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RESUMO 
 
 
Os rizóbios são bactérias que vivem em simbiose com algumas leguminosas. 
Atualmente, a filogenia dos rizóbios, assim como de outros procariotos é baseada, 
principalmente, no gene ribossomal 16S, embora alguns estudos tenham 
demonstrado que os genes ribossomais podem, ocasionalmente, sofrer 
transferência lateral e recombinação genética, fazendo com que os resultados nem 
sempre possam refletir a verdadeira filogenia procariótica. Com o objetivo de 
minimizar esses efeitos foi proposta a técnica de MLSA (Multilocus Sequence 
Analysis), que utiliza mais que um locus gênico, resultando em uma análise mais 
precisa. Neste estudo, foram utilizadas 18 estirpes de rizóbios microssimbiontes do 
feijoeiro, com o objetivo de correlacioná-las taxonomicamente e filogeneticamente, 
através da técnica de MLSA, utilizando cinco genes conservados e essenciais ao 
metabolismo microbiano (genes houseekeping) além do gene ribossomal 16S. As 
espécies de rizóbios descritas como simbiontes de feijão formaram grupos 
separados, tanto nas análises dos genes separadamente como na análise dos 
genes concatenados . As similaridades das sequências dos genes entre as cinco 
espécies tipo variaram de 95 a 100% para o gene ribossomal 16S e de 83 a 99% 
para os outros 5 genes. Os cinco genes podem assim ser utilizados como 
marcadores para o gênero Rhizobium, e com isso auxiliarão na identificação de 
rizóbios que venham a ser isolados. O MLSA também revelou uma grande 
diversidade genética entre as estirpes classificadas como R. tropici, demonstrando a 
evidência de novas espécies. 
 
 
Palavras-chave: Rizóbio. Plantas - filogenia. Taxonomia vegetal. Microbiologia 
molecular. 
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ABSTRACT 
 
 
The diazotrophic bacteria that are collectively known as “rhizobia” are important for 
establishing symbiotic N2-fixing associations with many legumes. These microbes 
have been used for over a century as an environmentally beneficial and cost-
effective means of ensuring acceptable yields of agricultural legumes. The most 
widely used phylogenetic marker for identification and classification of rhizobia has 
been the 16S rRNA gene; however, this marker fails to discriminate some closely 
related species. In this study we have established the first multilocus sequence 
analysis (MLSA) scheme for the identification and classification of rhizobial 
microsymbionts of common bean (Phaseolus vulgaris L.). We have analyzed 
eighteen strains, including type strains and representatives of the biodiversity present 
in Brazilian soils, by means of sequencing recA, dnaK, gltA, glnII and rpoA genes. 
Gene sequence similarities among the five type strains ranged from 95 to 100% for 
the 16S rRNA, and from 83 to 99% for the other five genes. Rhizobial species 
described as symbionts of common bean have also formed separated groups on the 
analysis of single and concatenated gene sequences, and clusters formed in each 
tree were 39 in good mutual agreement. The five additional loci may thus be 
considered as useful markers for the genus Rhizobium, and will allow underpinning 
the online identification of rhizobial isolates. The MLSA also revealed broad genetic 
diversity among strains classified as R. tropici, providing evidence of new species. 
 
 
Keywords: Rhizobium. Plant taxonomists. Plants - phylogeny. Molecular 
microbiology. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

 

O feijão (Phaseolus vulgaris L.) representa uma importante fonte de 

proteína, principalmente da população mais carente na América Latina e no Sul e 

Oeste da África (VELAZQUEZ et al.,1988; EMBRAPA, 2006). O Brasil é o maior 

produtor mundial de feijão, mas em geral essa produção não é capaz de suprir a 

demanda interna; além disso, a produtividade média nacional é uma das mais baixas 

do mundo (CONAB, 2008; EMBRAPA, 2006). Uma das maneiras de aumentar a 

produtividade da cultura, no Brasil, com um baixo custo para o agricultor, é pela 

maximização do processo de fixação biológica de nitrogênio. 

As bactérias chamadas coletivamente de "rizóbios" são capazes de 

formar nódulos e fixar nitrogênio atmosférico (N2) com algumas espécies da família 

Leguminosae (MENNA et al., 2006). Essas bactérias são, atualmente, classificadas 

em sete gêneros, com base na análise polifásica, incluindo características 

fenotípicas e genéticas, bem como dados de filogenia: Bradyrhizobium, Rhizobium, 

Agrobacterium, Azorhizobium, Mesorhizobium, Sinorhizobium e Allorhizobium 

(JORDAN, 1982; FRANK, 1889; CONN, 1942; DREYFUS et al., 1988; JARVIS et al., 

1997; CHEN et al., 1988; de LAJUDIE et al.,1998), embora, a filogenia baseada no 

seqüênciamento do gene 16S RNAr, Rhizobium, Agrobacterium e Allorhizobium 

sejam muito relacionados (WILLENS, 2006; TEREFEWORK et al., 1998; de 

LAJUDIE et al., 1998). A partir dessas observações, Young et al. (2001), 

propuseram a união destes três gêneros para apenas um, Rhizobium, mas essa 

sugestão ainda não é totalmente aceita (FARRAND et al., 2003). Além disso, outras 

bactérias têm sido descritas como capazes de realizar a fixação de nitrogênio, 

dentre elas estão: Methylobacterium, Devosia, Ochrobactrum e Phyllobacterium 

dentro da classe Alfaproteobacteria e Burkholderia, Ralstonia e Cupriavidus dentro 

das Betaproteobacteria. 

Inicialmente, dentro do gênero Rhizobium, três espécies foram 

descritas: R. meliloti, R. loti e R. leguminosarum, o qual mais tarde foi subdividido 

em três biovares, R. leguminosarum bv.viciae que nodula ervilha (Pisum sativum), R. 

leguminosarum bv trifolii, que nodula trevos (Trifolium spp.) e R. leguminosarum bv 

phaseoli, que nodula o feijoeiro (JORDAN, 1984). Com os avanços das técnicas de 

biologia molecular e a identificação de novos isolados de várias regiões do mundo, 
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os rizóbios que nodulam o feijoeiro foram divididos em dois grupos, denominados 

tipo I e tipo II, devido à observação de características genéticas e fisiológicas 

distintas (MARTINEZ et al., 1985; QUINTO et al., 1985; BROM et al., 1988). 

Finalmente, em 1991, Martinez-Romero e colaboradores definiram que as estirpes 

do grupo II pertenceriam a uma nova espécie, denominada R. tropici, que ainda 

poderia ser subdividida em tipos IIA e IIB (MARTINEZ-ROMERO et al., 1991). Dois 

anos depois, Segovia et al. (1993), através da análise da seqüência nucleotídica do 

gene ribossomal 16S, sugeriram que os rizóbios isolados de solos americanos e que 

haviam sido inicialmente classificados como pertencentes ao tipo I, fossem 

reclassificados em uma nova espécie, Rhizobium etli, cujo representante seria a 

estirpe-tipo CFN 42. R. etli e R. leguminosarum apresentam uma alta correlação, 

tanto para alguns genes simbióticos localizados em plasmídeos, como para algumas 

regiões cromossômicas, indicando a possibilidade de ter ocorrido transferência do 

plasmídeo simbiótico de R. etli para R. leguminosarum, bem como transferência 

gênica e recombinação entre estas duas espécies (AMARGER et al.,1997; 

SEGOVIA et al., 1993). Mais tarde, o mesmo processo pode ter ocorrido de R. 

leguminosarum bv. phaseoli para R. gallicum bv. phaseoli e R. giardinii bv. phaseoli 

(AMARGER et al.,1997). 

No Brasil, o feijoeiro é nodulado por uma variedade de rizóbios: 

Rhizobium tropici, R. etli, R. leguminosarum e R. giardinii; além disso, também há 

relatos de nodulação por bactérias pertencentes a outros gêneros, como 

Mesorhizobium e Sinorhizobium, bem como por bactérias que podem representar 

novas espécies (MOSTASSO et al., 2002; GRANGE; HUNGRIA, 2004). 

A atual classificação dos rizóbios, bem como para todos os 

procariotos, é baseada, principalmente, no gene ribossomal 16S (GARRITY; HOLL, 

2001), com base nos estudos desenvolvidos inicialmente por Woese et al. (1977), 

que demonstraram a utilização desta molécula como um marcador filogenético 

universal. As principais razões para a escolha do gene 16S rRNA residem na sua 

baixa taxa de evolução, o que permite reter informações filogenéticas, na sua 

universalidade (está presente em todos organismos) e na baixa ocorrência de 

transferência horizontal (HARRIS et al. 2003). Contudo, embora a filogenia 

bacteriana seja baseada no gene ribossomal 16S, existem algumas desvantagens 

para o uso exclusivo deste gene: possíveis recombinações genéticas e transferência 

horizontal de genes, resultando em seqüências mosaicas e um alto nível de 
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conservação, fazendo com que espécies muito relacionadas nem sempre possam 

ser distinguidas (MARTENS et al., 2007; VINUESA et al., 2005; VAN BERKUM et al., 

2003; SULLIVAN et al., 1996; GEVERS et al., 2005). Com isso, a filogenia baseada 

em apenas um único gene pode não refletir a correta evolução de um genoma como 

um todo (GAUNT et al., 2001). Com base nestas observações e a fim de minimizar 

esses efeitos, outros genes, com uma taxa de evolução mais rápida em relação ao 

gene ribossomal 16S, mas conservados suficientemente para reter informações 

filogenéticas, têm sido usados como marcadores filogenéticos alternativos 

(STACKEBRANDT et al., 2002; STEPKOWSKI et al., 2003; MARTENS et al., 2007). 

Como premissa para a sua utilização, esses genes devem estar presentes, em uma 

cópia simples, no genoma de todos os organismos estudados. O consenso atual é 

de que pelo menos cinco genes sejam necessários para uma classificação 

taxonômica confiável (GEVERS et al., 2005; STACKEBRANDT et al., 2002; 

ZEIGLER, 2003; THOMPSON et al., 2005). 

A fim de ser aplicado na taxonomia bacteriana para definição de 

espécies e elucidação das relações taxonômicas entre espécies foi proposta a 

metodologia de MLSA (Multilocus Sequence Analysis), usando as seqüências de 

múltiplos genes, para a caracterização de um grupo diverso de procariotos como, 

por exemplo, um gênero inteiro (Gevers et al., 2005). Recentemente, o MLSA foi 

utilizado em diversos estudos taxonômicos em grupos de procariotos, como 

Bulkholderia, Bacillus, Vibrio, Mycobacterium e Ensifer (GEVERS et al., 2005; 

THOMPSON et al., 2005; MARTENS et al., 2007). 

Devido ao grande número de microrganismos que ainda precisam 

ser identificados e classificados, e ao notável progresso nas técnicas de biologia 

molecular, a moderna biossistemática tem adquirido cada vez mais importância 

dentro da microbiologia, sendo de grande interesse a sua aplicação em estudos com 

rizóbios microssimbiontes de leguminosas. 
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2 OBJETIVO 
 

 

Utilizar a metodologia de MLSA (Multilocus Sequence Analysis) para 

definir as relações taxonômicas e filogenéticas entre 18 estirpes de Rhizobium 

microssimbiontes de feijoeiro, incluindo estirpes-tipo e estirpes isoladas de solos 

brasileiros. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  
 
 
3.1 O FEIJOEIRO 

 

 

O feijão (Phaseolus vulgaris L.) é uma importante fonte de proteína 

vegetal e, também, de aminoácidos essenciais para a nutrição humana, 

representando a principal fonte de proteína para a população mais pobre na América 

latina (VELAZQUEZ et al.,1988). Considerando todos os gêneros e espécies de 

feijoeiro (feijoeiro é a planta e feijão o grão), a produção mundial, segundo a CONAB 

(2008), gira em torno de 19 milhões de toneladas, em um total de 107 países que o 

produzem. O Brasil se destaca como sendo o maior produtor dessa leguminosa em 

todo mundo, mas mesmo assim, essa produção não é suficiente para atender todo o 

mercado interno e isso devido, principalmente, a uma redução da área cultivada, que 

historicamente atingiu índices em torno de 6000 ha na década de 80, e que do ano 

de 2000 até os dias atuais dificilmente tem ultrapassado 4000 ha (CONAB 2008). 

Outro fator que contribui para essa defasagem é o baixo nível de produtividade, que, 

de acordo com a CONAB (2008) em 2006 foi de apenas 817 kg/ha, geralmente 

produzidos em pequenas e médias propriedades e utilizando sistemas com 

tecnologia deficitária. Em uma situação um pouco mais favorável, encontram-se 

algumas propriedades mais extensas, que por utilizarem sistemas de irrigação e 

altas doses de insumos, conseguem chegar a produtividades mais elevadas, como 

na Região Centro-Oeste, em que a produtividade média, em 2006, foi de 2083 

kg/ha. 

O consumo per capita do feijão no Brasil, atualmente, é de 12,7 kg/ 

hab/ano, embora tenha atingido índices de 24 kg/hab/ano em meados da década de 

1970 (EMBRAPA, 2008). O feijoeiro é originário das Américas, com centros de 

origem e domesticação na Mesoamérica (México e Guatemala), na zona leste dos 

Andes (KAPLAN, 1965, 1980; KAPLAN et al., 1973), um importante centro de 

domesticação do sul do Peru ao norte da Argentina e um possível terceiro centro na 

Colômbia (GEPTS, 1990; KAMI et al., 1995). De acordo com achados arqueológicos, 

seu cultivo foi traçado há mais de 6000 mil anos entre os nativos do Peru (KAPLAN 

et al., 1973; HUNGRIA et al., 1997). 
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No Brasil, o feijoeiro é cultivado sob uma tecnologia deficitária e em 

solos marginais, contendo baixos teores de matéria orgânica e pouca fertilidade, 

devido ao baixo retorno econômico da cultura e, juntos, esses fatores contribuem 

para uma baixa produtividade (ARAÚJO, 1994). Nesse contexto, o fornecimento 

adequado de nutrientes, particularmente o nitrogênio (N) e o fósforo (P), é um dos 

fatores limitantes à obtenção de maiores rendimentos (HUNGRIA et al., 1997). 

 

 

3.2 A FIXAÇÃO BIOLÓGICA DO NITROGÊNIO 
 

 

O N, após o carbono (C), o oxigênio (O) e o hidrogênio (H) é o 

elemento mais importante na constituição da matéria orgânica, sendo o quarto 

elemento mais abundante nas plantas e representando cerca de 8% a 16% de sua 

composição. O N é constituinte essencial de aminoácidos, proteínas, bases 

nitrogenadas, ácidos nucléicos, hormônios, clorofila, entre outros (Morgante, 2003). 

O nitrogênio (N) existe na natureza como nitrogênio molecular (N2), íons de nitrato 

(NO3), amônia (NH3) ou incorporado em compostos orgânicos nitrogenados. Esse 

elemento participa da formação de moléculas fundamentais em diversos processos 

biológicos, tais como, produção de ácidos nucléicos e proteínas. Apesar de sua 

abundância na atmosfera na forma de N2 (79%), o N constitui um dos principais 

fatores limitantes à produção agrícola mundial, pois nenhum animal ou planta é 

capaz de utilizá-lo diretamente, devido à forte tripla ligação existente entre os dois 

átomos do N2 (HUNGRIA et al., 1994). O N necessário para a cultura pode ser 

obtido, principalmente, de três formas: diretamente do solo, através do uso de 

fertilizantes nitrogenados e pela fixação biológica de N2 (FBN), com o uso de 

inoculantes contendo bactérias (rizóbios) capazes de realizar a FBN. 

O solo é uma fonte limitada desse nutriente, o qual se esgota após 

algumas culturas. Os fertilizantes, além de apresentarem um alto custo, contribuem 

para a contaminação do meio ambiente, além de utilizar petróleo como matéria-

prima, ou seja, uma fonte de energia não renovável. A FBN é um processo realizado 

por determinados procariontes, denominados organismos fixadores de N2. As 

bactérias capazes de fixar biologicamente o N2, possuem uma enzima chamada 

dinitrogenase, que é formada por duas unidades protéicas, a Ferro-proteína (Fe-
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proteína) e a Molibdênio-Ferro-proteína (MoFe-proteína), ambas capazes de 

transportar elétrons. Durante a reação de redução do N2, a dinitrogenase é auxiliada 

por uma terceira molécula transportadora de elétrons, a ferridoxina, a qual, na sua 

forma reduzida, transfere um elétron para a unidade Fe-proteína que, então, 

reduzida, doa o elétron recebido para a Mo-Fe-proteína, a qual acumula os elétrons 

até que ocorram oito transferências concentrando oito elétrons, os quais são 

necessários para que a redução do N2 à NH3 ocorra (MORGANTE, 2003). 

Estima-se que a fixação biológica do N2 contribua com 65% da 

entrada anual de N na Terra, enquanto que a produção industrial de fertilizantes 

contribui com 24% e a fixação não-biológica com cerca de 10% (HUNGRIA et al., 

2001). 

 

 

3.3 OS RIZÓBIOS E O PROCESSO DE NODULAÇÃO 
 

 

Bactérias da ordem Rhizobiales formam estruturas altamente 

específicas, os nódulos, nas raízes de diversas espécies de plantas da família 

Leguminosae, onde ocorre a conversão do N atmosférico (N2) a amônia, que é, 

então, incorporada em diversas formas de N orgânico (HUNGRIA et al., 1997). 

A formação de nódulos é um processo complexo, que ocorre em 

várias etapas, envolvendo mudanças fisiológicas e morfológicas, tanto na célula 

hospedeira, como na bactéria. As mudanças na bactéria visam, principalmente, o 

recebimento de fontes de C da planta hospedeira, para prover o ATP e poder redutor 

necessários para o processo de fixação biológica. As mudanças na planta 

hospedeira visam assimilar a amônia produzida pelas bactérias (HUNGRIA et al., 

1994). 

Para que ocorra a formação dos nódulos, ambos, bactéria 

simbiôntica e planta hospedeira, desenvolveram um complexo sistema de interação, 

mantendo uma constante comunicação molecular. Essa associação, denominada 

simbiose, faz com que bactérias simbióticas vivendo saprofiticamente no solo 

percebam sinais químicos sintetizados pela planta hospedeira, geralmente 

flavonóides, os quais fazem com que as bactérias sejam atraídas em direção às 

raízes da planta, por quimiotactismo positivo (DROZDOWICZ, 1997). 
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Os flavonóides induzem a transcrição de genes de nodulação (nod, 

nol e noe) nas bactérias, conduzindo à síntese e secreção dos fatores Nod. Os 

fatores Nod são lipo-quitooligossacarideos responsáveis, principalmente, pelo 

reconhecimento entre bactéria e planta hospedeira e pela indução de uma intensa 

divisão celular no córtex da raiz. As bactérias, então, são atraídas para a rizosfera, 

onde vão se multiplicar, colonizando os tricomas (pêlos) radiculares. Os tricomas 

enrolam-se, envolvendo grupos de bactérias que, em seguida, degradam uma 

porção da parede celular do tricoma, levando à invaginação do plasmalema. As 

bactérias, então, invadem o tricoma, utilizando o canal formado pela invaginação do 

plasmalema, originando o cordão de infecção (HUNGRIA et al., 1994; MORGANTE, 

2003). A seguir, o cordão de infecção cresce em direção às células em divisão no 

córtex da raiz. No interior do cordão, as bactérias continuam se multiplicando. A 

região do córtex da raiz, com intensa divisão celular, recebe o nome de nódulo 

primário. Ao chegar às proximidades do nódulo primário, o cordão de infecção se 

ramifica para invadir as células vegetais. Pequenos grupos de bactérias, contidas no 

interior de vesículas membranosas, são liberados dentro do citoplasma das células 

vegetais do nódulo primário. A partir desse estabelecimento do nódulo radicular, as 

bactérias, que se encontram dentro das células radiculares hospedeiras, param de 

se multiplicar, aumentam de tamanho e sofrem varias alterações bioquímicas para 

se transformarem em bactérias especializadas na fixação de N2, os bacteróides 

(MORGANTE, 2003). 

 

 

3.4 TAXONOMIA E FILOGENIA BACTERIANA 
 

 

De acordo com Vandamme e colaboradores (1996), a "Taxonomia" 

pode ser usada como sinônimo de "Biossistemática" ou somente "Sistemática" e é 

dividida em: classificação (ordenar os organismos em seus respectivos grupos 

taxonômicos baseando-se na similaridade entre eles), identificação (posicionar os 

organismos desconhecidos em seus devidos grupos taxonômicos) e nomenclatura 

(nomear os grupos taxonômicos), além de informações filogenéticas e de genética 

populacional, que contribuem para uma completa definição da biossistemática 

moderna. 
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Atualmente a taxonomia microbiana integra diferentes tipos de 

dados e informações (fenotípicas, genotípicas e filogenéticas) para obter um 

consenso taxonómico, sendo denominada de taxonomia polifásica. Para estudos 

genotípicos, as informações são obtidas dos ácidos nucléicos, tanto do DNA como 

do RNA, e como exemplo podemos citar várias técnicas utilizadas para este fim, 

como por exemplo: porcentagem de G+C, hibridização DNA-DNA, padrões de 

restrição (RFLP, PFGE), seqüenciamento de genes e PCR-"fingerprinting" 

(VANDAMME et al., 1996; STACKEBRANDT, 2002). Por outro lado, as informações 

fenotípicas são extraídas das proteínas e suas funções, de marcadores 

quimiotaxonômicos e de outras características expressas. Os estudos fenotípicos 

incluem análises de morfologia, fisiologia, sorologia, perfil de ácidos graxos celulares 

e exopolissacarídeos, padrões enzimáticos (Multilocus Enzyme Electrophoresis), 

entre outros (VANDAMME et al., 1996; GILLIS, et al., 2001). 

A espécie é a unidade básica da taxonomia bacteriana e desde a 

década de 1970 ela é definida como um grupo de estirpes, incluindo a estirpe 

padrão, que apresentam 70% ou mais de similaridade por hibridização DNA-DNA 

(HDD) e 5°C, ou menos, nos valores de  (VANDAMME et al., 1996; GEVERS et 

al., 2005). O símbolo Tm indica a temperatura média de desnaturação de uma fita 

dupla de DNA. Os dados de hibridização DNA-DNA e a  obtidos ao longo do 

tempo, nas análises taxonômicas, são consistentes com os resultados obtidos mais 

recentemente, de seqüenciamentos completos de genomas e de dados de filogenia 

molecular com base no gene ribossomal 16S e de outros genes conservados 

(GEVERS, 2005). Embora a hibridização DNA-DNA seja amplamente utilizada para 

determinação de espécies na taxonomia bacteriana, as metodologias utilizadas em 

diferentes laboratórios apresentam variações na determinação dos valores de 

hibridização, fazendo com que os resultados não sejam reproduzíveis de um 

laboratório para outro (GEVERS et al., 2005; VANDAMME et al., 1996). 

Zuckerkandl e Pauling (1965) propuseram a utilização de moléculas 

biológicas como documentos históricos evolutivos, podendo ser utilizadas para 

relacionar os organismos evolutivamente. Com o desenvolvimento das metodologias 

de seqüenciamento molecular, as idéias iniciais de Zuckerkandl e Pauling de deduzir 

a história filogenética dos organismos pela comparação das estruturas primárias das 

macromoléculas se tornaram aplicáveis. 
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Carl Woese e colaboradores (1977) demonstraram a utilidade do 

RNA ribossomal da subunidade menor do ribossomo (16S e 18S) como marcadores 

filogenéticos moleculares universais e, dentre os principais motivos dessa escolha, 

estão: i) a universalidade destes genes, devido ao seu envolvimento na síntese 

protéica; ii) a taxa de evolução baixa, que permite reter informações filogenéticas; iii) 

uma ocorrência relativamente baixa do evento de transferência horizontal (HARRIS 

et. al. 2003). 

Assim, os estudos de Carl Woese sugeriram que a filogenia com 

base nos genes ribossomais 16S e 18S poderiam inferir uma relação natural entre 

os microrganismos, a qual refletisse a história evolutiva e na qual uma nova 

sistemática poderia estar baseada. Esses autores propuseram uma árvore 

filogenética universal com base nos genes ribossomais 16S e 18S onde os 

organismos foram agrupados nos domínios Bacteria, Archaea e Eucarya, sendo as 

bactérias subdivididas nos domínios Bacteria e Archaea e os organismos 

eucariontes agrupados no domínio Eucarya (WOESE et. al., 1990). 

A partir dos estudos de Carl Woese, o gene ribossomal 16S, assim 

como outros genes conservados evolutivamente, começaram a ser utilizados como 

"relógios moleculares", onde as substituições nucleotídicas nas seqüências de DNA 

são consideradas como diretamente proporcionais ao tempo evolutivo transcorrido 

na diferenciação das espécies e, através disso, foram feitas estimativas de tempo e 

de divergência entre os organismos (LLORET; ESPERANÇA, 2005) 

Com relação ao gene ribossomal 16S, o consenso atual é de que 

bactérias apresentando seqüências com similaridades inferiores a 97% em relação à 

estirpe tipo da espécie podem indicar uma nova espécie e, a partir disso, 

microbiologistas podem identificar rapidamente isolados procarióticos através da 

comparação de suas seqüências do gene ribossomal 16S com as seqüências que já 

se encontram disponíveis nos bancos de dados (GEVERS et. al., 2005). Embora a 

filogenia bacteriana esteja baseada na análise do gene ribossomal 16S, atualmente 

vários estudos têm demonstrado que os genes ribossomais podem, ocasionalmente, 

sofrer transferência lateral e recombinação genética resultando em seqüências 

mosaicas (MARTENS et al., 2007; VINUESA et al., 2005; VAN BERKUM et al., 

2003; SULLIVAN et al., 1996; GEVERS et al., 2005). Uma evidência disso está no 

trabalho de Martens et al. (2007), onde foram encontradas algumas incongruências 

nas árvores construídas para alguns genes, quando comparadas com a árvore 
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obtida com o gene ribossomal 16S, e isso pode indicar um evento de recombinação. 

Estas observações implicam que a análise filogenética bacteriana com base 

exclusivamente no gene ribossomal 16S pode nem sempre refletir exatamente a 

filogenia dos procariotos. Outra desvantagem do uso exclusivo desse gene nos 

estudos de taxonomia, filogenia e evolução é que espécies muito relacionadas nem 

sempre podem ser distinguidas, pelo fato destas apresentarem um alto nível de 

conservação nas seqüências nucleotídicas do gene ribossomal 16S e, assim, as 

divergências evolutivas ocorridas podem não ser identificadas (STACKEBRANDT et 

al., 2002). Sendo assim, enquanto isolados pertencentes a espécies distintas 

apresentam menos que 97% de similaridade na seqüência do gene ribossomal 16S 

e, normalmente, valores de HDD inferiores a 70%, alguns isolados que possuem 

similaridade  com base no gene ribossomal 16S, podem também apresentar 

valores de HDD inferiores a 70% e, portanto, não pertencem à mesma espécie, 

como observado em alguns estudos com bactérias dos gêneros Burkholderia e 

Bacillus (JASPERS; OVERMANN, 2004; GEVERS et. al., 2005). A partir dessas 

observações, foi proposto o termo microdiversidade, para descrever o fenômeno em 

que bactérias de diferentes populações, mas com o gene ribossomal 16S idêntico, 

possuem propriedades ecofisiológicas diferentes (GEVERS et. al., 2005). 

Atualmente, tem sido proposta uma nova estratégia para os estudos 

de taxonomia e filogenia bacteriana, a qual consiste na análise conjunta de múltiplos 

genes (loci), os quais apresentem uma taxa de evolução mais rápida em relação aos 

genes ribossomais, mas com um nível de conservação suficiente para conter 

informações evolutivas (GEVERS et al., 2005; MARTENS et al., 2007; 

STACKEBRANDT et al., 2002). Desta forma, a análise conjunta de múltiplos genes 

poderia funcionar como um "tampão" contra efeitos de recombinação ou 

transferência lateral ocorridos em um único gene específico. 

Assim, com base nesta estratégia foi desenvolvida e implementada, 

para muitos grupos bacterianos, principalmente em bactérias de interesse 

epidemiológico, a metodologia de "Multilocus Sequence Typing" (MLST). O MLST 

consiste no seqüenciamento e análise conjunta (como uma única seqüência 

concatenada) de no mínimo cinco genes "housekeeping" (STACKEBRANDT et al., 

2002) e, atualmente, é mais utilizado na epidemiologia molecular para discriminação 

em níveis infra-específicos, ou seja, na diferenciação de estirpes da mesma espécie. 

A análise é realizada a partir da similaridade entre as seqüências nucleotídicas, 
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onde as diferenças encontradas no pareamento de nucleotídeos caracterizam 

diferentes alelos e, a partir disso, podemos diferenciar clones dentro de um grupo de 

estirpes estudado (GEVERS et al., 2005). De acordo com Zeigler (2003) e 

Thompson et al. (2005), esses genes utilizados como marcadores filogenéticos 

alternativos, além de serem conservados para o grupo em estudo, precisam 

obedecer alguns critérios como: i) estarem no genoma em uma única cópia; ii) terem 

extensão nucleotídica suficiente que permita o seqüenciamento e contenham 

informações suficientes para as análises; iii) que os dados obtidos com o uso destes 

genes sejam correlacionados com os dados obtidos com o gene ribossomal 16S e 

com os percentuais de similaridade obtidos por hibridização DNA-DNA. 

A fim de ser aplicada na taxonomia bacteriana para a definição de 

espécies e elucidação das relações taxonômicas entre espécies, foi proposta a 

metodologia de "Multilocus Sequence Analysis" (MLSA), baseada na técnica de 

MLST (GEVERS et al, 2005; MARTENS et al., 2007). O MLSA utiliza um grupo mais 

diversificado de estirpes como, por exemplo, um gênero inteiro, e faz o uso de genes 

que não sejam, necessariamente, "housekeeping", mas que estejam presentes em 

todos os organismos em análise, e que cumpram os mesmos requisitos do MLST. 

Na metodologia de MLSA são utilizados grupos de linhagens representativas de um 

gênero, sendo utilizados procedimentos de análise filogenética com base na 

seqüência de nucleotídeos de genes (alelos) que estejam presentes em todas as 

linhagens representativas de um táxon em estudo (gênero ou família) (GEVERS et 

al., 2005). Tendo isso como base e, devido ao alto poder de resolução, o MLSA tem 

permitido a discriminação de estirpes em nível de espécie, onde inicialmente os 

organismos são identificados em nível de gênero ou família com base no gene 

ribossomal 16S (GEVERS et al., 2005). 

A metodologia de MLSA já foi aplicada, recentemente, em estudos 

taxonômicos com diferentes gêneros bacterianos, como Bulkholderia, Bacillus, 

Vibrio, Mycobacterium e Ensifer (GEVERS et al., 2005; THOMPSON et al., 2005; 

MARTENS et al., 2007). 

Estudos filogenéticos realizados, recentemente, dentro de diversos 

grupos bacterianos, bem como dentro do grupo dos rizóbios, utilizaram genes 

marcadores filogenéticos alternativos como: atpD e recA (GAUNT et al., 2001), glnA 

e glnB (WERNEGREEN; RILEY, 1999; TURNER; YOUNG, 2000; MARTENS et. al., 

2007), dnaK (STEPKOWSKI et al, 2003), thrC e gltA (HERNÁNDEZ-LUCAS et 
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al.,2004; MARTENS et. al., 2007). No entanto, a filogenia obtida com base nestes 

marcadores, nem sempre foi congruente com a filogenia obtida com base no gene 

ribossomal 16S (MARTENS et. al., 2007). 

Atualmente, com a popularização e o desenvolvimento de 

ferramentas de bioinformática cada vez mais sofisticadas, novos métodos de 

análises têm sido desenvolvidos a fim de melhorar as análises das relações 

filogenéticas existentes entre os microrganismos e, com isso, pode-se aproximar, 

cada vez mais, da história evolutiva entre eles (COENYE et al., 2005; DELSUC el 

al., 2005; SNEL et al., 2005). Embora as seqüências dos genes ribossomais 16S e a 

hibridização DNA-DNA continuem sendo consideradas como critérios moleculares 

para o delineamento de espécies, espera-se que muitas informações taxonômicas 

adicionais possam ser obtidas a partir de seqüências genômicas completas 

(COENYE et al., 2005). O conteúdo e ordem gênica, a análise comparativa de 

seqüências de macromoléculas conservadas, a análise de presença e ausência de 

genes, a composição de nucleotídeos, bem como a distância filogenética com base 

no BLAST genômico, são alguns exemplos de métodos recentes baseados na 

genômica e que podem ser utilizados na taxonomia. 

Tendo em vista o grande número de microrganismos que ainda 

existem para serem identificados e classificados, e o notável avanço das técnicas de 

biologia molecular, as quais têm gerado uma quantidade consideravelmente grande 

de dados e permitido um refinamento nas análises taxonômicas, a moderna 

biossistemática tem adquirido cada vez mais importância dentro da microbiologia. 

 
 

3.5 TAXONOMIA E FILOGENIA DOS RIZÓBIOS 
 

 

O primeiro relato de uma bactéria nodulando uma raiz de planta foi 

em 1888 por Beijerink (WILLEMS, 2006). Ele determinou que esses procariotos 

seriam os responsáveis pelo processo de fixação de nitrogênio e os denominou 

como Bacillus radicícola, nome este que mais tarde foi substituído por Rhizobium, 

com apenas um representante da espécie, R. leguminosarum (FRANK, 1889). 

Já no início do século 20, os rizóbios foram classificados 

taxonomicamente, baseados em características fenotípicas, principalmente na 
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capacidade de nodular algumas leguminosas, e com base neste conceito, as 

bactérias que nodulam o feijoeiro foram classificadas inicialmente por Fred et al. 

(1932), como Rhizobium phaseoli. Porém, essa concepção foi modificada, devido à 

observação de reações cruzadas entre as plantas hospedeiras e as bactérias 

simbióticas, onde uma única leguminosa poderia abrigar diferentes bactérias 

simbiontes, como por exemplo, o feijoeiro, que na classificação atual possui seis 

espécies distintas nodulando suas raízes (TEREFEWORK et al., 2000). Com isso, a 

classificação das espécies de rizóbios foi posteriormente aprimorada, utilizando as 

análises de características bioquímicas, fisiológicas, sorológicas e moleculares 

(JORDAN 1984). Com base nesse novo conceito, Graham (1964) dividiu as 

bactérias de crescimento lento e rápido em meio de cultura específico, onde as que 

possuíam crescimento lento, e que inicialmente eram denominadas de Rhizobium 

japonicum, foram classificadas posteriormente como pertencentes ao gênero 

Bradyrhizobium (JORDAN, 1982), enquanto as bactérias de crescimento rápido 

como pertencentes ao gênero Rhizobium. Logo em seguida outros cinco gêneros 

foram incluídos: Agrobacterium (COHN, 1942), Azorhizobium (DREYFUS et al., 

1988), Mesorhizobium (JARVIS et al., 1997), Sinorhizobium (CHEN et al., 1988) e 

Allorhizobium (de LAJUDIE et al.,1998), o qual possui a espécie Allorhizobium 

undicola como única representante da espécie. 

Embora constitui um gênero a parte, o Agrobacterium ainda possui 

uma classificação confusa dentro dos rizóbios, pois sua posição filogenética com 

base no gene ribossomal 16S encontra-se muito próxima ao gênero Rhizobium e por 

isso serão precisos estudos futuros para a sua correta classificação taxonômica 

(FARRAND et al., 2003). O gênero Bradyrhizobium possui atualmente sete espécies: 

B. elkanii, B. liaoningense, B. yuanmingense, B. denitrificans, B. betae, B. 

canariense e B. japonicum, o qual está presente em inoculantes industriais para 

utilização em soja (Glycine) (WILLENS, 2006). 

Em 1988, Chen e colaboradores propuseram o novo gênero 

Sinorhizobium, contendo a espécie R. fredii, que a partir de então passaria a ser 

denominada como S. fredii, além da espécie R. meliloti, renomeada como S. meliloti. 

Esses mesmos autores propuseram uma segunda espécie para este gênero que foi 

chamada de S. xinjiangense. Por possuírem crescimento rápido, assim como as 

bactérias do gênero Rhizobium, este novo gênero não foi aceito prontamente. 

Apenas em 1994, a partir de dados filogenéticos como suporte, Sinorhizobium foi 
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aceito como um novo gênero, embora alguns autores tenham proposto a união de 

todas as espécies de Sinorhizobium junto com a espécie Ensifer adhaerens dentro 

de um único gênero, Ensifer (MARTENS et al., 2007; YOUNG et al., 2003). 

Compreendendo uma faixa intermediária na velocidade de 

crescimento, e nodulando uma diversidade de leguminosas, estão as bactérias do 

gênero Mesorhizobium, com onze espécies respresentantes: M. loti, M. huakuii, M. 

ciceri, M. tianshanense, M. mediterraneum, M. plurifarium, M. amorphae, M. 

chacoense, M. septentrionale, M. temperatum e M. thiogangeticum (WILLENS, 

2006). 

Além do grupo dos rizóbios, outros gêneros de bactérias têm sido 

descritas como capazes de realizar a fixação de nitrogênio. Dentre eles estão: 

Methylobacterium, Devosia, Ochrobactrum e Phyllobacterium dentro da classe 

Alfaproteobacteria e Burkholderia, Ralstonia e Cupriavidus dentro das 

Betaproteobacteria. 

Desse modo, a classificação atual dos rizóbios é definida como: 

Domínio: Bacteria; Filo: Proteobacteria; Classe: Alphaproteobacteria; Ordem: 

Rhizobiales; com a distribuição nas famílias Bradyrhizobiaceae, Hiphomicrobiaceae, 

Methylobacteriaceae, Phyllobacteriaceae e Rhizobiaceae (GARRITY; HOLT, 2001, 

NCBI, 2008). A classe Alphaproteobacteria é dividida em sete gêneros: 

Allorhizobium, Azorhizobium, Bradyrhizobium, Devosia, Mesorhizobium, 

Methylobacterium, Rhizobium e Sinorhizobium, classificados através da análise do 

gene ribossomal 16S, sendo observada uma maior relação entre os três últimos 

gêneros, onde inclusive, já foi proposto anteriormente que o gênero Sinorhizobium 

seria um subclado dentro do gênero Rhizobium, devido a uma íntima ligação entre 

eles, entretanto, quanto mais seqüências são incluídas para o estudo, mais as 

espécies de Sinorhizobium se apresentam como um grupo monofilético (LLORET; 

ESPERANÇA, 2005). Em relação às bactérias da classe Betaproteobacteria, tem-se 

a ordem Burkholderiales e a família Burkholderiaceae para os gêneros Burkholderia, 

Ralstonia e Cupriavidus (NCBI, 2008). 

A Figura 1 apresenta a filogenia dos rizóbios com base no gene 

ribossomal 16S e de outras bactérias da classe Alphaproteobacteria. 

Lloret e Esperança (2005), analisando seqüências conservadas e 

universais de genes parálogos, e as ocorrências de substituição de códons com 
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troca de aminoácidos em genes ortólogos, propuseram uma escala de tempo, 

demonstrando a origem e evolução dos rizóbios. 

Atualmente, os taxonomistas bacterianos recomendam o uso da 

taxonomia polifásica para a identificação e classificação dos microrganismos, e a 

metodologia de análise a ser utilizada vai depender do nível de resolução 

taxonómica que esta possui, ou seja, desde espécie e gênero, até níveis 

taxonómicos mais altos, dependendo de fatores como: número de estirpes da 

espécie em estudo, objetivo do estudo em questão e condições na aplicabilidade da 

técnica (ZAKHIA; LAJUDIE, 2001). Também com os rizóbios, a taxonomia atual é 

baseada no gene ribossomal 16S, embora um estudo recente com os gêneros 

Ensifer e Sinorhizobium realizado por Martens et al. (2007), tenha demonstrado que 

a técnica de MLSA, utilizando cinco genes "housekeeping" foi mais apropriada para 

a classificação dessas bactérias, quando comparada à filogenia com base apenas 

no gene ribossomal 16S, com uma forte evidência de que esses dois gêneros 

deveriam se unir em apenas um, conforme proposto anteriormente por Young 

(2003). Martens et al. (2007) utilizaram os seguintes genes nas análises 

filogenéticas pela metotologia de MLSA: dnaK (heat shock protein) (Stepkowski et 

al., 2003), glnA (glutamina sintetase) (WERNEGREEN; RILEY, 1999; TURNER; 

YOUNG, 2000), gltA (citrate syntase) (Hernández-Lucas et al., 2004J, recA 

(recombinase A) (GAUT et al., 2001) e thrC (threonine syntetase), os quais podem 

ser utilizados em estudos futuros em outros grupos bacterianos, dando suporte para 

uma tendência na utilização da técnica de MLSA para a filogenia e taxonomia em 

procariotos. 

 

 

3.6 TAXONOMIA E FILOGENIA NO GÊNERO RHIZOBIUM 
 

 

Na classificação realizada em 1984, no gênero Rhizobium foram 

incluídas as espécies R. melioti, R. loti e R. leguminosarum, sendo esta última ainda 

subdividida em três biovares, de acordo com a planta hospedeira: R. leguminosarum 

bv.viciae, que nodula a ervilha, ervilhaca e fava (Pisum sativum, Vicia sativa, V. 

fava), R. leguminosarum bv trifolii, que nodula os trevos (Trifolium spp.) e R. 

leguminosarum bv phaseoli, que nodula o feijoeiro (JORDAN, 1984). 
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Com o avanço das técnicas de Biologia Molecular e a identificação 

de novos isolados de várias regiões do mundo, os rizóbios que nodulam o feijoeiro 

foram divididos em dois grupos, denominados tipo I e tipo II, devido à observação de 

características fisiológicas e genéticas distintas. A ausência ou presença de 

reiterações (múltiplas cópias) de genes ligados a fixação de N2, a capacidade de 

nodular outros hospedeiros e diferenças nos plasmídeos simbióticos (pSym), foram 

algumas razões para esta divisão (MARTINEZ et al., 1985; QUINTO et al., 1985; 

BROM et al., 1988). 

Em 1991, Martinez-Romero e colaboradores definiram as estirpes do 

grupo II, como uma nova espécie, que foi denominada de R. tropici. Este estudo 

envolveu a análise parcial do gene ribossomal 16S e hibridização DNA-DNA, onde 

foi encontrada baixa homologia (36%) e, também, foram encontradas outras 

diferenças tanto genotípicas como fenotípicas, entre as estirpes deste grupo e as 

demais espécies descritas. As bactérias dessa nova espécie, R. tropici, também 

apresentavam certa variabilidade, de modo que foram divididas em dois tipos, IIA e 

IIB, com as estirpes CFN 299 e CIAT 899, respectivamente, determinadas como 

estirpe de referência para cada um desses tipos, enquanto que a CIAT 899 foi 

definida como a estirpe tipo ("type strain"). Essa espécie é bem adaptada a solos 

ácidos e submetidos a altas temperaturas e, também, tem sido encontrada em 

outros continentes, como na Europa (AMARGER et al., 1994; HERRERA-CERVERA 

et al., 1999) e na África (ANYANGO et al., 1995). Dois anos depois, Segovia et al. 

(1993), através de análise da seqüência de nucleotídeos do gene ribossomal 16S, 

sugeriram que alguns rizóbios isolados de solos americanos (América Central e 

centros Andinos) e inicialmente classificados como pertencentes ao tipo I, fossem 

reclassificados em uma nova espécie, Rhizobium etli, a qual possui a estirpe CFN 42 

como estirpe tipo. Esta nova espécie, juntamente com a espécie de R. 

leguminosarum, inclui as bactérias originalmente classificadas no grupo I, que 

possuem uma alta correlação, tanto para algumas regiões cromossômicas, quanto 

para genes contidos no plasmídeo simbiótico, que são homólogos e organizados 

similarmente (VASQUEZ et al., 1993), indicando a possibilidade de ter ocorrido uma 

transferência do plasmídeo simbiótico de R. etli para R. leguminosarum, quando os 

primeiros foram introduzidos na Europa (SEGOVIA et al., 1993). Amarger et al. 

(1997), posteriormente, sugeriram a ocorrência da transferência do plasmídio 

 



 27

simbiótico de R. leguminosarum bv. phaseoli para R. gallicum bv. phaseoli e R. 

giardinii bv. phaseoli (AMARGER et al.,1997). 

Atualmente, dentro do grupo dos rizóbios que nodulam o feijão 

(Phaseolus vulgaris) estão descritas as seguintes espécies: R. leguminosarum bv. 

phaseoli (JORDAN, 1984), R. tropici (MARTÍNEZ-ROMERO et al.,1991), R. etli 

(SEGOVIA et al., 1993), R. gallicum e R. giardinii (AMARGER et al., 1997). Todas 

estas espécies, exceto R. gallicum, já foram encontradas em solos brasileiros 

(MOSTASSO et al., 2002). 
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Figura 1 – Filogenia de rizóbios (classe Alphaproteobacteria) com base na sequencia do 

gene ribossomal 16S (WILLENS et. al., 2006). 
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Abstract 

The diazotrophic bacteria that are collectively known as "rhizobia" are important for 

establishing symbiotic N -fixing associations with many legumes. These microbes have 

been used for over a century as an environmentally beneficial and cost-effective means 

of ensuring acceptable yields of agricultural legumes. The most widely used 

phylogenetic marker for identification and classification of rhizobia has been the 16S 

rRNA gene; however, this marker fails to discriminate some closely related species. In 

this study we have established the first multilocus sequence analysis (MLSA) scheme 

for the identification and classification of rhizobial microsymbionts of common bean 

2

(Phaseolus vulgaris L.). We have analyzed eighteen strains, including type strains and 

representatives of the biodiversity present in Brazilian soils, by means of sequencing 

recA, dnaK, gltA, glnII and rpoA genes. Gene sequence similarities among the five type 

strains ranged from 95 to 100% for the 16S rRNA, and from 83 to 99% for the other 

five genes. Rhizobial species described as symbionts of common bean have also formed 

separated groups on the analysis of single and concatenated gene sequences, and 

clusters formed in each tree were in good mutual agreement. The five additional loci 

may thus be considered as useful markers for the genus Rhizobium, and will allow 
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underpinning the online identification of rhizobial isolates. The MLSA also revealed 

broad genetic diversity among strains classified as R. tropici, providing evidence of new 

species. 
 

Key words: Biological nitrogen fixation; common beans; multilocus sequence analysis; 

phylogeny of bacteria; Rhizobium tropici; 16S rRNA gene 
 
_____________________________________________________________________________________ 

Introduction 
 

The diazotrophic bacteria that are collectively known as "rhizobia" are capable 

of nodulating and establishing symbiotic N2-fixing associations with many plant species 

of the Leguminosae family. Based on polyphasic analyses of phenetic and genetic 

properties, rhizobia are currently categorized in six genera—Allorhizobium, 

Azorhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Sinorhizobium and Rhizobium [18, 37, 

65]. Nevertheless, taxonomic changes have been proposed: first, as the phylogenetic 

analysis based on the 16S rRNA gene shows that Rhizobium, Agrobacterium and 

Allorhizobium are closely related, they should be joined into a single genus, Rhizobium 

[72] second, all Sinorhizobium species should be reclassified into the genus Ensifer 

[71]. In addition, some diazotrophic symbiotic bacteria isolated in recent years have 

been classified in non-traditional rhizobial genera, included in both the alpha-

Proteobacteria—Methylobacterium, Devosia—and in the beta-Proteobacteria—

Burkholderia, Waltersia (formerly Ralstonia)—classes [18, 37, 65]. 

The usefulness of the 16S rRNA gene as a molecular marker for assessing 

phylogeny and taxonomy of prokaryotes has been broadly demonstrated [18, 27, 61, 64, 

68, 69, 70], and the gene has also been applied for rhizobial taxonomy [18, 37, 65, 66, 

73, 74]. However, the high level of conservation documented in the 16S rRNA [21, 22, 

42, 63, 67], and reports that genetic recombination and horizontal gene transfer may 

also occur among 16S rRNA genes [22, 60] suggest that this marker has shortcomings. 

On the basis of these observations, as well as to minimize their effects, other genes with 

a faster evolution rate than the 16S rRNA, but conserved enough to retain genetic 

information, have been proposed as alternative phylogenetic markers [38, 52, 53]. 

Requisites are that these genes should be both broadly distributed among taxa and also 
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be present in single copies within a given genome, and the current consensus is that at 

least five genes are necessary for reliable taxonomic classification [22, 52, 57, 75]. 

Applying this approach to bacterial taxonomy and elucidation of phylogenetic 

relationships, the multilocus sequence analysis (MLSA)—using sequences of multiple 

protein-coding genes for the genotypic characterization of diverse groups of 

prokaryotes—has been proposed [22]. MLSA has been applied in studies with several 

genera of prokaryotes, including Burkholderia, Bacillus, Vibrio, Mycobacterium and 

Ensifer [22, 38, 57]. Expectations are that these analyses will add force to the online 

electronic taxonomy of bacteria and will have a positive impact how we perform 

taxonomic and biodiversity studies [58]. 

Common bean (Phaseolus vulgaris L.) represents the most important source of 

protein for low-income populations in Latin America and in Africa, and Brazil is its 

largest producer and consumer worldwide [13]. It is generally accepted that there are 

two major centers of genetic diversification of common bean, the Mesoamerican 

(Mexico, Colombia, Ecuador and north of Peru, probably the primary center), and the 

Andean (southern Peru to north of Argentina). Although wild relatives of common 

beans are not indigenous to Brazil, it has been cultivated there throughout recorded 

history [11, 17, 20, 32, 33]. The symbionts of common bean were first classified as 

Rhizobium phaseoli, based on the cross-inoculation-group concept [16]. In 1984, with a 

numerical taxonomy approach, they were reclassified into a new species, R. 

leguminosarum, which contains three biovars, named after their main host species—bv. 

viciae (Pisum sativum), bv. trifolii (Trifolium spp.) and bv. phaseoli (common bean) 

[31]. Advances in molecular biology technology as well as isolation of new strains from 

various parts of the world, led to the description of several differences among common-

bean rhizobia, such that they were pooled into two main groups, denominated type I and 

type II [9, 39, 40, 47]. In 1991, a new species, R. tropici, was described for the type-II 

strains, with two subgroups, type IIA and type IIB [41]. Segovia et al. [49] then 

proposed that some rhizobia isolated from American soils and initially classified as type 

I should be reclassified into the new species R. etli, and two new species, R. gallicum 

and R. giardinii, were described by Amarger et al. [5], the latter forming non-N2-fixing 

nodules. 
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Common bean is promiscuous in its symbiotic relationships [44] and its 

widespread and long-term cultivation in Brazil probably explains the large and diverse 

populations of its rhizobial symbionts detected in surveys. All described species have 

been found, except for R. gallicum, as well as species of Mesorhizobium and Ensifer 

(Sinorhizobium) and putative new species [23, 25, 26, 28, 29, 30, 45, 46, 55]. However, 

despite the social-economic importance of the legume in Brazil and the broad diversity 

of the rhizobial population, taxonomic and phylogenetic knowledge of the indigenous 

isolates remains limited. The development of MLSA presents an opportunity to 

establish the basis of an online taxonomic scheme for the identification of rhizobia in 

general, and to determine the phylogenetic relationships among common-bean rhizobia, 

with emphasis on strains of R. tropici indigenous to Brazil. 
 
 

Material and methods 
 
 

Strains, culture conditions and DNA extraction 
 

A total of eighteen common-bean rhizobial strains were used in this study, 

twelve indigenous to Brazil (detailed information given on Table 1), and six type and 

reference strains, as follows: Rhizobium tropici strain CIAT 899T (type B) (=USDA 

9030; =ATCC 49672; =UMR1899; =TAL 1797; =HAMBI 1163; =CM01; =SEMIA 

4077; DSM 11418; BR 322), Rhizobium tropici type A strain CFN 299 (=USDA 9039; 

=LMG 9517; =UMR1026; =CENA 183), and R. etli bv. phaseoli strain CFN 42T 

(=USDA 9032; ATCC 51251; DSM 11541) were supplied by Dr. Esperanza Martinez-

Romero (Centro de Ciencias Genomicas, Cuernavaca, Mexico). R leguminosarum bv. 

phaseoli USDA 2671 (=RCR 3644) was provided by Dr. Peter van Berkum (USDA, 

Beltsville, Maryland, USA). R. giardinii bv. giardinii strain H152T (=USDA 2914) and 

R. gallicum bv. gallicum strain R602spT (=USDA 2918) were provided by Dr. Noelle 

Amarger (INRA, Dijon, France). Strains were purified on yeast extract-mannitol agar 

(YMA) medium [62] containing Congo red (0.00125%), stocks were prepared on YMA 

and kept at -70°C (under 30% of glycerol) for long-term storage and at 4°C as source 

cultures. 
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Total genomic DNA of each strain was extracted from bacterial batch cultures 

grown in YM broth until late exponential phase (109 cells mL-1). Extraction of DNA 

was performed as described before [34], and purification and maintenance of stocks 

were as described by Menna et al. [42]. 
 
 
 
Genes and primers of the multilocus sequence analysis (MLSA) 

 

In addition to the 16S rRNA, the following genes were used in this study: recA, 

dnaK, gltA, glnII and rpoA. Primers for the amplification of the genes 16S rRNA, recA, 

dnaK, gltA and glnII were obtained from the literature and are listed on Table 2. 

Considering the chromosome of R. etli (4,381,608 pb), the complementary genes were 

positioned as follows (5'-3' direction): 2422674 (recA), 153088 (dnaK), 2007997 (gltA), 

3250540 (glnII), and 1781361 (rpoA). 

To design primers for the amplification and sequencing of the rpoA gene, 

corresponding sequences derived from the following complete genome sequences were 

used (accession numbers of the GenBank Data Library in parentheses): R. etli strain 

CFN 
42 (CP000133), R. leguminosarum bv. viciae strain 3841 (AM236080), chromosome of 
Ensifer (Sinorhizobium) meliloti strain 1021 (AL591787), and Ensifer (Sinorhizobium) 

medicae strain WSM419 (CP000738). The sequences obtained were compared using the 

program CLUSTALX [59] to identify conserved regions and the designed primers were 

named RRrpoA (Table 2). The approximate size of each gene and the size of the 

amplified fragments are also listed on Table 2. 

To obtain the complete sequence of the 16S rRNA, five reactions were carried 

out as described before [42], whereas, for the other genes, only two reactions were 

needed (forward and reverse). Each reaction contained, in a volume of 50 uL: dNTPs 

(300 uM of each); PCR-buffer (Tris-base 20 mM pH 8.4 and KCl 50 mM); primers (15 

pmol of each); Taq DNA polymerase (1.0 U); DNA (20 ng). The conditions of PCR 

amplification were as described before for the following genes: 16S rRNA [42], dnaK 

[53], recA [19], gltA [38], and glnII [54]. For the PCR amplification of the rpoA gene, 

an initial cycle of denaturation at 95°C for 2 min was followed by 35 cycles of 

denaturation at 94°C for 45 s, annealing at 55°C for 45 s, and extension at 72°C for 2 
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min; the amplification finished with a final extension cycle of 72°C for 5 min. All PCR 

reactions were carried out on an MJ Research Inc. PTC 200 thermocycler. For 

purification of the PCR-products, the Qiaquick PCR purification kit (Qiagen) was used, 

according to the manufacturer's instructions. Sample concentration was verified by 

electrophoresis of 2-uL PCR products on a 1% agarose gel and staining with ethidium 

bromide. 

The sequencing reactions were carried out in 96-well-full-skirt-PCR 

microplates. Purified PCR products of each bacterium culture (80 ng per reaction) 

received a mixture of 3 uL of dye (DYEnamic ET terminator reagent premix for the 

MegaBACE, Amersham Biosciences), and 3 pmol of each primer. The same program 

was used for all primers, as follows: denaturation at 95°C for 2 min; thirty cycles of 

denaturation at 95°C for 10 s, 50°C for 4 s, and extension at 60°C for 4 min; final soak 

at 4°C. The sequencing was performed on a MEGA BACE 1000 (Amersham 

Biosciences) capillary sequencer, according to the manufacturer's instructions. 

High-quality sequences obtained for each strain were assembled into contigs 

using the programs Phred [14], Phrap (www.phrap.org) and Consed [24]. Sequences 

confirmed in the 3' and 5' directions were submitted to the GenBank database 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) to seek significant alignments. Accession numbers 

given to the genes are listed on Table 3. 
 
 
Phylogenetic analysis 

 

Multiple alignments for each gene were performed with CLUSTALX version 

1.83 [59]. Sequences (accession numbers of the GenBank Data Library in parentheses) 

obtained from the complete genomes of Ensifer (Sinorhizobium) medicae strain 

WSM419 (CP000738), Rhizobium (Agrobacterium) tumefasciens strain C58 

(AE007869), and E. meliloti strain 1021 (AL591787) were included in the analysis and 

those obtained from Caulobacter crescentus strain CB15 (AE005673) were used as 

outgroups. Phylogenetic trees were generated using MEGA version 3.1 [36] with 

default parameters, K2P distance model [35], and the Neighbor-Joining algorithm [48]. 

Parsimony-informative characters were also estimated in the MEGA program. Statistic 

support for tree nodes was evaluated by bootstrap analyses [15] with 1,000 samplings. 
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Congruencies among each gene and the concatenated genes were also analyzed using 

the UPGMA algorithm (unweighted pair-group method, with arithmetic mean) [50] 

with the Bionumerics program (Applied Mathematics, Kortrijh, Belgium, version 4.6). 
 
 

Results and discussion 
 
 

We have used the MLSA approach to analyze twelve common-bean rhizobia 

indigenous to Brazil, chosen to represent large groups of similar strains and selected 

from a collection of over 850 isolates obtained from thirty-three states in three regions 

of the country: the northeast (close to Ecuador, high temperatures, low-fertility soils), 

the Cerrados (savannah, acidic soils, high temperatures and a yearly dry season of about 

7 months), and the southern (milder temperatures and more-fertile soils) regions [25, 28, 

45, 46]. In addition to the 16S rRNA, the genes chosen for the MLSA were recA, dnaK, 

gltA, glnll and rpoA, as they conformed to requirements established for the technique, 

i.e., single copies of each in the chromosome and evenly distributed in the genome [22, 

52, 57, 75]. 

The genes showing proportionally better parsimony-informative characters were 

recA (26%) and dnaK (27%), while glnll (139 pb) and gltA (135 pb) had the highest 

numbers of informative sites. Neighbour-joining (NJ) trees were built for each gene 

(Fig. 1), as well as for the concatenated sequences of all six genes (Fig. 2). The five type 

strains had 83 to 99%, 78 to 91%, 86 to 94%, 89 to 97%, 85 to 91%, and 92 to 99% 

gene-sequence similarities for recA, dnaK, glnII, rpoA and gltA, respectively; the 

estimated percentage for the 16S rRNA ranged from 95 to 100%, thus indicating that 

the five additional locus studied can be considered as useful alternative markers for the 

genus Rhizobium and related genera. 

The strains clearly formed separated clusters in each gene tree, except for some 

differences in the analyses of gltA (Fig. 1). High congruences between the genes were 

shown in the correlation analysis (Fig 3), and the groupings obtained in each of the trees 

were in agreement (Figs 1, 2). 

Strains within group I formed a separated clade, including R. tropici strains, with 

high bootstrap values (74-100%) in the trees built with each of the six genes (Fig. 1), as 

well as with the concatenated genes (Fig. 2). Within this group, the highest similarity 
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with the 16S rRNA gene (estimated in the MEGA program) occurred with rpoA, 

ranging from 95 to 100%, but high values were also obtained for recA, gltA, dnaK and 

glnII, with similarities estimated at 91 to 99%, 89 to 100%, 89 to 100% and 91 to 100%, 

respectively. 

Within the R. tropici group, in all trees except with gltA, three clear subgroups 

were formed (Fig. 1), and were confirmed with a bootstrap of 100% on the concatenated 

tree (Fig. 2). The subgroups can be described as follows: the first (IA) included strains 

77, CPAO 29.8 and CFN 299 (R. tropici type A); the second (IB) included strains PRF 

35 and H 52; and the third (IC) included strains H 20, H 12 and CIAT 899T (R. tropici 

type B). Two other Brazilian strains, PRF 81 (=SEMIA 4080)—effective in fixing N2 

and officially recommended for the production of commercial inoculants in Brazil [28, 

29] and strain 233 were either in a separated subcluster, or were linked to the subcluster 

of type-B strains, and in general were responsible for lowering the bootstrap values of 

the trees. Therefore, a main conclusion from our study is that, except for H 12 and H 20, 

the Brazilian strains classified currently as R. tropici—on the basis of phenetic 

properties, host range and 16S rRNA sequences—are considerably different from CIAT 

899T, and represent putative new species 

R. etli and R. leguminosarum strains were clustered together in all trees except 

for the dnaK gene (Fig 1), with a good bootstrap support (100%) on the concatenated 

tree. The two other common-bean species, R. gallicum and R. giardinii, were not 

clustered with any of the other strains in this study, in any of the trees (Figs. 1 and 2). 

Except for the tree with the recA gene, a strongly supported monophyletic group 

(99-100% of bootstrap) was formed with strains 72, 74, 209 and E. meliloti and E. 

medicae. Considering both BLASTn and the similarities of nucleotides, stronger 

similarities for all genes (99 to 100%) of those three Brazilian strains were observed 

with Ensifer (Sinorhizobium) fredii, but this species was not used in the MLSA, because 

there were no available sequences for all these genes in the database. Phenetic and 

genetic properties have indicated that strains of Ensifer (Sinorhizobium) strains serve as 

microsymbionts of common bean in Brazil [25, 56]. 
 
 

 



45 

Evolutionary aspects related to R. tropici, R. etli and R. leguminosarumin in Brazil 

 

The origin of R. tropici was first suggested as being South America [41] with 

Brazil a strong candidate, representing the source of the great majority of strains 

isolated so far [6, 25, 28, 30, 43, 45, 46, 55, 56]. Another hypothesis is that R. tropici 

came from the Andean region (CIAT 899 was isolated in Colombia) and adapted well to 

Brazilian soils and environmental conditions. The presence of R. tropici nodulating 

leguminous plants in Europe and Africa [4, 7] could be explained by migration via 

trade. However, as wild bean is not found in Brazil [11, 17], R. tropici could be a 

microsymbiont of other indigenous host legumes. Possible candidates are species of the 

genera Mimosa and Gliricidia, reported to establish effective symbioses with R. tropici 

under field conditions [42]. However, R. tropici has also been reported as being a 

microsymbiont of legumes indigenous to Mexico (Gliricidia) [1] and Africa 

(Bolusanthus and Spartium) [10]; however, information on ranges of distribution of R. 

tropici is missing from those studies. Therefore, the evidence that R. tropici is 

indigenous to Brazil is strong but not conclusive, and a main conclusion arising from 

our results is that the broad diversity within the strains classified currently as R. tropici 

indicates new species. 

R. etli is the dominant microsymbiont in both the Mesoamerican and the Andean 

centers of origin. It is also the predominant symbiont of wild beans in Norwest 

Argentina [2, 3, 8, 49]. Segovia et al. [49] proposed that when seeds containing R. etli 

bv. phaseoli were introduced to Europe, the symbiotic plasmid could have been 

transferred to R. leguminosarum; later, the same process may have occurred from R. 

leguminosarum bv. phaseoli to R. gallicum bv. phaseoli and R. giardinii bv. phaseoli 

[5]. Although Brazil is not a center of genetic diversification of common bean, R. etli is 

also found in Brazilian soils [25, 26, 55], possibly a result of cultivation of the legume 

for centuries. But, most interestingly, R. leguminosarum is also broadly found in 

Brazilian soils [6, 23, 45, 51], and was detected in Colombia [12] suggested as a third 

center of genetic diversification of common bean [20] raising the possibility that R. 

leguminosarum is not of European origin. 
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Concluding remarks 
 

Broad genetic diversity was observed among common-bean rhizobial strains 

indigenous to Brazilian soils, and the MLSA method effectively established 

phylogenetic relationships with type and reference strains. As has been suggested for 

other species [38], MLSA is clearly a valuable alternative to 16S rRNA sequence 

analysis and DNA-DNA hybridization for elucidation of the taxonomy of rhizobia. 

Strains classified today as R. tropici are found in abundance in a variety of Brazilian 

acid soils and are probably the most important tropical microsymbionts of common 

bean due to their genetic stability, effectiveness in fixing N2 and tolerance of 

environmental stresses [28, 29]. In addition, the genetic diversity reported in this study 

gives strong support to the suggestion that many strains classified today as R. tropici 

might fit into new species. Polyphasic taxonomic work is under way in our laboratory in 

order to confirm this hypothesis. 
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List of Figures 
 

Fig. 1. Phylogenetic tree based on the dnaK, glnll, gltA, recA, rpoA and 16S rRNA 

sequences of Brazilian indigenous and type/reference strains of common bean rhizobia. 

Accession numbers are described on the material and methods section and on Table 3, 

and Caulobacter crescentus was used as an outgroup strain. The tree was generated 

using MEGA version 3.1 with default parameters, K2P distance model and the 

Neighbor-Joining algorithm. 
 

Fig. 2. Phylogenetic tree of the concatenated genes dnaK + glnll + gltA + recA + rpoA 

+ 16S rRNA. Strains and accession numbers are as described for Fig. 1. The tree was 

generated using MEGA version 3.1 with default parameters, K2P distance model and 

the Neighbor-Joining algorithm. 
 

Fig. 3. Congruence of the trees using single or concatenated genes of twelve indigenous 

Brazilian rhizobial strains, and reference and type strains of common bean rhizobia, as 

described in Fig. 1. Congruence was estimated using the Bionumerics program, with the 

UPGMA algorithm. 
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Table 1 – Strains used in this study. 
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Table 2 – Primers used for the PCR amplification and sequencing analysis of the DNA. 
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Table 3 – GenBank/EMBL/DDBJ accession numbers for the sequences obtained in this study. 

 

 
 

 




