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Revisao bibliografica

Entre as 68 espécies do género Paenibacillus, nove (P. pol ynyxa, P. durus,
P. gramnis, P. macerans, P. borealis, P. odorifer, P. wnnii,
P. brasilensis, e P. peoriae) possuem estirpes com habilidade
de fixar o nitrogénio atnosférico [1, 2]. Sao bactérias de
vida livre que habitam o solo e a rizosfera de diversas
plantas e, além de fixarem o nitrogénio atnosférico, algunmas
estirpes podem influenciar o crescinento e a saude de plantas
atravées da producdo de fitornmdnios, quitinases, proteases,
antibi 6ticos e da solubilizacdo do fosfato [3, 4, 5]. Estudos
tém nostrado que a rizosfera de varias plantas néo
| egum nosas, especialnmente da famlia Poaceae, € colonizada
por um ou mais géneros de diazotroficos de vida livre,
incluindo estirpes de Paenibacillus [3, 4] . Apesar da
quantidade de nitrogénio fixado por diazotroficos de vida
livre ser pequena, quando conparada aos diazotroficos
sinbiontes, mcrorganisnos de vida livre estao presentes na
mai ori a dos solos e algunas vezes podem representar uma fonte
inportante de nitrogénio [6, 7].

O sorgo (Sorghum bicolor) é wuna cultura inportante no
Brasil devido a sua alta produtividade de grdaos e a larga
utilizacdo conop racdo animal. Esta planta se desenvolve bem
nos neses com nenor disponibilidade de chuvas, e essa
caracteristica faz desta planta wunma cultura ainda nmais
prom ssora para o nordeste do Brasil. Diferentes cultivares de
sorgo tem sido desenvol vidos pela EMBRAPA-CNPMS na tentativa
de reduzir a wutilizagcdo do adubo nitrogenado. Dentre 400
cultivares de sorgo plantados em solo de Cerrado com altos e
bai xos niveis de nitrogénio, 24 cultivares foram consi derados
eficientes por atingirem o0 crescinento maxinmb e néo
apresentarem o0s sintomas caracteristicos da falta de
nitrogénio (amarelanento das folhas e baixo crescinmento). Gs
demai s cultivares foram consi derados i neficientes por
necessitaremde altos niveis de nitrogénio para crescerem bem

O gene rpoB, que <codifica a subunidade <+« da RNA
polinmerase, foi escolhido para este estudo pois estudos ja
conprovaram a utilidade do uso deste gene em experinentos de
taxonom a e diversidade de Paenibacillus em solo e rizosfera
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de plantas [8, 9]. Nesta abordagem problenas relacionados a
miltiplas cépias do gene que codifica o TrRNA 16S em
Paeni baci |l us podem ser evitados e, além disso, os perfis de
DGGE sao nenos conplexos e mais facies de se analisar do que
os obtidos com fragmentos de r DNA 16S.

Neste estudo foram utilizados quatro cultivares de sorgo,
doi s considerados eficientes (IPA 1011 e FBS 8701-9) e dois
ineficientes (IS 5322-C e IS 6320). Gs cultivares foram
pl antados em solo de Cerrado com altos e baixos teores de
nitrogénio, 12 kg/ha e 120 kg/ ha respectivanente. Noventa di as
apés o plantio as anostras foram col etadas e a diversi dade de
popul acées de Paenibacillus foi avaliada através de netodos
nol ecul ares conmb PCR-DGGE e biblioteca de clones com base no
gene rpoB. Assim pretende-se denonstrar se existe ou ndo um
influéncia do cultivar e da quantidade de nitrogénio aplicado
no sol o na conposi ¢cdo das popul acdes de Paeni bacil | us.

Materiais e Métodos

Cultivares de sorgo e condi¢des experimentais: Quatro cultivares de sorgo foram
cultivados, sendo dois eficientes (I PA 1011 e FBS 8701-9) e dois
ineficientes (IS 5322-C e 1S 6320), em solo de Cerrado (EMBRAPA-
CNPMS, Sete Lagoas, MG) e submetidos a niveis contrastantes de adubagdo nitrogenada, 12
kg/ha e 120 kg/ha. As anobstras foram col etadas na época de
floracdo, 90 dias ap6s o plantio, e mantidas a -20°C até a extragdo de
DNA.

Extragdo de DNA ¢ PCR-DGGE: Amostras de DNA foram extraidas utilizando-se o
kit para extragdo de DNA do solo “Fast DNA Spin kit for soil” (Qbiogene, BIO 101 Systems,
CA, USA). O DNA obtido foi primeiramente amplificado com os iniciadores r poB1698f e
rpoB2041r para a anplificacdo das sequéncias do gene rpoB.
Para a anplificacdo das sequéncias de rpoB de Paenibacillus
foi utilizado um sistena de PCR “ sem -nested” . Os produtos
gerados na anplificacdo de sequéncias de rpoB foram utilizados
cono nol de para uma segunda reacao de anplificacdo utilizando-
se 0s iniciadores rpoBl1698f + o granpo de GC em conjunto com
r poBPAEN conp descrito por Mdta et al. [10] gerando um produto
de aproxi nadanmente 280 pb. Estes produtos foram entéao
subnetidos a um gel de DGGE para a obtencdo dos perfis da
conmuni dade de Paenibacillus com base no gene rpoB. Al gunas
bandas foram retiradas do gel, reanplificadas e sequUenci adas.

As sequéncias obtidas foram identificadas usando-se BLAST-N
(wwv. ncbi . nl m ni h. gov/ bl ast ) com o banco de dados Genbank.

Comparacdo dos perfis das comunidades: Os padrdes de bandas obtidos no gel de
DGGE foram comparados através do software NT-SYS (versdo 2.02, Exeter Software,
Setauket, NY), utilizando UPGMA (“Unweighted pair group with mathematical averages”) e
o coeficiente de DICE.

Clonagem e sequenciamento dos produtos de PCR: Os produtos de PCR r poB do
cultivares |1 PAL1011 e IS 5322 foram clonados no vetor pPGEM-T ( Pr onega,
Madi son, W, USA) e transformados em células competentes de E. col i JML09. A
presenca do inserto de tamanho <correto nos clones foi
verificada utilizando-se o0s iniciadores M13f ¢ M13r. Os clones selecionados
foram seqiienciados usando-se os iniciadores M13f e M13r em um seqiienciador automatico
ABI Prism 3100 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). As seqiiéncias parciais do




gene rpoB obtidas foram comparadas as presentes no Genbank usando BLAST-N para
identificar as seqiiéncias de 7poB mais proximas existentes.

Analises estatisticas: Os dados dos perfis de DGGE foram pl ot ados
numa matriz de presenca e auséncia de bandas no gel atraveés do
programa Mol ecul ar Anal yst software (version 1.61; Bio-Rad),
utilizando UPGMA (“Unweighted pair group with mathematical averages™) e o coeficiente de
DICE. A analise da biblioteca de clones foi feita pelo calculo do indice de cobertura.

Resultados e Discussiao

Os resultados obtidos pela andlise em gel de DGGE
nostraram perfis que apresentavam uma clara diferenca entre os
cultivares porém ndo entre o tratanento com nitrogénio (Figura
1). Além disso, nenhurma correlacdo entre os dois cultivares
eficientes e os dois ineficientes pode ser observada (Figura
1b), sugerindo que o tipo de cultivar €é responsavel pelas
di ferencas observadas nas popul acdes de Paeni bacillus. As sete
bandas retiradas do gel (Figura 1l1la) foram identificadas com
sendo relacionadas a P. gramnis (banda A), P. odorifer
(bandas B, C e D), P. durus (bandas E e F) e P. canpi hasensis
(banda Q.

Uma biblioteca de clones também foi construida com base nos fragmentos de rpoB
gerados a partir das amostras de dois cultivares diferentes (IPA1011 e 1S5322-C) crescidos
com alta e baixa concentra¢do de nitrogénio no solo. Foram obtidos 318 clones, e apds a
analise das seqii€ncias, estas foram agrupadas em 14 espécies de Paenibacillus. Considerando
somente o primeiro “hit” no BLAST-N feito com seqiiéncias de rpoB, os clones obtidos
mostraram-se proximos as espécies P. graminis (61%), P. amylolyticus (15%) e P. macerans
(13%). As outras 11 espécies foram representadas por poucos clones nas bibliotecas (Tabela
1). A espécie P. graminis predominou em todas as bibliotecas, principalmente na do cultivar
ineficiente 1S5322-C plantado com baixo teor de nitrogénio. Uma maior diversidade de
espécies de Paenibacillus foi observada no cultivar eficiente IPA1011 com baixo teor de
nitrogénio. Seis espécies identificadas nas bibliotecas sdo consideradas espécies fixadoras de
nitrogénio.

As analises estatisticas das seqiiéncias mostraram que as quatro bibliotecas de clones
obtidas neste estudo cobriram pelo menos 96.2% da diversidade total (Tabela 2). O PCA das
bibliotecas mostrou que a diversidade bacteriana foi mais influenciada pelo cultivar do que
pelo nivel de nitrogénio aplicado (Figura 2), corroborando os dados obtidos no DGGE.

Conclusao

Os resultados encontrados mostram a importdncia do cultivar na sele¢do de
populagdes de Paenibacillus. Foi possivel observarmos que o nivel de nitrogénio utilizado
como fertilizante parece nao influenciar significativamente na distribuicdo de populacdes de
Paenibacillus, sendo o tipo de cultivar o fator que mais influenciou a estrutura da comunidade
de Paenibacillus presente no habitat estudado. Entretanto, mais estudos sdo necessarios para
se avaliar ndo somente a diversidade estrutural deste género, mas também a diversidade
funcional.
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Figura 1: (A) Perfis de DGGE da comunidade d
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e Paenibacillus das rizosferas dos cultivares

IPA1011, FBS8701-9, IS6320 e 1S5322-C plantados com baixos e altos teores de nitrogénio.
Os tracos representam as réplicas. As setas indicam as bandas que foram seqiienciadas. Um

fragmento de rpoB de Paenibacillus durus P3L5" foi usado como marcador (M).

(B)

Dendrograma mostrando os niveis de similaridade da comunidade de Paenibacillus presente
nos cultivares IPA1011, FBS8701-9, IS6320 e 1S5322-C plantados com baixos e altos teores
de nitrogénio. O dendrograma foi construido pelo método de UPGMA e pelo coeficiente de
DICE. O numero 1 representa baixos teores de nitrogénio (12 Kg/ha) e o numero 2 representa
altos teores de nitrogénio (120 Kg/ha), letras a e b representam as réplicas.
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Espécies de 1IPA1011 IPA1011 185322-C 155322-C
Paenibacillus (E-N)“ (E+N)" (I-N)° (d+N)*
P. graminis 30 41 65 59

P. amylololyticus 10
P. macerans 19
P. thiaminolyticus
P. pabuli

P. durus

P. favisporus

P. dentritiformis
P. campinasensis
P. odorifer

P. curdlanolyticus
P. sanguinis

P. peoriae

P. polymyxa

total
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Tabela 1: Numero de clones identificados como sendo do género Paenibacillus, obtidos das
quartros bibliotecas (cultivares IPA1011 e IS5322-C plantados em baixos e altos teores de
nitrogénio).” (E - N) cultivar eficiente plantado em solo de Cerrado com baixos teores de
nitrogénio (12 Kg/ha); b (E + N) cultivar eficiente plantado em solo de Cerrado com altos
teores de nitrogénio (120 Kg/ha); ¢ (I - N) cultivar ineficiente plantado em solo de Cerrado
com baixos teores de nitrogénio; d (I + N) cultivar ineficiente plantado em solo de Cerrado
com altos teores de nitrogénio

Cultivares / Shannon-Wiener” Evenness ¢ Cobert?
fertilizante nitrogenado”

E+N 1.437 0.691 0.964
E-N 1.764 0.735 0.962
I+N 0.757 0.689 1.000
I-N 0.586 0.364 0.974

Tabela 2: Analise estatistica das bibliotecas de clones. *E (cultivar IPA 1011) + N = cultivar
eficiente plantado em solo de Cerrado com baixos teores de nitrogénio (12 Kg/ha); E - N =
cultivar eficiente plantado em solo de Cerrado com altos teores de nitrogénio (120 Kg/ha); I
(cultivar IS 5322-C ) + N = cultivar ineficiente plantado em solo de Cerrado com baixos
teores de nitrogénio; I - N = cultivar ineficiente plantado em solo de Cerrado com altos teores
de nitrogénio. ° indice de Shannon-Wiener ¢ Evenness, ¢ Indice de cobertura.



