1.20) e o DNA extraido conforme descrito no item 3.7.

cultivadas em meio TY



4. RESULTADOS

4.1 ldentificacao dos isolados provenientes da agua e do solo

4.1.1 Identificacao do género Paenibacillus

Foram isolados e identificados no total 80 bastonetes produtores de
esporos provenientes de amostras de agua dos balnearios do Lami, Belém
Novo e Ipanema em Porto Alegre. Estes foram submetidos ao PCR usando-se
oligonucleotideos iniciadores especificos para a amplificagdo do fragmento de
800bp de Paenibacillus (Figura 6). Trinta e cinco isolados foram identificados
como pertencentes a esse género.

Os isolados do solo sdo provenientes de amostras de rizosfera de
milho vindas de fazendas em Belém Novo/Porto Alegre e Osoério. Ao total, 65
bastonetes produtores de esporos foram isolados e identificados. Estes foram
submetidos a amplificagdo por PCR usando-se oligonucleotideos iniciadores
especificos para a identificagdo de Paenibacillus. Vinte e nove isolados foram

identificados como pertencentes a esse género.
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Figura 6. Amplificacdo do fragmento de 800 bp de
Paenibacillus. Canaletas: M, Marcador Molecular DNA . digerido
com Hindlll; 1, Controle Negativo Bacillus cereus: 2, Controle
Positivo Paenibacillus polymyxa; 3-6 Isolados de Amostras de
Agua; 8, Controle Negativo da Reac3o.

4.1.2 Identificacao das espécies de Paenibacillus

O género Paenibacillus é constituido atualmente de trinta e oito
especies e uma subespécie. No presente trabalho, foram identificadas através
de provas biogquimicas classicas sessenta e quatro isolados. Tabelas e chaves
de identificacéo foram construidas especialmente para este trabalho a partir de
dados bibliograficos e apresentadas a seguir (Tabela 3 e Figura 7).

P. alginolyticus: Alexander & Priest, 1989, Shida et al, 19972,
Takeda et al., 2002 e Yoon et al., 2002.

P. alvei: Alexander & Priest, 1989, Bosshard et al., 2002, Djordjevic
et al., 2000, Heyndrickx et al., 1995 e 1996b, Meehan et al., 2001, Nakamura,

1996, Pettersson et al., 1999 e Shida et al.. 1987a.
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P. amylolyticus: Alexander & Priest, 1989, Berge et al., 2002, Elo et
al., 2001, Heyndrickx et al, 1996b, Meehan et al., 2001, Nakamura, 1984, Shida
etal., 1997a e 1997b, van der Maarel et al., 2000.

P. apiarius: Meehan et al., 2001, Nakamura, 1996 e Pettersson et
al., 1999.

P. azoreducens: Meehan et al., 2001.

P. azotofixans: Aguilera et al., 2001, Berge et al., 2002, Elo et al.,
2001, Heyndrickx et al., 1996b, Meehan et al., 2001, Seldin et al., 1984, Shida
et al., 1997a, von der Weid et al., 2002.

P. borealis: Elo et al., 2001 e von der Weid et al., 2002.

P. brasilensis: von der Weid et al., 2002.

P. campinasensis: Berge et al., 2002, Bosshard et al., 2002,
Meehan et al., 2001 e Yoon et al., 1998.

P. chibensis: Berge et al., 2002, Elo et al., 2001, Meehan et al.,
2001, Shida et al., 1997b e van der Maarel et al., 2000.

P. chinjuensis: Yoon et al., 2002.

P. chondroitinus: Alexander & Priest, 1989, Shida et al 1997a e
Yoon et al. 2002.

P. curdlanolyticus: Dasman et al., 2002, Kanzawa et al.,, 1995,
Meehan et al., 2001, Pettersson et al., 1999 e Shida et al., 1997a.

P. daejeonensis: Lee et al., 2002.

P. dendritiformis: Bosshard et al., 2002, Meehan et al., 2001 e

Tcherpakov et al., 1999.
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P. graminis e P. odorifer. Berge et al., 2002 e von der Weid et al.,
2002.

P. granivorans: van der Maarel et al., 2000.

P. glucanolyticus: Alexander & Priest, 1989, Berge et al., 2002, Elo
et al., 2001, Kanzawa et al., 1995, Meehan et al., 2001, Shida et al., 1997a e
1997b.

P. glycanilyticus: Dasman et al., 2002.

P. illinoisensis: Berge et al., 2002, Elo et al., 2001, Meehan et al.,
2001 e Shida et al., 1997b.

P. jamilae: Aguilera et al., 2001 e Bosshard et al., 2002.

P. kobensis: Dasman et al., 2002, Meehan et al., 2001, Pettersson
et al., 1999 e Shida et al., 1997a.

P. koleovorans: Takeda et al., 2002.

P. koreensis: Bosshard et al., 2002, Chung et al., 2000, Meehan et
al., 2001 e Takeda et al., 2002.

P. larvae subsp. larvae e P. larvae subsp. pulvifaciens:
Heyndrickx et al., 1996a, 1996b e 1995, Meehan et al., 2001, Nakamura, 1996,
Pettersson et al., 1999, Shida et al., 1997a e Takeda et al., 2002.

P. lautus: Alexander & Priest, 1989, Berge et al., 2002, Elo et al.,
2001, Meehan et al., 2001, Kanzawa et al., 1995, Nakamura, 1984, Shida et al.,
1997a e 1997b.

P. lentimorbus e P. popilliae: Meehan et al., 2001 e Pettersson et

al., 1999.
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P. macerans: Berge et al., 2002, Elo et al., 2001, Heyndrickx et al.,
1996b, Meehan et al.,, 2001, Seldin et al., 1994, Shida et al., 1997a e von der
Weid et al., 2002.

P. macquariensis: Berge et al., 2002, Elo et al., 2001, Heyndrickx et
al., 1996b, Meehan et al., 2001, Shida et al., 1997a e 1997b.

P. naphthalenovorans: Daane et al., 2002.

P. pabuli: Alexander & Priest, 1989, Berge et al., 2002, Bosshard et
al., 2002, Daane et al., 2002, Elo et al., 2001, Heyndrickx et al., 1996b, Meehan
et al., 2001, Nakamura, 1984 e Shida et al., 1997a.

P. peoriae: Aguilera et al., 2001, Berge et al., 2002, Elo et al., 2001,
Heyndrickx et al., 1996b, Meehan et al., 2001, Shida et al., 1997a e von der
Weid et al., 2002.

P. polymyxa: Aguilera et al., 2001, Berge et al., 2002, Bosshard et
al., 2002, Daane et al., 2002, Dasman et al., 2002, Elo et al., 2001, Heyndrickx
et al., 1996b, Meehan et al., 2001, Seldin et al., 1983, Shida et al., 1997a e von
der Weid et al., 2002.

P. turicensis: Bosshard et al., 2002.

P. thiaminolyticus: Bosshard et al., 2002, Meehan et al., 2001,
Nakamura, 1996, Pettersson et al., 1999, Shida et al., 1997a, Tcherpakov et al.,
1999 e van der Maarel et al., 2000.

P. validus: Alexander & Priest, 1989, Daane et al., 2002, Heyndrickx
etal., 1995 e 1996b, Meehan et al., 2001, Nakamura, 1984, Shida et al., 1997a

e Yoon et al., 2002.
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De acordo com a Tabela 4, as espécies mais frequentemente
encontradas nas amostras provenientes da agua 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 agua foram identificados como
espécies fixadoras de nitrogénio (P. azotofixans, P. brasilensis, P. borealis, P.
odorifer, P. graminis e P. macerans) contra 14% dos isolados do solo (P.
azotofixans e P. peoriae).

Tabela 4. Identificagdo das espécies de Paenibacillus isoladas de amostras de
agua e de solo

Espécie Isolados de agua Isolados de solo

A

P. validus 8
P. alginolyticus
P. azotofixans

P. chibensis

P. glucanolyticus
P. illinoisensis
P. koreensis

P. brasilensis

P. borealis

= N N N W W w o o

P. thiaminolyticus
P. odorifer
P. graminis

-4 =& A

P. macerans

P. pabuli

P. apiarius

P. macquariensis

= = N OO O O O N O O O O N N W

O O = -

P. peoriae

N
w0

Total 35




4.2 Padronizagao das condi¢coes do BOX-PCR

A técnica de BOX-PCR precisa ser muito bem padronizada quanto
aos reagentes utilizados e suas concentragbes devido ao seu alto poder

discriminatorio e alta sensibilidade.

4.2.1 Concentracao de Cloreto de Magnésio (MgCl,)

O cloreto de magnésio e necessario para a atividade da enzima Tag
DNA polimerase. Para a determinagé@o da concentragao ideal para a realizagéo
do BOX-PCR foram testadas as concentragbes de 2, 2,5, 3, 3,5 e 4mM de
MgCl,. A concentragdo escolhida foi de 3.5 mM de MgCl;, a qual produziu um
padrao de fragmentos, ideal para posterior analise e construcdo dos

dendrogramas (Figura 8).

M 1 2 3 & 5 6 7 3

Figura 8. Teste de concentracao de MgCl,. Canaletas: M,
Marcador Molecular DNA X clivado com Hindill; 1-4,
Paenibacillus polymyxa nas seguintes concentragbes 2. 2,5,
35 e 4mM; 5-8 Paenibacillus alvei nas seguintes
concentracoes 2, 2,5, 3,5 e 4mM.
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4.2.2 Concentracao de DNA molde

Foram testadas as concentracdes de 200, 150, 100 e 50ng/ul de
DNA molde para 0 BOX-PCR. A concentracdo de 100ng/ul foi a que se mostrou
mais eficiente para a producao e reprodutibilidade do perfil de fragmentos nos

isolados de Paenibacilius (Figura 9).

3530 s
2030 s
1380 e |

940 e |

SO

Figura 9. Teste de concentracdo de DNA. Canaletas: M, Marcador
Molecular DNA 2 clivado com EcoR! e Hindill; 1-2 P. validus nas
concentragdes de 150 e 100ng/ul de DNA; 3-4 P. validus nas
concentragcbes de SO e 100ng/ul de DNA; ; 5-7 P. chibensis nas
concentragGes de 200, 150 e 100ng/ul de DNA; 8-10 P. chibensis nas
concentragtes de 200, 150 e 100ng/ul de DNA; 11, Controle Negativo da
reagéo.
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4.2.3 Concentracao do oligonucleotideo iniciador BOXA1R

A concentragao inicial recomendada pelo protocolo de Alippi & Aguilar
(1998) para as reagbes de amplificacdo € de 2,5uM de BOXA1R. Foram
testadas as concentracdes de 2,5 e 5uM do oligonucleotideo iniciador. Foi feita
a padronizagdo da concentragdo levando-se em consideragdo o numero de
bandas obtidas bem como a intensidade das mesmas. A concentragéo de SuM
apresentou bandas mais fortes e definidas e mostrou ser a mais eficiente para

os isolados de Paenibacillus, quando comparada com a de 2,5uM.

4.2.4 Concentracao de BSA

O BSA (“Bovine Serum Albumin”) foi utilizado para reduzir os efeitos
inibitorios de contaminantes tais como acido humico, FeCls, acido fulvico, etc...
Utilizou-se a concentracdo de 8ng/ul de BSA no preparo das amostras para as

reagcOes de amplificagdo (Wintzingerode et al., 1997).

4.2.5 Temperatura e namero de ciclos

O protocolo definido por Alippi & Aguilar (1998) recomenda 1 ciclo de
desnaturagéo inicial a 95°C por 7 minutos, 30 ciclos de desnaturagdao a 94°C
por 1 minuto, anelamento a 53°C por 1 minuto, extensdo a 65°C por 8 minutos
e uma extensao 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
desnaturacgao inicial e diminuindo-se o tempo de extensdao. Com isso obteve-se
uma maior exposicdo da fita molde de DNA ao oligonucleotideo iniciador.

Portanto, foram utilizados 1 ciclo inicial de desnaturacao a 94°C por 2 minutos,
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30 ciclos de desnaturagao a 94°C por 1 minuto, anelamento a 50°C por 1,5
minuto, extensao a 65°C por 5 minutos e um ciclo de extensao final a 65°C por

15 minutos.

4.3 Perfil de BOX-PCR

Foram encontrados 28 perfis entre as diferentes espécies isoladas
da agua enquanto que no solo foram encontrados 18 perfis de BOX-PCR
(Figura 10).

Para as analises foram selecionados quarenta e trés fragmentos com
tamanho molecular variando de 4365 a 445bp. Os isolados de agua
amplificaram de 5-13 fragmentos com uma meédia de 9,3 fragmentos por
isolado, enquanto que os do solo amplificaram de 5-16 fragmentos com uma
media de 9,5 fragmentos por isolado. Observou-se fragmentos de 1230, 841,
715 e 618bp comuns a maioria dos isolados de agua que foram amplificados.
Entre os isolados de solo foram encontrados fragmentos comuns de 2378,
1645, 1457, 1359, 1259, 1122, 1087 e 954bp. Nao foi observada a ocorréncia
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 agua, enquanto
que fragmentos de 2660, 2201, 1268 e 646bp foram gerados apenas em

isolados provenientes do solo.
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M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M 11

Figura 10. Perfis de BOX-PCR. Canaletas: M, Marcador Molecular DNA A
clivado com EcoRIl e Hindill; 1, Controle Positivo P. alvei;, 2, Controle
Positivo P. polymyxa; 3-6, isolados provenientes de solo: 3- P. azotofixans,
4-5 P. alginolyticus, 6- P. pabuli, 7-10 isolados provenientes de agua: 7- P.
borealis, 8-10 P. validus; 11, Controle Negativo da reagao.

Dentro das espécies que tiveram um maior numero de isolados, tais
como P. alginolyticus, P. pabuli e P. validus no solo e P. validus e P.
azotofixans na agua, foram enconirados fragmentos em comum para estas
especies nos diferentes ambientes analisados e estes sdo apresentados nas

tabelas 5 e 6.
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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
1573
1457
1359
1259
1122
1087

954

841

Fragmentos (bp)
= NN WA =2
— WPhr WA Wbw

A BB OBAWONRMOW

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

P. validus P. azotofixans
n=8 n=6
. 1856 5 4
é" 1230 5 4
o 1122 0 4
2 954 6 1
g 841 4 6
> 715 7 2
L 618 7 2

4.4 Analises dos dendrogramas de BOX-PCR

4.4.1 Analise do dendrograma dos isolados provenientes da
agua

De acordo com o dendrograma obtido através da analise dos
isolados da agua (Figura 11), foram observados cinco grandes grupos com um
nivel de similaridade de 35%. Um destes grupos pertence aos isolados

controles, P. alvei e P. polymyxa. Os isolados de agua com maior nivel 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 niveis 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 nivel de similaridade (35%), ou
seja, maior diversidade em relacao 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 unicos, tais como, P. azotofixans (isolado 26)
juntando-se ao grupamento em 51%, P. macerans (isolado 29M) a 45% e P.

chibensis (isolado 171) ja citado anteriormente.



P. borealis 37
P. borealis 125
P. thiaminolyticus AC
P. graminis 8
P. wvalidus 191
P. azotofixans 189
P. azotofixans 39Mar
P. odorifer 5N
P. brasilensis 21
P. wvalidus 4IN
P. azotofixans 6
P. azotofixans 26
P. apiarius 28
P. koreensis 5
P. illincisensis 29
P. glucaneclyticus i
P. macerans 29M
P. glucanolyticus 18
P. glucanolyticus 19
P. azotofixans 204
P. azotofixans 32
P. pabuli 24Mar
P. validus 10M
P, brasilensis 16
P. wvalidus 169
P. illinoisensis 23M
P. koreensis 32M
P. chibensis 17b
P. wvalidus 112
P. validus 172
P. validus 168
P, illincisensis 79
P. wvalidus 111
P. chibensis 23
P. chibensis 171
P. alvei ATCC6344
P. polymyxa ATCC842

Nivel de Similaridade (%)

71

20

Figura 11. Dendrograma baseado em anadlises de BOX-PCR dos isolados

provenientes da agua.
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4.4.2 Anadlise do dendrograma dos isolados provenientes do
solo

No dendrograma da analise de agrupamento dos isolados dosolo
apresentado na figura 12, foram observados quatro grandes grpos
polimorficos em um nivel de similaridade de 36%. Os controles, P. alvei: P.
polymyxa, estao em grupos separados sendo que P. alvei esta proximoaos
isolados do solo. Os isolados mais proximos foram P. azotofixans (iscado
43solo) com P. alginolyticus (isolado 8solo) e P. validus (isolados 4 e 2so) a
92%. Em um nivel 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) agrupci-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 nive de
similaridade de 75 e 61%, respectivamente. Dois isolados de P. pabuli (6 e
50so0lo) agruparam-se com similaridade de 73%. Isolados de P. alginolycus
(39, 37 e 35so0lo) agruparam-se em um nivel de similaridade de 75%. Os
grupamentos unicos observados foram oito, entre estes P. pabuli (41solo em
uma similaridade de 50%, P. glucanolyticus (isolado 38solo) a 48% e P. peciae

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

95 90 80 70 60 50 40 3 20
| | | 1 | | | |
[ 1 I I | I |

P. azotofixans 43

P. alginolyticus 8 —J

P. azotofixans 34

P. glucanclyticus 32 4‘

P. pabuli 41

P. alginolyticus 22

P. wvalidus 40 —~——~+—J

P. validus 4

P. validus 2 :|

P. validus 44

P. chibensis 12

P. chibensis 18

P. alvei ATCC6344

P. thiaminolyticus 23

P. pabuli 42 I

P. apiarius 19

P, azotofixans 45 I L

P. macgquariensis 21

P. thiaminolyticus 3

P. pabuli 46

P. pabuli 50 I

P. alginolyticus 35 ]

P. alginolyticus 37 I

P. alginolyticus 39 —

P. pabuli 28

P. alginolyticus 33 ]

P. glucanolyticus 38

P. alginolyticus 7

P. apiarius 1 |

P. peoriae 57

P. polymyxa ATCC842

Figura 12. Dendrograma baseado em analises de BOX-PCR do isolados
provenientes do solo.



74

4.4.3 Analise do dendrograma dos isolados provenientes da
agua e do solo

Para esta andlise foram consideradas somente as espécies
identificadas em ambos os ambientes.

No dendrograma apresentado na figura 13, foram encontrados
sete grandes grupos em um nivel de similaridade de 40%. Como visto
anteriormente na figura 11, as linhagens controle continuaram agrupadas e
distanciadas dos outros isolados. Dois destes grandes grupos foram formados
somente por isolados provenientes da agua e um Unico grupo foi formado
apenas com isolados provenientes do solo. Em um nivel de similaridade de
70% foram encontrados 10 grupamentos. Os mesmos isolados de P. validus
(isolados 112 e 172) que agruparam-se no dendrograma das amostras de agua
(Figura 11) continuaram agrupados no nivel de similaridade de 100%. P.
chibensis (isolado 23) voltou a agrupar-se com P. validus (isolado 111) com
uma similaridade de 71%. O mesmo ocorreu com P. validus isolado do solo
(isolados 2, 4 e 44solo), e o nivel de similaridade continuou 0 mesmo do
dendrograma das amostras de solo, 92% e 83%. P. validus (isolado 44solo) e
P. chibensis (12solo), isolados do solo, também agruparam-se em uma
similaridade de 75%. Isolados de P. validus (191) e P. chibensis (17b e 171)
que nao se agruparam no dendrograma das amostras de agua (Figura 11)
agruparam-se entre os P. validus e P. chibensis isolados do solo em niveis de
similaridade diversos. P. glucanolyticus (18 e 19) isolados da agua agruparam-
se com uma similaridade de 67%. O mesmo ocorreu com P. azotofixans

(isolados 189 e 39Mar) a 67%. Um P. pabuli (28solo) isolado do solo que
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agrupou-se com outras espécies no dendrograma das amostras de solo (Figura
12), nesse dendrograma foi agrupado juntamente com os de mesma espécie
em uma similaridade de 67%. O mesmo ocorreu com P. azotofixans (isolados
34 e 43solo) que agrupou-se com uma similaridade de 81%. Os grupos Gnicos
formados foram dezessete, entre estes P. azotofixans (isolados 204 e 26) em
um nivel de similaridade de 46% e 50% respectivamente, P. thiaminolyticus
(isolado 3solo) a 52%, P. glucanolyticus (isolado 38solo) a 43%, P. apiarius

(isolado 1solo) a 40% e P. pabuli (isolado 41solo) em uma similaridade de 50%.
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4.5 Ampilificagdo do gene nifH

Todos os isolados, tanto os provenientes da agua como 0s do solo,
fram submetidos a amplificacéo por PCR para a obtencZo do fragmento do
¢ne nifH. Somente os isolados previamente identificados como fixadores de
rrogénio produziram um Gnico fragmento amplificado de aproximadamente
¢0bp, enguanto o controle positivo (Rhizobium leguminosarum bv. trifolii)
awplificou um fragmento de 360bp (Figura 14). Os outros controles positivos
izados, Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus polymyxa nao apresentaram

rnhum amplificado.

M 1 2 3 < 5

Figura 14. Amplificacdo do gene nifH. Canaletas: M,
Marcador Molecular DNA A clivado com EcoRI e Hindlli;
1, Controle Positivo DNA de Rhizobium leguminosarum
bv. wifolii na concentracédo de 50ng/ul; 2, amostra de
solo com concentragao de 100ng/ul de DNA molde; 3,
amostra de solo com concentragéo de 50ng/ul de DNA
molde; 4, Controle Negativo da reacdo; 5, Controle
Negative Paenibacillus alvei.
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Os isolados néo fixadores de nitrogénio também foram submetidos
ao PCR. Estes amplificaram somente bandas inespecificas de alto tamanho
molecular ndo apresentando o fragmento de 360bp e de 940bp.

Também foram testadas as concentracdes de 100 e 50ng/ul de DNA
molde por reag@o. A concentragdo que se mostrou mais eficiente foi a de
50ng/ul, enquanto que a de 100ng/ul produziu varias bandas de intensidade

fraca, resultado de amplificagGes inespecificas (Figura 14).



5. DISCUSSAO

5.1 Identificacao do género Paenibacillus

Paenibacillus n&o é diferenciado de outros géneros por
caracteristicas fenotipicas. Através da utilizagdo de ensaios bioquimicos, esse
género é classificado como sendo Bacillus. Um oligonucleotideo iniciador
altamente especifico denominado PAEN515F foi desenhado baseado numa
sequéncia de DNA conservada e encontrada no gene 16S rRNA das espécies
de Paenibacillus. Shida et al. (1997a) relataram que o género Paenibacillus foi
diferenciado com sucesso de outros Bacillus usando PAEN515F. Ash et al.
(1991) utilizaram a técnica de hibridizagdo para a identificagdo desse género.
Shida et al. (1996) afirmaram que somente o uso de caracteristicas fenotipicas
para a diferenciacéo e identificagdo de Bacillaceae s&o inadequadas e o uso de
sondas e oligonucleotideos iniciadores de detec¢do especifica deveriam ser
amplamente usados para a diferenciagdo destes. No presente estudo, esse
oligonucleotideo iniciador foi utilizado para a identificagdo do género
Paenibacillus entre varias bactérias em forma de bastonete e produtoras de
esporos.

Estudos anteriores tém mostrado que amplificacdes pela Reaco em
Cadeia da Polimerase (PCR) de fragmentos do gene 16S rRNA usando

oligonucleotideos iniciadores especificos € muito Util para a identificacdo de
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bactérias. Forsman et al. (1994) relataram que este procedimento é rapido e
especifico para identificar membros de Francisella em nivel de género, espécie
e subespécie. Shida et al. (1996) utilizaram com sucesso oligonucleotideos
iniciadores para identificar o género Aneurinibacillus e Brevibacillus e estes
foram altamente especificos. Jagoueix et al (1994) utilizaram um fragmento do
gene 16S rRNA para a descoberta de uma bactéria Gram negativa
(denominada previamente de “liberobacter”) até entdo desconhecida que
causava doengas em arvores produtoras de frutos citricos. Avgustin et al.
(1994) identificaram uma seqiiéncia baseada no 16S rDNA que foi utilizada
como oligonucleotideo iniciador especifico para distinguir o género Prevotella
(Bacteroides) e suas linhagens. Rosado et al. (1996) desenvolveram um
meétodo molecular para a detecgdo de P. azotofixans que consistia na
amplificacdo de um fragmento das regides variaveis V1 a V4 do gene 16S
rRNA seguida de uma hibridizagdo com um oligonucleotideo especifico para
esta regido. Este sistema de detecgao foi especifico para P. azotofixans e nao
detectou outras espécies de Paenibacillus ou outros géneros bacterianos.
Depois de identificado o género, houve a identificacéo das espécies.
Através de testes bioquimicos estas foram comparadas e diferenciadas
utilizando-se chaves e tabelas com caracteristicas fenotipicas construidas
especialmente para este trabalho e que nao sdo encontradas na literatura
disponivel para Paenibacillus. Para a identificacdo das espécies a maioria dos
autores utiliza o sistema APIS0CH (alguns exemplos: von der Weid et al., 2000,

para a identificacéo de P. polymyxa, Seldin et al., 1998, para P. azotofixans,
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Guemouri-Athmani et al., 2000, para P. polymyxa e Elo et al., 2001, para a
identificagéo de P. borealis).

As espécies do género Paenibacillus ndo possuem tabelas ou
chaves de identificagdo que compreendam todas as espécies ja descritas,
baseados em caracteristicas fenotipicas assim como outros espécies e
géneros bacterianos possuem. Devido a esse problema, estas foram
construidas especialmente para este trabalho utilizando-se a literatura
disponivel. Este estudo apresenta uma maneira simplificada de identificagdo
fenotipica das espécies pertencentes ao género Paenibacillus. Um total de
trinta e oito espécies e uma subespécie e cento e quatro testes biogquimicos
foram incluidos para estas analises e para a construgdo de chaves e tabelas
que fossem praticas para uma rapida identificagéo.

Entre as espécies identificadas nos ambientes de agua e solo

(Tabela 4) pode-se constatar uma maior diversidade de espécies na agua.

Essa maior diversidade pode ser devido ao fato de que essas amostras foram

Ccoletadas e isoladas de um maior nimero de ambientes (Lami, Ipanema e

Belém Novo) com um ecossistema diversificado. Enquanto que as amostras

provenientes do solo foram coletadas em monoculturas de milho, ambiente que
N&o possui um ecossistema complexo.

Na agua foi observada uma maior porcentagem de

bactérias fixadoras de nitrogénio (37%) que no solo (14%). Este resultado n3o

foi o esperado, ja que existem muitas espécies fixadoras de nitrogénio no solo.

Porém o ambiente da agua é transitério e muito mais diversificado que o da
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monocultura de milho, como citado anteriormente, e varios microrganismos sdo

carregados do solo para a agua através das chuvas.

5.2 Caracterizagao genética dos isolados de Paenibacillus

As espécies identificadas anteriormente foram todas submetidas a
uma caracterizacao molecular através de elementos repetitivos encontrados
dispersos no genoma. Uma classe Gnica de elementos repetitivos e altamente
conservados dentro do genoma de S. pneumoniae foram identificados e
denominados de BOX. Embora nenhuma fungéo clara tenha sido proposta para
estes elementos, eles podem representar dominios regulatérios de genes
relacionados a viruléncia ou a alguma competéncia especifica (van Belkum et
al., 1996).

Padrées de bandas geradas por rep-PCR (como é chamado
coletivamente REP-PCR, ERIC-PCR e BOX-PCR) tém sido extensivamente
estudadas nos Gltimos anos por diversos autores.

Neste estudo, foi usada a aparente variabilidade genetica nas
proximidades dos elementos BOX para a caracterizacdo do genoma de
diferentes espécies de Paenibacillus.

O protocolo de rep-PCR, assim como outras técnicas baseadas em
PCR, esta sujeito a variagbes experimentais, tais como: variacdes na
concentracao do oligonucleotideo iniciador, do DNA molde, da composicao do
tamp&o de PCR e a presenca de quantidades minimas de DNA contaminante

podem afetar e comprometer a reprodutibilidade da técnica. Para evitar esses



problemas, controles foram usados em testes preliminares para a otimizacao e
a padronizagéo do protocolo de BOX-PCR.

A concentragdo de Mg*? teve um profundo efeito na complexidade
dos padrbes de bandas. As concentragdes relativamente altas levaram a
amplificagdo de um maior nimero de fragmentos, mas com aumento de rastros
e perda da resolugdo. As concentragbes mais baixas produziram um menor
numero de bandas. Uma concentracéo final de 3,5mM adicionada a reacao de
PCR forneceu uma boa resolucdo e bom nimero de fragmentos para posterior
analise. Diferente da concentracdo de 6,7mM utilizada no protocolo de Louws
et al. (1994) para a diferenciagdo de patovares e linhagens de Xanthomonas e
Pseudomonas e também utilizada por von der Weid (2000) para a avaliagdo da
diversidade de P. polymyxa durante os quatro estagios de crescimento do
milho. Esta concentragio foi considerada muito elevada para a realizagdo do
BOX-PCR no presente trabalho. As concentragdes de cloreto de magnesio
encontradas na literatura vao desde 1,5mM, utilizada por van Belkum et al.
(1996) para a tipificagdo de linhagens de Streptococcus pneumoniae, 3mM
utilizada por Allipi & Aguilar (1998) para diferenciar P. larvae subsp. larvae de
diferentes origens geograficas, 4mM utilizada por Seldin et al. (1998) para a
diferenciagcdo de P. azotofixans isolados de diferentes partes do solo, até
7,5mM utilizada por Hurek et al. (1997) para a diferenciagdo de espécies de
Azoarcus.

Quanto a concentracdo de DNA molde, a maioria dos protocolos

utilizou cerca de 50 ng/ul como Seldin et al. (1998) para a diferenciacéo de P.

azotofixans, sendo que o protocolo de Alippi & Aguilar (1998) utiliza 10ng/ul
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para P. larvae subsp. larvae. Neste trabalho a concentragdo que produziu um
bom perfil de fragmentos foi a de 100ng/ul, o que esta de acordo com Jarvis et
al. (2001) que também obtiveram um padrido de bandas ideal para a
diferenciacéo de isolados de Streptococcus bovis, o mesmo foi usado por
Versalovic et al. (1994) que desenvolveram o protocolo de rep-PCR e também
conforme von der Weid et al. (2000) que utilizaram essa concentragdo para a
diferenciacéo de P. polymyxa. Segundo Versalovic et al. (1998) concentracdes
insuficientes de DNA molde e preparagdes impuras produzem limitagdes nos
padroes de bandas.

Utilizou-se BSA no preparo das amostras para as reacbes de
amplificagdo na concentragdo de 8ng/ul (Wintzingerode et al., 1997) com o
objetivo de melhorar as condigdes de anelamento do oligonucleotideo iniciador
com o DNA a ser amplificado, o que resultou no aparecimento de um ndmero
maior de bandas e/ou bandas mais intensas quando visualizadas no gel de
agarose. No protocolo original utilizado por Versalovic et al. (1994), foi utilizada
uma concentragéo de 0,68ng/ul. Nos experimentos realizados sem a adicao de
BSA néo houve a producdo de amplificados em alguns isolados e em outros
obteve-se um pequeno nimero de bandas.

Diferente de outras técnicas que utilizam o PCR, somente um
oligonucleotideo iniciador é necessario para o protocolo de BOX-PCR. Esse
tnico oligonucleotideo é suficiente para produzir padrées de bandas devido a
distribuicdo das repeticdes em uma orientagdo invertida no genoma. De acordo
com Zavaglia et al. (2000) a utilizagdo de somente um oligonucleotideo

iniciador fornece padrbes espécie-especificos, ndo ha a necessidade de
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conhecimento prévio do genoma e quando as condigdes de amplificacdo sdo
definidas os resultados s&o reproduziveis. A concentragéo do oligonucleotideo
iniciador descrita por Alippi & Aguilar (1998) como sendo de 2,5uM para a
diferenciacéo de Paenibacillus larvae subsp. larvae de varias origens
geograficas, ndo produziu um perfil de bandas adequado para este trabalho.
Devido a isso, a quantidade foi duplicada (5uM) com conseqiiente aumento do
numero de bandas bem como a intensidade das mesmas. Na literatura, Kim et
al. (2001) utilizaram uma concentragdo muito baixa (20pmol) para a
diferenciacéo de espécies de Bacillus, von der Weid et al. (2000) também
utilizou uma concentracéo baixa, 50pmol, para a caracterizacdo de P.
polymyxa. Seldin et al. (1998) usaram a concentracdo de 2uM em P.
azotofixans. Jedryezka et al. (1999) utilizaram 1,30mM de oligonucleotideo
iniciador para a caracterizagdo molecular de espécies de Leptosphaeria
“altamente virulentas” e “fracamente virulentas”.

No trabalho de van Belkum et al. (1996), quando foram testados
duas temperaturas de anelamento diferentes para o DNA de Streptococcus
pneumoniae, 50°C e 60°C, a de 50°C favoreceu a amplificagdo de fragmentos
maiores; todavia o poder de resolugdo ndo aumentou com a temperatura de
60°C embora o padréo de fragmentos parecesse mais claro. Neste trabalho,
temperaturas de anelamento de 50 a 53°C foram avaliadas por seu efeito nos
perfis. Nenhum ou poucos fragmentos foram produzidos quando a temperatura
mais alta foi utilizada (53°C). Ao contrario a temperatura de 50°C forneceu
padrées reprodutiveis com um niimero suficiente de amplificados para posterior

analise e ndo favoreceu a amplificagdo dos fragmentos de alto tamanho
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molecular. Este resultado estd de acordo com Gardener et al. (2000) que
utilizaram a temperatura de 50°C para definir a diversidade de Pseudomonas
produtoras de compostos antifiingicos. Alippi & Aguilar (1998) utilizaram a
temperatura de 53°C para caracterizar P. larvae subsp. larvae de diferentes
origens geograficas. A mesma temperatura foi utilizada por von der Weid et al.
(2000) para a diferenciagéo de P. polymyxa. As temperaturas de anelamento
consideradas muito baixas sdo também aplicadas para o BOX-PCR. No
trabalho de Zavaglia et al. (2000), foi utilizada a temperatura de 40°C e esta
diferenciou com sucesso isolados de Bifidobacterium sp. Mas, apesar disso,
temperaturas muito baixas geram problemas por ndo deixar claro se o
oligonucleotideo iniciador anelou a seqiiéncias repetitivas ou agiu como um
oligonucleotideo aleatério. De acordo com Versalovic et al. (1994), altas
temperaturas de anelamento s3o desejaveis por aumentarem a
reprodutibilidade dos padrdes de bandas e por produzirem poucos produtos
espurios de amplificaco.

A temperatura e o nimero de ciclos foram modificados de Alippi &
Aguilar (1998). Neste trabalho, obteve-se um melhor resultado ajustando-se o
tempo e a temperatura de anelamento e de desnaturagéo inicial e diminuindo-
se o tempo de extensdo. Com isso obteve-se uma maior exposi¢ao da fita
molde de DNA ao oligonucleotideo iniciador. Um maior tempo de desnaturagéo
€ necessario quando ha a utilizagdo direta de culturas de células para a
realizagdo do PCR. O tempo de extensdo foi diminuido para a inibicdo de
amplificagcOes de fragmentos de alto tamanho molecular. Segundo Versalovic et

al. (1998), os parametros de reacdo que facilitam o aparecimento de
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amplificados de alto tamanho molecular sao: excesso de dNTPs, excesso de
oligonucleotideos iniciadores, grande quantidade de DNA molde e tempos de
extensao longos a cada ciclo de PCR.

A alteragdo das condicoes de tamponamento ou a marca da Tag
DNA polimerase usada nas reagbes podem também levar a alteragcdo da
especificidade do BOX PCR (mais amplicons sintetizados ou diminuicdo na
resolucao dos fragmentos) segundo van Belkum et al. (1996).

De acordo com Versalovic et al. (1994), a quantidade ideal de
fragmentos de BOX-PCR para a analise seria de 8-15. Neste trabalho a
quantidade de fragmentos encontrada foi de 5-16 e esta variou entre as
diferentes literaturas consultadas. Louws et al. (1994) produziram de 5-20
fragmentos para a diferenciagéo de patovares e linhagens de Xanthomonas e
Pseudomonas, Dombek et al. (2000) encontraram de 25-40 amplificados que
separaram E. coli de origem humana dos isolados de outros animais, Kim et al.
(2001) diferenciaram Bacillus anthracis de outras espécies de Bacillus a partir
da producdo de 4-17 fragmentos de BOX-PCR e Gardener et al. (2000)
estudaram a diversidade de Pseudomonas produtoras de compostos
antifungicos com 10-30 amplificados. Seldin et al. (1998) relataram que o BOX-
PCR de P. azotofixans isolados de solo de Varzea produziu um ndmero
excessivo de fragmentos que nao puderam ser analisados no estudo.

No presente trabalho, ndo foram considerados para anédlise e
construcao dos dendrogramas fragmentos amplificados com mais de 5kb.
Snelling et al. (1996) consideraram que os fragmentos de alto tamanho

molecular sao artefatos de PCR e estéo proximos do limite de extensdo da Tag
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polimerase. Os amplificados maiores que 5kb n&o sdo sempre reproduziveis e
portanto ndo devem ser incluidos nas comparagbes de perfis. Louws et al.
(1994) constataram que fragmentos grandes (5 a 6kb) e fragmentos fracos néo
séo sempre amplificados na mesma medida ou n&o sio sempre visiveis depois
de corados com brometo de etideo.

O BOX-PCR gera padrbes robustos e produz perfis de fragmentos
altamente complexos para a analise a olho nu. Devido a isso, foi utilizado o
programa KODAK 1D v.3.5.2 para o célculo do tamanho molecular das bandas
através do padrdo de DNA 2 clivado com EcoRlI e Hindlll. Segundo Snelling et
al. (1996), uma vantagem do rep-PCR é que os perfis sdo compostos de
fragmentos entre 100bp a 4kb e podem ser resolvidos em um gel de agarose,
enquanto alguns outros métodos de PCR exigem géis de poliacrilamida para a
resolucdo de amplificados muito pequenos. No presente estudo, foram
encontrados fragmentos amplificados de 4365 a 445bp.

Dentro das espécies que tiveram um maior nimero de isolados
identificados foram encontrados fragmentos em comum. P. alginolyticus teve
um unico fragmento de 1259bp em 100% dos isolados, enquanto que nos
isolados de P. validus isolados do solo quatro fragmentos: 1457, 1122, 954 e
841bp puderam ser observados em todos eles. P. azotofixans isolado da agua,
amplificou em 100% dos isolados o fragmento de 841bp. As outras espécies
também apresentaram os amplificados mencionados anteriormente, mas nio
em um grande numero de isolados. Nao ha como saber se estas bandas
encontradas em todos os isolados da mesma espécie tem a mesma sequéncia,

mas estes amplificados podem ser Uteis na caracterizagao de uma determinada
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espécie devido ao fato de eles aparecerem em todos os isolados. von der Weid
et al. (2000) constataram que havia uma grande diversidade em amostras de
Paenibacillus polymyxa e que um fragmento de 800bp era comum e aparecia
em 99% dos isolados. Alippi & Aguilar (1998) constataram a presenga de
poucas bandas unicas entre os isolados de P. larvae subsp. larvae de
diferentes origens geograficas. Ja Zavaglia et al. (2000) relataram que havia
amplificados em comum nas espécies Bifidobacterium breve (680bp),
Bifidobacterium bifidum (520 e 1700bp), Bifidobacterium longum (570bp) e
Bifidobacterium adolescentis (1000 e 300bp). Sendo que um fragmento de
340bp s6 estava presente em Bifidobacterium infantis. Silva et al. (1999)
obtiveram duas bandas de 1000 e 800bp em 90% dos isolados de Bacillus
sphaericus, produtores de toxinas contra mosquitos.

A informagédo dada pelo rep-PCR nos permitiu distinguir 9
grupamentos nos isolados da agua em um nivel de similaridade de 73% e no
solo 8 grupos em uma similaridade de 70%. Overweg et al. (1999) encontraram
8 grupos em um total de 37 isolados de Streptococcus pneumoniae resistentes
a penicilina que eram suspeitos de serem clones. O mesmo ocorreu com Jeong
& Myrold (2001) que diferenciaram 8 grupamentos de Frankia sp. em uma
similaridade de 65%. Seldin et al. (1998) relataram que em 46 linhagens de P.
azotofixans foram encontrados 4 grupamentos. Em um outro estudo von der
Weid et al. (2000) encontraram uma grande diversidade em P. polymyxa,
sendo que 65 isolados produziram 18 grupamentos em uma similaridade de

95%. Vinuesa et al. (1998) constataram uma grande diversidade em isolados
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de Bradyrhizobium japonicum, onde foram encontrados 14 grupamentos entre
15 isolados em um nivel de similaridade de 65%.

Neste estudo, isolados de mesma espécie e de espécies diferentes
foram agrupados em niveis de similaridade distintos. Dentre os isolados da
agua P. validus, P. chibensis, P. illinoisensis, P. apiarius, P. koreensis, P.
azotofixans e P. brasilensis agruparam-se intra e interespecificamente. Entre os
isolados de solo estdo alguns isolados de P. alginolyticus, P. pabuli, P.
azotofixans, P. apiarius, P. glucanolyticus que agruparam com similaridades
baixas ou com outras espécies. Todavia, hd uma grande diversidade inter e
intraespecifica nos isolados de Paenibacillus. Segundo Vinuesa et al. (1998), o
rep-PCR permite uma maior diferenciacao de grupamentos em nivel de espécie
e linhagem. Esta técnica determinou a relagdo filogenética de linhagens de
Bradyrhizobium japonicum que eram idénticos pela sorotipagem. Jeong &
Myrold (2001) relataram que o rep-PCR diferenciou em 16 grupos apenas um
padréo de 16S rRNA de Frankia identificado por RFLP. Segundo Louws et al.
(1994) bactérias altamente relacionadas, como visto por outros protocolos
experimentais como hibridizagdo de DNA, podem ter perfis divergentes e que
bactérias associadas com o mesmo hospedeiro ou doenga podem ser
facilimente diferenciadas devido a complexidade dos produtos amplificados
gerados por rep-PCR.

No presente trabalho, P. azofofixans (isolado 43solo) e P.
alginolyticus (isolado 8solo) isolados do solo foram agrupados com um alto
nivel de similaridade (92%), P. alginolyticus (isolado 22solo) e P. validus

(isolado 40solo) agruparam-se a 83%. Nas analises de Shida et al. (1997a) o
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agupamento P. alginolyticus com P. validus estd em concordancia com a
filogenia baseada no 16S rRNA. Nos isolados de &gua, P. brasilensis (isolado
16) e P. validus (isolado 169) agruparam-se a 85%, e P. illinoisensis (isolado
23M) com P. koreensis (isolado 32M) a 84%. Na literatura, através do BOX-
PCR, outras bactérias de espécies diferentes também nZo puderam ser
discriminadas e foram agrupadas. Nos estudos de Kim et al. (2001), B. cereus
e B. thuringiensis tiveram um nivel de similaridade de 98%, assim como B.
pumilus e B. subtilis (96%) e B. licheniformis agrupou-se com B. megaterium a
60%. Zavaglia et al. (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 agua quanto do
solo, e os de P. alginolyticus no solo. Como estas duas espécies possuiam um
maior nimero de isolados, foi possivel uma andlise mais completa o que
resultou nesses grupamentos de mesma espécie. P. chibensis em ambos 0s
ambientes tenderam a agrupar-se a P. validus. Analisando a chave de
identificacéo e as tabelas de testes bioquimicos foi possivel constatar que
fenotipicamente estas espécies estdo proximas, de 43 testes bioquimicos, eles
diferem em apenas 10.

O agrupamento de isolados de mesma espécie foi mais visualizado
no dendograma da agua e do solo juntos (Figura 13), onde isolados que no se
agruparam nos dendogramas anteriores juntaram-se neste. Como exemplos
disso estdo P. azotofixans (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 agua e solo (figura 13). Esses agrupamentos foram
facilitados pelo fato de que nesta analise foram consideradas somente as
espécies identificadas em ambos os ambientes.

Quando os isolados de agua e solo foram considerados,
observaram-se sete grandes grupamentos em um nivel de similaridade de 42%
(Figura 13). Estes grupamentos foram bem distintos, separando, na sua
maioria, os isolados da agua dos isolados do solo, sugerindo que populacdes
distintas estejam estabelecendo-se nestes ambientes. Dombek et al. (2000)
usando o BOX-PCR também diferenciou com sucesso isolados de E. coli
provenientes de seres humanos, gado, porcos, ovelhas, galinhas, patos e
gansos, colocando-os desse modo dentro dos corretos grupos de origem. Ja
Smith et al. (1995) agruparam isolados de Burkholderia Solanacearum
provenientes da América do Sul (exceto do Brasil) separando-os de isolados de
varias partes do mundo, sendo os da América do Sul os que possuiam maior
diversidade genética. Seldin et al. (1998) encontraram diferencas significativas
entre as amostras de P. azotofixans isolados de diferentes partes do solo
(rizoplano, rizosfera e de solo no pertencente a rizosfera), sugerindo que as
plantas selecionam uma determinada subpopulacdo de bactérias. Neste
mesmo estudo também foram encontradas diferencas significativas entre os
isolados de P. azotofixans durante os quatro estagios 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 doengas em abelhas na Argentina,
rravés do BOX-PCR. Os isolados da Argentina apresentaram os perfis A, B e
, enquanto que P. larvae subsp. larvae de outros paises apresentaram
smente os perfis A e B. As linhagens dos Estados Unidos e Alemanha foram
énticos e relacionados ao perfil A, enquanto que os isolados da Republica
heca e da Inglaterra pertenciam ao perfil B. Linhagens da Franga, Polbnia,
ilia, Suécia e Nova Zelandia apresentaram os dois perfis (A e B). Estes
:sultados sugeriram que P. larvae subsp. larvae na Argentina pode ser
‘oveniente de multiplas fontes. Guemouri-Athmani et al. (2000), utilizando
RIC-PCR, conseguiram avaliar a estrutura genética de P. polymyxa de acordo
om 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
Nngo o cultivo maior a predominancia de um genaétipo.

Os controles utilizados neste estudo, P. alvei e P. polymyxa
ermaneceram bem separados dos demais isolados de Paenibacillus. Este fato
imbém foi observado por Jeong & Myrold (2001) onde os padrbes de bandas
e duas linhagens controles de Frankia foram completamente diferentes dos
adroes apresentados por outras amostras.

Através dos procedimentos utilizados no presente estudo, o BOX-
CR foi altamente discriminatério, pois revelou um grande numero de
upamentos distintos. Os resultados apresentados aqui claramente
emonstram que a sequéncia BOX esta presente no genoma de Paenibacillus,
into em isolados de agua como de solo. Estes resultados também

emonstram que o BOX-PCR €& uma ferramenta (til para a analise genética de
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actéris e para a taxonomia bacteriana, devido ao fato de permitir 2 producao
e pers de bandas de géneros, espécies, linhagens, patovares e s)rovares e,
om iso, auxiliar na determinagao de relagdes filogenéticas, como oi visto por

iversc autores citados anteriormente.

5.3 Confirmacao das espécies fixadoras de nitrogénio
Os oligonucleotideos iniciadores degenerados selecionadis por Zehr
McFynolds (1989) sdo amplamente usados para amplificagio de um
agmeto de 359bp do gene nifH de varios microrganismos, €©ndo uma
:cnicanuito utilizada para a analise destes no ambiente.

No presente trabalho, um fragmento de aproximadament: 360bp foi
mplifiado do controle positivo Rhizobium leguminosarum bv. trifolii O mesmo
30 ocrreu com o0s outros controles positivos utilizados, Bradyrhizdium sp. e
aenibcillus polymyxa, que nao apresentaram nenhum amplificade. Achouak
t al. (999) relataram um amplificado muito fraco de Paenibacillus fkadores de
trogéio.

Diferente do fragmento esperado de 359bp, os isolados icentificados
»mo ftadores de nitrogénio produziram um amplificado de aproxinadamente
40bp. Estes fragmentos poderiam ser artefatos de PCR, mas ess hipdtese
)i desartada ja que nos controles negativos utilizados essa barda nao foi
otida. Usando esses mesmos oligonucleotideos degenerados, lani et al.
’000) ambém encontraram uma variagdo no tamanho e ampliftfaram um
agmeto de 460bp em amostras do Lago George em Nova York, sendo que

s seqgéncias obtidas ndo foram similares a nenhuma de estudos anteriores.
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Ohkuma et al. (1999) encontraram um amplificado de 470bp na comunidade
microbiana simbidtica do intestino de cupins. Rosado et al. (1998) utilizaram
oligonucleotideos degenerados juntamente com especificos para a obtencéo
de um fragmento de 360bp em P. azotofixans.

Outra hipétese para a ocorréncia do amplificado de 940bp seria a
presenca de multiplas copias do gene nifH no genoma. Os oligonucleotideos
poderiam estar anelando em copias diferentes e isto produziria um fragmento
de tamanho maior que o esperado. Segundo Rosado et al. (1998), a ocorréncia
de muiltiplas copias de genes nifH elou sistemas alternativos de nitrogenase
tém sido encontradas para varias espécies bacterianas. Neste mesmo estudo,
os autores encontraram multiplas regides homélogas ao nifH com divergéncia
nas seqléncias em P. azotofixans. Zehr et al. (1995) relataram que Clostridium
pasteurianum possui seis copias do gene nifH, sendo uma cdpia de
nitrogenase alternativa (sistema de nitrogenase que contém vanadio) e
Azotobacter também possui varias copias. Kirshtein et al. (1991) constataram a
presenca de multiplas copias do gene nifH em Anabaena oscillarioides.

Kessler et al. (1998) usando sondas especificas para cada gene nif
detectaram multiplos RNAs mensageiros em Methanococcus maripaludis,
sendo que o nifH produziu dois transcritos, um de 930bp e outro de 1,7kb. Este
transcrito de 930bp esta de acordo com o tamanho do amplificado encontrado
neste trabalho de aproximadamente 940bp.

No presente trabalho alguns isolados nédo fixadores de nitrogénio

amplificaram bandas de alto tamanho molecular. Affourtit et al. (2001) relataram
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O aparecimento de bandas inespecificas em controles negativos no estudo com
microrganismos do estuario do rio Neuse na Carolina do Norte.

Segundo Achouak et al. (1999) a obtencdo de um amplificado com
oligonucleotideos nif ndo é o bastante para inferir a presenga do gene nife a
confirmagdo por hibridizacdo ou sequenciamento é assim necessaria.

Ben-Porath & Zehr (1994), usando esse conjunto de
oligonucleotideos, confirmaram que a sequéncia do produto de 359bp é
suficientemente variavel para distinguir sequéncias do gene nifH de
cianobactérias, de arqueobactérias e eubactérias, bem como de genes nifH de
heterocistos dos de ndo heterocistos. Rosado et al. (1998) usando
oligonucleotideos degenerados demonstraram que ha variagdo suficiente em
nivel de DNA para distinguir partes da sequéncia do gene nifH de P.

azotofixans dos genes de espécies relacionadas (P.polymyxa e P.macerans).
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9. APENDICES



9.1

identificacao

Meios de cultura para crescimento,

9.1.1 Agua Peptonada Tamponada (Merck)

112

isolamento e

Peptona ... 10,0g
Clorelo: de: SOMI0. . ..o 5,0g
TRMPSO FOSIRO .cinnnmmminsimiaisimssses 10,59
Agua destilada ...........coooeooeeeeeeeeeee . 1000ml
9.1.2 Agar Tiamina-Biotina (TB)

DU} YlICOSE . 5,0g
MGSO TR i n s st 0,2g
FECl3.6H20 ..o 0,04g
NasMoO4.2Ho0 ..o 0,005g
CaChk.2Ho0 ...ccnvniimmmummmimiiuassii 0,15g
1)1 0,001g
BIOHIE ... o0 cechessiossssiintssssedssatinsisgasemssmmasssmssns 0,001g
Tioglicolato de s6dio ...........cccooeeeiiiiiii, 0,5g
KoHP Oy .o 0,89
Solugado Micronutriente de Jurgensen ............. 1ml

HaBOS s 2,869

MNCl.4H50 ..o 1,81g

ZnS0O4.7H0 ..o 0,22g

CuS04.5H20 ..o 0,08g
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9.1.3 Agar Tripticaseina de Soja (TSA) (Merck)

Peptona de caseing ... i 15,0g
Peptona de farinhade soja .............cccocoeeeenn... 5,09
Cloreto de s6diO ........ccoeoveiiiiiiiiiiieeice 5,0g
AGAC ..o 15,09
Agua destilada ...............cocoovooieiiii 1000m|

Peptona .......ccooiiiiiiiiee e 10g
5 e PO 10g
Aguadestilada ....................cooooiioiiii . 1000m|

Peptona bacteriolégica (Biobras) .................... 10,0g
70 1T U S, 10,0g
Vermelho NOUIO ... ien i 0,05¢g
o L 12,09
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9.1.6 Caldo Tripticaseina de Soja (TSB) (Merck)

Peplona de caseing ....cuuumisinpninvamsma 17,0g
Peptona de farinha de soja ............ccccoooeeee.. 3,0g
D(+) glicose ....ccooviiiiiiiiiiiiiicciiee et 2,59
COretdesiminn oo 5,0g
Fosfato de hidrogénio dipotassico .................. 2,5g
DGR OsBIRaE oo s 1000ml

9.1.7 Meio Tioglicolato (Merck)

Peptonade caseina ..........cccoeeveeeeeeeiiieiiiinnnnnns 15,09
Extratodelevedura ...........cccccoovvveiieiiiieannn. 5,00
D) GHOBBE oo manns 5,5g
L(#) cisteina ......coevveeeececeeeeeeeeeee 0,5¢g
Cloreto de SO, ..oucosmsmsmsmassssswes sesenmassiss 2,59
Tioglicolato de SO0 ... 0,5g
SO0 TESBTNIN omvnnmmnnmsmsssiowes 0,001g
BaE e 0,759
Agua destilada .............ccccooveeoeiiiiie 1000ml

9.1.8 Reativo de Kovac’s para Oxidase

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

9.1.9 Caldo Nitrato (Difco)

EXIreto ey GG .. commmmsrswonmssimsmsisariss 3,09
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POpPIOnNa ..couasmnssmmsimmsmimesmismsss e 5,0g
Nitrato de potassio ...........ccceeevvieeecvieiiiieene, .1,0g
Agua destilada ...........ocovoeoeeeeeeeeeeeee 1000m|

9.1.10 Meio SIM

Caseina digerida por enzimas pancreaticas .............. 20,0g
Tecido animal digerido por enzimas pépticas ............ 6,19
Sulfato ferroso de amonio .............ooooviiiiiiiiicinn. 0,29
BT i 3 8 5 B A 3,59
A tdoshiata .. cnmvniansmsssmmnsmsmmssss 1000m|

9.1.11 Agar Caseina

Solugao A:
Leite em pé desnatado .............cc.c......... 10,0g
Agusidestlads ..o 100ml

Solugéo B:

AGAr .o 2,09
Agua destilada ...........ococoveiviiiienn 100m|
9.1.12 Agar Amido
Amido solUvel ..........ovveeiiiiiiiiee e 10,0g
Peptona ........coovviiiiiii e 5,09
EXraloteiBamme .o smsmsmasrassssessmsssississ 3,0g

Cloreto desBdIO .. 5,09



9.1.13 Caldo Uréia (Difco)

Extrato de Ieveoura ........ccvsimsviiasisiisesis 0,1g
Fosfato monobasico de potassio ..................... 9,1g
Fosfato dibasico de potassio ............cccceeeveeen. 9,59
UF€Ia oo 20,0g
Nermelho dofenol ... . uassussmmsomses 0,01g
Agua destlags .......ousimimsmsmsasms s 1000ml

9.1.14 Agar Citrato seg. Simmons (Merck)

Amonio di-hidrogenofosfato ..............c............ 1,09
Di-potéassio hidrogenofosfato ..............cccccceee. 1,0g
Cloreto de SO0 ..cvvmmissmmanssis . 5,0g
Citrato d6 80010 .. ..covensserrsnstmsarsonssimminssssaianssing 2,0g
Sulfato de magnésio ........ccccccceeeiieiieiiiiiiiinn. 0,2g
Aziil:de Bromotmol.........c s 0,08g
AGAE oo 12,09
Agitia destlada) oo omuimssamssimmgs 1000ml

9.1.15 Caldo TSB (Merck) com 5% NaCl
Peptonadecaseina ...........coccoeeiiiiiiiiiiiiiiinnenen. 17,09

Peptona de farinhade soja ............cccccccee 3,09
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DUE) GICOBE. ... cxuvnmmsimisnsimiinis i 2,59
Cloreto de sOdio ........cocovveeiiiiiiiiiiiieeeiiiieees 50,0g
Fosfato de hidrogénio dipotassico .................. 2,5g
Agria desBlads -...comummsassasaarsnmasa 1000ml

9.1.16 Gelatina Nutriente

Extratode carne ..........ccccooiiviiiiiiiiiiiiiiiiiee .. 3,0g
PPOTIHONTE & cocosinns samsosin oW RS SRR 5,09
GRIBHING v s R s 120,0g
PGLia QOSHIAGR .......noimrsssismssisisns s 1000ml

9.1.17 Meio Base para Carboidratos

PEPIONE . sivimmcssommmsamsmammswssiwssimass po— 10,0g

Cloreto de 800 . uinnasnunnusneisams 5,09

CArBOIIFALO ... oonsmmramansmossasmsipsssncimmis s AR iNaR SR Y 10,0g(salicina 5,09)
Vermelho de fenol ..........ccoviiiiiiiiiiie, 0,018g

Agua destilada ...........oooooviveeeeee, 1000ml

9.1.18 Agar Fenilalanina

D-L Fenilalanina ... 2,0g
Extrato de levedura ...........cccocociiiiiiiiiiiiiinn, 3,0g
Cloreto 80 BOID -..u:cu v mmvsmssssmennrssminsus 5,0g
Fastlo de 86di0 ...vnnimnsmmumnmsnonss 1,0g



Agua destilada ............coooooeeooeeoeiee 1000ml
9.1.19 Agar Esculina
Extrato de levedura .............ccccoeeviiiiiincennn 5,0g
Caldo TSB ... 5,0g
EESOHHITE cooasivisommsnmevisss soxvsns e S 1,0g
Citrato férrico amoniacal ...............cccovveeeeeeei.. 0,59
AN s 15,0g
Aguadestilada ............ccooveveeeeeeeeieeeee 1000ml
9.1.20 Meio TY
THDIONG oo i i s rammanss 5,09
Extratodelevedura ...........cooeeviiveeeiieeiinnn.. 3,0g
Cloreto de CalCIO ......coovvevieieiieeieeeee e 0,87g
Aguadestilada ............cooooieoieeieie. 1000m|

9.2 Solugoes utilizadas na extragao de DNA total

9.2.1 Tampao de Extragao de DNA TES

IS e 10mM

B T o e 25mM

e T 150mM
9.2.2 Tampao TE
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9.2.3 Lisozima (Sigma)
Solugéo estoque..........c.ccceeneenn.e. 50mg/ml em agua Milli-Q estéril
SolUCA0 ABUSO ..uiinssssaimassaasons 20mg/ml em agua Milli-Q estéril

Aliguotar e conservar a —20°C.

9.2.4 RNAse (Gibco-BRL)
Dissolver em uma solugdo de Tris/HCl 10mM e NaCl 15mM (pH7,5)
na concentragdo de 10mg/ml. Aquecer a 100°C por 15 minutos e deixar atingir

lentamente a temperatura ambiente.

9.2.5 Dodecilsulfato de sédio (SDS) (Synth)
Dodecilsulfato de s0di0 .........c..ccccviiviiinciivinians 20g

Aousdestlade ... coommismramsnesas 100ml

9.2.6 Proteinase K (Gibco-BRL)

Solugdo de USO ......cocvvveeveeinneee, 20mg/ml em agua Milli-Q estéril

9.2.7 Fenol (Invitrogen)

Fenol tamponado para pH7,8 com os seguintes reagentes:



8-Hidroxiquinolona ..........cccceeeeeeeii . 0,25¢g
RECIBSON ..cvinamniinssimsmsosos ot sues 12,5ml
B-mercaptoetanol .................................. 0,5ml
NaOH: IN.csnsmasnmmsasnsg 7,5ml

NaOH em pastilhas para o ajuste de pH

9.2.8 Fenol + Cloroférmio/Alcool Isoamilico

Volume de 1:1

9.2.9 Cloroférmio/Alcool Isoamilico

Volume de 24:1

9.2.10 Tampao TE2
TS s 10mM
EDTA oo, TmM

9.3 Solugoes utilizadas para corrida em gel de agarose

9.3.1 Gel de agarose

AUEIOEE - vnmmssasaiining 0,8g (gel 0.8%) ou 1g (gel 1%)

Tampao TAEou TBE ............... 100ml

9.3.2 Solugao de brometo de etideo
Brometo de etideo .................... 0,50mg

Bleool BHIEO vy s 1000ml
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Concentragao de estoque: 10mg/ml

Concentragao de uso: 0,5ug/ml

9.3.3 Tampao TAE 50X
T8 s e mrarns 242g
Acido Acético Glacial ................. 57,1ml
EDTA 0,5M (PH8) w.vvoooooooooooo . 100ml
Agua destilada ...........cccococoeon..... 1000ml

Concentragao de uso: 1X.

9.3.4 Tampao TBE 5X
L2 - SO 54g
Aeido BEAOD: < cocomrsmnsiinge 27,5¢g
EDTA 0,5M (PH8) ...ovooooooooo 20ml
Agua destilada ..........occooveen... 1000ml

Concentracao de uso: 0,5X.

9.3.5 Tampao de Amostra
Azul de bromofenol .................... 0,25%

Gllicerolem agua ...................... 30%

121



122

9.4 Solugdes para PCR

9.4.1 Dideoxinucleotideos Trifosfatados (dNTPs 100mM) (Amersham

Biosciences)
AGTP oo 5ul
ACTP oo, 5ul
AATP o Spul
- § 5 3 =S 5pl
Agua Milli-Q estéril .................... 180ul

Concentragao de uso: 2,5mM

9.4.2 Tampao de reagéo da Taq DNA polimerase 10X (Invitrogen)

THSIHC! (PHB ) uc.ovvsvvvmivananss 200mM

Concentragéo de uso:1X

9.4.3 Soro albumina bovina (BSA) (Amersham Biosciences)
Soro albumina bovina ................ 4ul
Agua Milli-Q estéril ..................... 96l

Concentragao de uso: 8ng/ul



9.5 Matriz dos coeficientes de similaridade obtidos entre os isolados de

Paenibacillus provenientes de amostras de agua
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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 0 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 04 0,235 0,25 0 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 0 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 04 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 04 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 06 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 0 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 04 0,1 0,167 0,231 0,385
ATCC 842 0 0 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 agua (continuago)

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 04 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 04 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 0 0,381 0,381 0,333 0 0,118 0,273 0,118
21 0,267 0,545 0,455 0,316 0,353 0,444 0,348 0,444
4IN 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 0 0 0 0,111 0 0,118 0,091 0,118
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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 9

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 0 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
32Mm 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 0 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
4IN 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 02 0,25 0,364 0,3 0,5
ATCC 842 0.1 0,273 0 0 0,105 0,353 0,133 0,211
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Isolados

3SMar

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
37
125
32M
191
171
5N

21

4IN

6

26
ATCC 6344
ATCC 842

0,421
0,421
0,545
0,5
0,381
0,571
0,545
0,526
0,444
0,435
0,231
0,095

1

1
0,471
0,632
0,375

0,5

0,353
0,286
0,615
0,444
0,286
0,25

1
0,471
0,632
0,375
0,5
0,353
0,286
0,615
0,444
0,286
0,25

0,636

0,526
0,211

0.4
0,353
0,25
0,381
0,25
0

1
0,476
0,571
0,455
0,421
0,444
0,348
0,308

0,19

1
0,444
0,316
0,25
0,267
0,3
0,261
0,111

1
0,632
0,125
04
03
0,348
0,111

1
0,235
0,25
0,286
0,25
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9.5 Matriz dos coeficientes de similaridade obtidos entre os isolados de
Paenibacillus provenientes de amostras de agua (continuacdo)

Isolados 4IN 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 1

6 0,615 1

26 0,556 0,471 1
ATCC 6344 0,19 0,2 0,48 1
ATCC 842 0,25 0,133 0,3 0,348 1
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9.6 Matriz dos coeficientes de similaridades obtidos entre os isolados de
Paenibacillus provenientes de amostras de solo

Isolados 57SOLO V44S0OLO 3SOLO  46SOLO  28SOLO  39SOLO  22S0OLO  40SOLO

57S0LO 1

44S0OLO 0,5 1

3S0LO 0,143 0,5 1

46S0OLO 0,222 0,417 0,444 1

28S0LO 0,348 0,483 0,435 0,444 1

39S0LO 0,235 0,435 0,588 0,381 0,615 1

2250L0 0,154 0,526 0,308 0,471 0,273 0,25 1

40S0LO 0,154 0,421 0,154 0,471 0,273 0,25 0,833 1
35S50L0O 0,5 0,364 0,375 0.4 0,64 0,737 0,133 0,267
37S0LO 0,333 0,5 0,444 0,545 0,667 0,762 0,235 0,235
21S0LO 0,2 0,385 0,3 0,417 0,483 0,348 0,316 0,421
34S0LO 0,4 0,476 0,133 0.421 0,333 0,222 0,429 0,429
43S0LO 0,286 0,5 0,286 0,222 0,261 0,353 0,462 0,462
4S0LO 0.4 0,846 0.5 0,5 0,483 0,435 0,526 0,526
7S0LO 0,571 0,4 0,286 0,222 0,348 0,353 0 0
19SOLO 0,571 0,593 0,571 0,64 0,533 0,417 0,3 0.3
2380LO 0,4 0,381 0,667 0,316 0,417 0,556 0,143 0,286
4250L0 0,5 0,545 0,5 0,3 0,4 0,421 0,4 0.4
33s0LO 0.421 0,56 0,421 0,348 0,714 0,545 0,111 0,111
4550L0 0,421 0,48 0,421 0,348 0,571 0,364 0,333 0,333
280LO 0.3 0,769 0.4 0,5 0,483 0,435 0,526 0,526
12S0LO 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
1SOLO 0,308 0,316 0,308 0,353 0,364 0,125 0] 0
41S0LO 0,167 0,333 0,167 0,375 0,095 0 0,364 0,364
8SOLO 0,308 0,526 0,308 0,235 0,273 0,375 0,5 0,5
32S0L0O 0,571 0,6 0,286 0,333 0,348 0,353 0,462 0,462
38S0OLO 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 04 0,4

ATCC 842 0,25 0,182 0 0,3 0,16 0,211 0,133 0,133




9.6 Matriz dos coeficientes de similaridades obtidos entre os isolados de
Paenibacillus provenientes de amostras de solo (continuagao)
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Isolados 35S50LO 37SOLO  21SOLO 34SOLO 43SOLO  4SOLO  780LO  19SOLO
57S0LO

44S0LO

3S0OLO

46SOLO

28S0LO

3980LO

2250L0

40S0LO

3550L0 1

37S0OLO 0.8 1

21SOLO 0,364 0,333 1

34S0L0O 0,471 0,316 0,476 1

43S0LO 0,375 0,222 0,5 0,8 1

4S0LO 0,455 0,5 0,462 0,476 0,5 1

7S0OLO 0,5 0,444 0,3 0,4 0,429 0,5 1

18S0LO 0,522 0,48 0,444 0,455 0,381 0,741 0,571 1
23S0LO 0,588 0,421 0,571 0,25 0.4 0,476 0,533 0,636
42S0L0O 0,444 0,3 0,636 0471 0,625 0,636 0,625 0,609
33S0LO 0,571 0,608 0,56 0,4 0,421 0,64 0,632 0,692
45S0L0O 0,476 0,348 0,56 0,5 0,421 0,56 0,421 0,692
280LO 0,455 0,5 0,462 0,476 0,5 0,023 0,4 0,667
12S0OLO 0,3 0,364 0,417 0,421 0,444 0,75 0,333 0,48
18SOLO 0,235 0211 0,476 0,25 0,4 0,571 0,267 0,273
1SOLO 0,267 0,235 0,316 0,286 0,154 0,421 0615 0,6
418S0LO 0,143 0,125 0,444 0,462 0,5 0,333 0,333 0,316
8SOLO 0.4 0,235 0,526 0,714 0,923 0,526 0,308 0,4
3250L0O 0,625 0,444 0,4 0,8 0,714 0,6 0,429 0,476
38SOLO 0,667 0,471 0,211 0,429 0,308 0,526 0,462 0,6
50SOLO 0,6 0,636 0,5 0,421 0,333 0,417 0,333 0,64
ATCC 6344 0,348 0.4 0,444 0,455 0,286 0,519 0,095 0,429
ATCC 842 0,222 0,2 0,364 0,353 0,25 0,182 0,125 0,261




9.6 Matriz dos coeficientes de similaridades obtidos entre os isolados de
Paenibacillus provenientes de amostras de solo (continuagio)
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Isolados 23S0LO 42SOLO 33SOLO  4550LO 2SOLO  12SOLO 18SOLO 1SOLO
57S0OLO

44S0LO

3S0OLO

46S0OLO

28S0LO

39S0OLO

22S80L0O

40S0OLO

35S80LO

37S0LO

21S0LO

3450L0

4380LO

4S0LO

7S0LO

1980LO

2350LO 1

4250LO 0,706 1

3380LO 0,5 0,571 1

4580L0 0,6 0,667 0,583 1

280L0 0,381 0,545 0,64 0,64 1

12S0LO 0,211 0,5 0,522 0,522 0,833 1

18S0LO 0,25 0,588 0,5 0,5 0,667 0,737 1

1S0OLO 0,429 0.4 0,556 0,556 0,421 0,235 0,286 1
41S0LO 0,308 0,571 0,235 0,353 0,333 0,375 0,308 0,364
8S0OLO 0,429 0,667 0,444 0,444 0,526 0,471 0,429 0,167
3250L0 04 0,625 0,421 0421 0,5 0,444 0,267 0,154
3850LO 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 0,518 0,32 0,273 03
ATCC 842 0,118 0,222 0,19 0,19 0,182 0,2 0,118 0,133




L 8be'0 Zo 0 STAl) 1920 L0 28 D01V
L 70 ¥'0 L8e0 o] L1120 vPE9 D01V
l VP70 €ee0 €G€0 G/E0 01080s
L G190 €eco Z8L'0 01088¢
L 6920 G0 0108z¢

L SPS'0 07088

L OT10SLy

010s!L

010881

010SzZL

01082

0108sy

010S8¢¢€

010SzZy

010s¢ec

010861

010S.

O10sy

010Sey

0108t¢

010sie

010S.¢€

070Ss¢€

070S0¥

0108s¢e

01086¢

010882

010ssk

010S¢

(0N [0133727

010S8.S

¢r8 001V ¥rEQ DJLV 0O10S0S 017088¢ 010SZE  0OT10S8  O10SLy Sope|os|

(oedenuiuod) ojos ap sesysowe ap sajusiusAcid snjjioeqiuee
Sp SOPE|OS! SO 8Jjus SOPIGO SSPEPLIE|ILIS BP SSjUSIDLS00 SOP ZUIBIN 9°6

[€1



€520 S0L'0 LLZ'o geL'o 0 0 8LL'0 8LL'0 Y8001V
yoc'o sz'o S0 €0 LLZ'o 98Z'0 ¥9€'0 920 Pre9001Y
98Z'0 SZ'0 S0 £ee’0 ¥9e'0 ¥SL0 9820 98Z'0 O10S0v
Gez'o aLe'o 9LE0 ¥'0 62v'0 GZ'0 GeZ'0 SeT0 LLL
GZ'0 €ee'0 vyi'0 62’0 80¢€'0 1920 SZ'0 Gz'0 O10s8L
€0 SSt'0 G¥S'0 iaad] LIY'0 oLe'0 €'0 €0 L6L
z'o ¥9e'0 SPS0 9850 8850 9250 S0 S'0 qsl
9LE0 18€'0 12580 LLP0 S0 €0 LZro Lev'o 010SszZL
18E'0 SEP'0 2zs'o alLe'o £ee’o c'o 98z'0 9820 O10SH+
L8e'o SEv'0 609'0 Ler'o 0 ¥'0 180 1820 O10SYy
18£'0 GEP'0 609'0 LZr'o i2ad] 0 18€'0 18c'0 0108z
eeL'o 8LL'0 LLP'0 PSL'0 0 0 0 0 010Sey
1920 gezZ'o 8850 PSLO 9L'0 0 €eL'o €eLo 0108sze
G2'0 zzz'o 955'0 L' PSL'0 0 GZL'o szL'o O10sPye
¥SL0 192°0 70 Z8L'0 0 0 0 0 O10SLYy
20 S¥S'0 ¥9€0 €ee'0 ge20 LLZ0 €0 €0 Ll
¥'0 S¥S'0 9€9'0 0 §ez'o 9le'0 ¥0 ¥'0 8z
€0 $9c'0 G¥S0 9550 £5¢'0 ole'o 70 0 v
6L°0 2250 Ger'0 LZk'o 0 0 9/t'0 9/¥'0 WoL
€620 gLe’o 925'0 0 62t'0 G/€0 €520 £5€0 Wy
€€€'0 S0 S0 G/€0 0 L.¥'0 0 0 ze
982'0 Gz'o S2'0 910 Z8L'o 80€'0 e€rL0 evL'0 O10SL
eeL’o GezZ'o 8LL'D 0 0 erLo 0 0 010s¢e
erL'o scL'o S0 9L'0 $9€'0 ¥SL0 88z'0 9820 01088¢e
¥9c'0 Li¥'0 JARA] Zo oLe'o 9820 €.2'0 €.2'0 010S61L
€0 GS¥'0 $9c'0 zze'o SeZ'0 LLz'o 20 Zo 0O10Sst
GZL'o zzz'0 LLLO 0 0 €eL'0 0 0 o10sege
GeZ0 9Le'0 LZr'o 1920 £rL'0 szLo 8LL0 8LL'O 010SzZy
910 LEZ'0 S8¢'0 2sL'o 98Z'0 L0 SZ'0 G20 010882
oLe'o 982'0 18c'0 8LL'0 se'o LLLO LLZ'o Liz'o 010S9t
SoL'o 6L0 98Z'0 0 szi'o 0 soL'o SoL'o 010S0S
9zs'0 9.¥'0 9.t'0 €520 szL'o £ee'0 ole'o 9LE0 oz
9820 SZ'0 G/€0 €EE0 28L0 80€0 e€pL'0 erL'o 9
€eL'o £5¢'0 Gez'o 80€0 910 9820 €eL'o €eL'o Ni¥
0 $9€'0 €/2'0 €eE0 GeZ'0 Lo rAl] Al JeNes
9820 L9z'o zes’o 9zZs'0 gee'o ¥'0 98Z'0 98Z'0 681
62¥'0 S0 G/e'0 £ee’o z8L'o 290 62r'0 621’0 02
L /990 9550 98Z'0 80€'0 ¥'0 G'o G0 6L

L G0 G/E0 ¥'o LiY'0 9550 966°0 8L

L G290 €€5°0 LLF0 1990 1990 691

L 2l'0 SL9'0 L2S°0 1250 €c

L 1990 5L9'0 S1L9'0 LLL

L 199'0 /990 89L

L L ZlL

L ZLL

6l 8L 691 €z LLL 891 zll ZLl sope|os|

zel

0|os 8p @ enbe ap seljsowe ap sajualuancld snjoeqiueed
SP SOpE|OS! SO 84JUS SOPHJO SBPEPLIB|IWIS 8P SSJUSIOYS0D SOP ZIBN L'6



€0 Z0 €0 €eL’0 T Al] S60°0 €420 0 ¢y800LY
8¥'0 o 8¥'0 A 6L'0 LEZ0 144740] Al PreQIOLY
Li¥'0 £5€0 Liv'0 S0 80€0 €ee'0 (Fadle £€€°0 O10sov
€0 20 €0 192°0 STo 18€0 S¥S0 192°0 LLL
Lz'o Lo LLZ'o 9820 €eL’0 v'o 18€0 6Zv'0 O10s8L
8¥€'0 192’0 8re'0 {444 Lev'o S0 8¥'0 A AAL] Il
8¥e'0 8be'o L9Z'0 zzzo LLZ'o LL¥'0 8¥'0 vy’ qsl
¥9£°0 €420 €.2°0 GeZ'0 zzzo 1920 L0 €5€°0 o1oset
AR A JAR 4} €e€0 Liz'o Zo Ze0 zov'0 alLeo O10s¥y
S0 VAR 4] Liv'0 Liz'o Zo v'0 8€5'0 9Le0 O10sYy
S0 LL¥0 €EE'0 Lz'o Zo Ze0 290 9Le0 0o10se
zzz'o €€€0 zzz'o 80€'0 98zZ'0 oLe’o ¥'0 80€°0 o10sey
€€€0 £€€0 €€€'0 80€°0 9820 oleo ¥'0 ¥SL°0 010osze
Lev'o (A do) 9L€0 9820 v'0 €0 18€0 eVL'0 010sye
S.€°0 G/€0 S.€°0 79€'0 €€E0 €5€0 £€€°0 z8L’o O108Ly
8¥€'0 Gev'o 19z'0 zzzo Lz'o €850 zeo €€E0 Ll
SEY'0 Gev'o SEP0 zzzo Lz'o LL¥'0 8%'0 zezo 8¢
L9z°0 1920 8ve0 955'0 Lzr'o €850 950 gzzo v
191°0 S2'0 291°0 Lz'o €0 8¥'0 g8e'0 oLe0 WolL
v'0 ¥'0 Z'o ¥'0 sZ'o 18€0 ¥9€°0 ¥'o /e
982°0 9/v'0 9820 G/£°0 LLP'0 Sbs'0 8re'0 5290 ce
€6€°0 LP'0 GeT'0 0 ¥GL°0 €EE0 9Le0 910 o10s|1
¥y’ 9550 €€€'0 0 evL'0 LZv'o €0 ¥SL'0 010s¢
LLv0 Liv'0 S€20 0 0 €EE0 9l€0 0 010s8¢e
790 ¥9'0 ¥o 0 9820 29v'0 ¥y’ Z0 010864
8¥€0 2zs'0 8¥€'0 LLL'O Lzv'o S0 ¥'0 €€€'0 O108Ssy
91€0 9zs'0 Lzv'o erL'0 70 9'0 18€'0 evL'o 0108s¢ee
€0 o ¥'0 192°0 G/€°0 1250 SS¥°0 v'o 0108y
a4 dy 2990 22z’o L60'0 vLL'0 S0 S¥E'0 z8L’o 010s8¢
l VAN SSP'0 S€20 €EE0 8¥€0 ST Al 0 01089y

l €420 8LL0 €ee’0 zzs'o SC'o 8LL'o O10Ss0s

2 LLP0 955°0 GeY'0 €850 €5€°0 9z

2 SL90 144 4A0) LZr'o €ee'0 9

3 9z5°0 €0 80€°0 NIy

I ¥9°0 2zzo JleNee

3 LLz'o 681

L 14814

6L

8l

691

€c

LLL

89l

¢l

(435

Q10sgyr  O10S0S o9c 9 NI JENEE 68l 144 SOpEe|0s|

£el

(oedenunuod) ojos ap a enbe ap sesjsowe ap sajuaiuanold snjroeqiused
Op SOpPE|0S! SO 8J}Ud SOPIJO SOPEpPLE|IWIS 8P SBJUSIONS0D SOP ZUle|N L'6



cel’o 0 0 1920 6L0 8LL'0 zez'o 9L'0 8oLy
€0 9820 ¥'o 62v'0 S8€'0 Z8L°0 192’0 ¥'0 PPEQOD LY
0 ¥S1°0 €ee'0 €0 gee'o 98zZ'0 #'0 €.2'0 O10S0¥

0 sz'o ¥'0 Sev'0 18£0 gez'o £e€'0 ze0 LLL
9820 2920 Lo €20 S0 6z'0 8850 PAR Ao} 010s8lL
LLL'o 9lLe'0 €ee'0 Zor'o S0 €' L2S'0 6cr'0 16l
2220 gLeo ' 8€5'0 gee'o Z'0 L8e'o 62¢'0 qsl
GezZ'o LLL'O GeZ'0 8¥'0 2eso 120 S0 AN 010szL
oLe'o S0 aleo £65'0 8¥'0 18€°0 G¥S'0 8’0 O10St¥
Lev'o S0 925’0 LPL'0 950 9/¥'0 9290 £81'0 010S¥
Ler'o ¥'0 LZv'o 2990 90 18e'0 SPS0 €870 0710SsZ
¥SL'0 9820 80€'0 L8€'0 LZ¥'o ¥0 529'0 L9z'0 010sey
¥SL'o 98z'0 G190 9/%'0 LZv'o ¥'0 529'0 8re'o 010Sszg
9820 gelo 6zy'0 SSt'0 S0 sz'0 Liv'0 €ee'o 0O10SPe
$9€'0 910 z8L'o gLe'o £5e'0 80£'0 LLS0 G600 O10SL¥
b0 glLe'o 2220 G8e'o L¥'0 €0 9/¥'0 1G€0 LL
i2ad] LZPo 2zz'o 29%'0 PARA} £0 9/¥'0 s€'0 8¢
£€€'0 0 LLL'o 80€'0 €ee'o g'o 9/%'0 98z'0 ov
LLz'o Lo LLe'o 9620 8r'0 6L0 €0 yiv'o Wol
£€6'0 szZL'o ¥'0 Seb'o 9L¥'0 §e2'0 9550 Ze'o JBN/YT
S/€'0 €520 G/£'0 S0 9€9'0 42 A" 2e9'0 G8g'0 ze
L 80€'0 £ee'o 90 9550 62v'0 ¥'0 yoc'o 0108t

L zot'0 LSO Ler'o 199'0 S0 SEP'0 010Ss¢e

L 9'0 €ee'o 62¥'0 ¥'0 GS¥'0 010sse

L Z69'0 9€9'0 609'0 €€5°0 010861

l g'o 1990 1250 O10Sst

L 90.'0 JAR A} 010s¢gz

L #'0 010szy

I 010s82

O10S9F

01080s

T4

9

NIy

JeNge

681

¥0T

6l

8l

691

ford

LLL

891

zlL

ZLl

O710Sk O10Se  010S8e  O10S6L  0OT10OSSy 0O10S€Z 0O10SZF 010382 Sope|os|

Pel

(oedenuijuoo) ojos ep o enbe ep sessowe ap sajusiuanoid snjoeqiuse
SP SOPE|O0Ss! SO 8.} SOPHJO SSPEPLE|IWIS 3P SSJUSIOLB0D SOP ZUIBN L°6



€90 erL’o 0 6L0 9820 1600 Lo 0 Zy8l0LY
GS¥'0 Lz'o 510 G8e0 (Boralo] AAAL) Sev'0 €€€0 ¥reed0LY
62v°0 ¥9€0 LLLO zzeo ££€°0 Lz'o ¥'o G/€°0 010Ss0¥
GeT0 evL0 G600 G600 6L°0 S50 €€€°0 LZro LLL
S20 80€0 ¥'0 v'0 v'0 18€°0 Liv'0 g 01088t
S0 €520 LLv'o S0 €850 950 9.¥°0 GS¥'0 161
€'0 geco €€€'0 L0 LL¥0 87’0 1450 S¥S'0 asl
Lzr'o §/€0 8¥€‘0 GEY'0 zzso Lv'0 S0 L8e’0 o1oszeL
9.¥'0 €EE0 ¥'0 ¥9'0 8¥'0 80€0 SS¥'0 8ve'0 O10syr
9L¥'0 £€€0 14¢ 950 8v'0 80€0 S¥S'0 GEY0 O1osy
9.¥0 €ee’0 #'0 950 8’0 S8€0 S¥S°0 SEP'0 010s2
80 g0 LLzZ'o Lzvr'o ler'o Z0 G.€°0 €50 O10ser
g0 S0 Liz'o Lev'o Lev'o €0 S0 €50 010sze
3 2ov'o Z'o ¥0 ¥'0 9820 Liv'0 €2€'0 O10sye

b Liv0 8850 LLv'0 €eco 1450 70 O10sLy

b £99°0 €850 8v'0 9/¥'0 SS¥'0 bl

b 1990 87’0 9.¥'0 ¥9¢0 8¢

b 87’0 L/5°0 ¥oe0 )

3 S¥S'0 6090 WOl

2 L€1°0 A

I 4>

O10sL

010ose

010s8e

010861

0108ssy

o10see

O10sery

010882

O10ssr

010805

274

9

Niv

JENGE

68l

¥0c

61

8l

691

€C

LiL

89l

cli

(435

O10Sre  OTOSLy 25 8¢ v oL JBN/E /4> SOpE|os|

SEl

(oedenuinjuoo) ojos ap & enbe ap seljsowe ap sajusaiuancid snyoeqiused
Sp SOPE|0S! SO aJjua SOpPIIqo SSpEePLE|IWIS Sp SSJUBIOYS0D SOP ZBN L°6



6L0
80€°0
££€'0
VA 4]

S0

0
S8€°0
i4240]
1.0

v'o
€85°0

Zo
ze'o
8850

S0
g2'0
6090
6090

28L'0
L£°0
LZr'o
79€'0
9.¥'0
$9'0
zL'o
2990

ZsL'o
6150
9250
SSP'0
1250
790
2.0
6.0
or8'0

z8L0
6150
9zs'o
S50
1990
¥9'0
¥9'0
£€8°0
69.°0
€260
3

sZ'o
982'0
zor'o
SZ'0
v'o
ier'o
9Leo
1aad]
S0
S0
g0
L

520
Lee’o
zov'o
§.€°0
19zZ0
2€9°0
Lzr'o
P¥'0
90
90
S0
vLL'0
L

4400 0R
Preed01V
O10s0tr
LLL
O10ossL
L6l

qsl
010sel
(OR(0:5)744
o1osy
01082
010sey
010see
O10sve
O10sLy
L

8¢

ov

WoL
JeN/ve
A
OT10s|1
010s¢g
010s8¢e
010s6L
O108sy
0108s¢ge
o1osey
010882
O10ser
01080S
9¢

9

Ni¥
JeNGE
68l

y0oc

6l

8l

€9l

€c

Lib

891

cll

(433

L6l

qlL

010scL

O10sky 01108y

010SZ _ 010Ser  O10Sze

SOope|os|

9¢l

(oedenunuod) 0jos ap a enbe ap seljsowe ap sajuaiuancid snjroeqiuse
9P SOpPE|0S! SO aJjud SOPIIqO SePEPLE|ILWIS P SBJUSIDNS0D SOpP ZIBN L'6



| 8ve'0 €EL0 LLL'o 8LL0 ¢y8O0LY
l vo L1920 €420 PreQ001Y
} €€S0 6210 010S0y
2 €5€0 VL)L
L 010s8L

161

qall

o710sz¢i

O710Sv¥

O10s¥

0108

010Ssey

07108¢ce

010Ssve

O10SLy

bl

8¢

v

nol

eN/re

4>

O10SL

010se

0O10s8g

010s6}

0708sv

010s€2

010Szy

010882

010s9r

0710805

9c

9

NIt

feNeE

681

y0oc

6l

8l

691

€¢

LLL

89l

cll

425

Zcr8 QLY v¥€9 D01V O10S0 VL1 010ss8L sope|os|

(oedenunuoo) ojos ap 8 enbe ap seljsowe ap sajuaIUSACId SnjjIoeqIusE
9P SOPE|OS! SO a.}ud SOPIIqO SSPEPLE|IWIS Sp SAUBIOLS0D SOP ZUIB| L'6

LET



1g°sBin@edness jrew-3
JBPUR .7 - G0 ‘5018318Q OJIWEN BNY

VOI4V¥O
s$o¥in
()




	Page 3
	Page 4
	Page 5
	Page 6
	Page 7
	Page 8
	Page 9
	Page 10
	Page 11
	Page 12
	Page 13
	Page 14
	Page 15
	Page 16
	Page 17
	Page 18
	Page 20
	Page 21
	Page 22
	Page 23
	Page 24
	Page 25
	Page 26
	Page 27
	Page 28
	Page 29
	Page 30
	Page 31
	Page 32
	Page 33
	Page 34
	Page 35
	Page 36
	Page 37
	Page 38
	Page 39
	Page 40
	Page 41
	Page 42
	Page 102
	Page 103
	Page 106
	Page 107
	Page 108
	Page 109
	Page 110
	Page 114
	Page 115
	Page 116
	Page 118
	Page 119
	Page 120
	Page 121
	Page 122
	Page 123
	Page 124
	Page 125
	Page 126
	Page 127
	Page 128
	Page 129
	Page 130
	Page 131
	Page 132
	Page 133
	Page 134
	Page 135
	Page 136
	Page 137
	Page 138
	Page 139
	Page 140
	Page 141
	Page 142
	Page 143
	Page 144
	Page 145
	Page 146
	Page 147
	capa.PDF
	Page 1

	8.PDF
	Page 1

	36-37.PDF
	Page 1
	Page 2

	61.PDF
	Page 1

	63-73.PDF
	Page 1
	Page 2
	Page 3
	Page 4
	Page 5
	Page 6
	Page 7
	Page 8
	Page 9
	Page 10
	Page 11

	76-77.PDF
	Page 1
	Page 2

	93-94.PDF
	Page 1
	Page 2

	102-104.PDF
	Page 1
	Page 2
	Page 3

	108.PDF
	Page 1


