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DELAMUTA, Jakeline Renata Marcon. Taxonomia e filogenia de estirpes de
Bradyrhizobium utilizadas em inoculantes comerciais brasileiros pela
metodologia de MLSA (Multilocus Sequence Analysis). 2011. 52 f. Dissertacao
(Mestrado em Microbiologia) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2011.

RESUMO

O género Bradyrhizobium compreende um diverso grupo de bactérias com
capacidade de fazer simbiose com plantas da familia Leguminosae. Estudos com
Bradyrhizobium tém demonstrado uma elevada diversidade genética, principalmente
com estirpes isoladas em regides tropicais. A analise do gene ribossomal 16S (16S
RNAr) tem sido a principal ferramenta utilizada em estudos de diversidade,
taxonomia e também de filogenia bacteriana, mas devido ao alto nivel de
conservagdo da sequéncia nucleotidica deste gene, as informacdes obtidas podem
limitar a determinacao de novas espécies, como é o caso do género Bradyrhizobium.
Desse modo, a metodologia de MLSA (Multilocus Sequence Analysis) tem sido
recentemente proposta como uma ferramenta complementar em estudos de
filogenia e taxonomia, bem como de diversidade em procariotos. Prévios estudos
com as estirpes de Bradyrhizobium utilizadas neste trabalho demonstraram elevada
diversidade genética do gene 16S RNAr com a hipétese de possiveis novas
espécies. Utilizando a metodologia de MLSA, o objetivo do presente trabalho foi
elucidar as relagbes filogenéticas de 12 estirpes de Bradyrhizobium e, assim,
determinar sua posicdo taxondémica. Aléem do gene 16S RNAr, outros cinco genes
housekeeping foram utilizados (atpD, ginll, gyrB, recA e rpoB). A arvore filogenética
resultante da analise do MLSA dividiu as estirpes em dois grandes grupos com
subgrupos bem definidos, sugerindo a descricdo de novas espécies. O primeiro
grande grupo incluiu as estirpes tipo de B. japonicum, B. liaoningense, B.
yuanmingense, B. betae e B. canariense e o segundo grande grupo incluiu a estirpe

T
tipo de B. elkanii USDA 76 . Uma grande diversidade foi observada na éarvore
filogenética do gene atpD, com a formacao de um terceiro grande grupo formado por

T T

4 estirpes e as estirpes tipo de B. betae LMG 21987 e B. liaoningense LMG 18230 .
Os resultados obtidos demonstram uma elevada diversidade genética de
Bradyrhizobium utilizados como inoculantes comerciais brasileiros, confirmando a
existéncia de possiveis novas espécies. Portanto, a técnica de MLSA demonstrou
ser um método rapido e eficaz em estudos filogenético e taxonémico de
Bradyrhizobium.

Palavras-chave: Fixagcdo bioldgica de nitrogénio. Rizébios. Diversidade genética.
Genes housekeeping. 16S RNAr.



DELAMUTA, Jakeline Renata Marcon. Taxonomy and phylogeny of
Bradyrhizobium strains used in Brazilian commercial inoculants by MLSA
(Multilocus Sequence Analysis) method. 2011. 52 p. Dissertacdo (Mestrado em
Microbiologia) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2011.

ABSTRACT

The genus Bradyrhizobium encompasses a variety of bacteria that can live in
symbiosis with plants of the family Leguminosae. Studies with Bradyrhizobium strains
have indicated a high genetic diversity, mainly with strains belonging tropical regions.
The analysis of the 16S ribosomal gene (16S rRNA) has been the main tool in
studies of phylogeny, taxonomy and also diversity of bacteria, but due to the high
conservation of the nucleotide sequence, the information obtained may limit the
determination of new species, such as occurs in the genus Bradyrhizobium. Thus,
MLSA (Multilocus Sequence Analysis) method has been recently proposed as a
strategy to determine the diversity in studies of taxonomy and phylogeny of
prokaryotes. Previous studies using the 16S rRNA showed high diversity in the
Bradyrhizobium strains of this work and the suggestion of the new species has been
proposed. Using the MLSA method, the aim of this work was to elucidate the
phylogenetic relationships and taxonomic positions of 12 Bradyrhizobium strains. In
addition of the 16S rRNA gene, five housekeeping genes (atpD, ginll, gyrB, recA and
rpoB) were used in the analysis. The phylogenetic tree resulting from analysis of
MLSA divided the strains in two great groups with subgroups well defined,
suggesting the description of new species. The first great group included the type
strains of B. japonicum, B. liaoningense, B. yuanmingense, B. betae and B.
canariense, and the second great group included the type strain of B. elkanii USDA

d
76 . The greatest variability was observed in the phylogenetic trTee of atpD gene, and
a third groug formed by four strains and B. betae LMG 21987 and B. liaoningense

LMG 18230 was observed. The results obtained showed a high genetic diversity of
Bradyrhizobium strains used in commercial inoculants in Brazil and confirms the
presence of new species. Thus, the MLSA method is a rapid and reliable tool to
provide information about phylogenetic relationships and identify Bradyrhizobium
strains potentially representative of novel species.

Keywords: Biological nitrogen fixation. Rhizobia. Genetic diversity. Housekeeping
genes. 16S rRNA.
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1 INTRODUCAO

Plantas da familia Leguminosae, compreendendo aproximadamente
19.000 espécies, desempenham um importante papel ecolégico, principalmente pelo
fato de que 25% da producdo mundial das principais culturas sdo derivadas dos
legumes e mais de um terco das necessidades nutricionais de nitrogénio da
humanidade é suprida pelas leguminosas (RIVAS et al., 2009). A ampla distribuicéo
desses vegetais ocorre porque muitas espécies dentro desta familia séo capazes de
estabelecer simbiose com um grupo de bactérias coletivamente chamadas de
rizobios, cuja caracteristica mais importante € a capacidade de fixar o nitrogénio
atmosférico (N.) (GERMANO et al., 2006).

Rizobios possuem a capacidade de induzir a formacéo de estruturas
altamente especializadas, chamadas nédulos, bem como de converter o N, em
formas utilizaveis pelas plantas, um processo conhecido como fixacdo bioldgica de
nitrogénio (FBN) (ZAKHIA; de LAJUDIE, 2001). Essas bactérias sdo muito diversas e
atualmente estdo classificadas em cinco géneros dentro da classe
Alphaproteobacteria: Azorhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Rhizobium e
Sinorhizobium. Além disso, existem outras bactérias pertencentes a géneros
distintos que foram descritas recentemente e que também sdo denominadas como
rizobios, uma vez que elas realizam simbiose com leguminosas (WILLEMS, 2006;
HUNGRIA et al., 2007).

Como para outras bactérias, a taxonomia e o estudo da diversidade
dos rizébios tém sido influenciada pela classificacdo polifasica, levando em conta
caracteristicas fenotipicas, genéticas e filogenéticas (VANDAMME et al., 1996),
sendo a analise do gene ribossomal 16S (RNAr) a principal ferramenta dos estudos
filogenéticos (MARTENS et al., 2007).

Embora a filogenia bacteriana seja baseada no gene ribossomal
16S, uma vez que ele estd presente em todos os organismos e evolui a uma taxa
relativamente baixa (HARRIS et al., 2003), existem algumas desvantagens para seu
uso exclusivo. Varios estudos tém demonstrado que os genes ribossomais podem
sofrer transferéncia horizontal e recombinacdo genética (EARDLY et al., 2005; VAN
BERKUM et al., 2003), bem como existir mais de uma cépia do gene 16S RNAr no
genoma bacteriano (VAN BERKUM et al., 2003). Além disso, tem sido apontado que



11

espécies intimamente relacionadas ndo podem ser distinguidas em relacdo ao gene
16S RNAr devido ao seu alto nivel de conservacdo (MARTENS et al., 2007).

Para contornar essa limitagcdo, genes que sao essenciais para
manutencdo do metabolismo basal (housekeeping) bem como aqueles que
codificam proteinas estdo sendo utilizados por fornecer melhores informacdes sobre
a taxonomia e a filogenia das espécies, notoriamente dos rizobios (TURNER,;
YOUNG, 2000; GAUNT et al., 2001; STEPKOWSKI et al., 2003; ALEXANDRE et al.,
2008; ROMA NETO et al., 2010). Estes genes possuem um nivel maior de
sequéncias divergentes do que o0 gene 16S RNAr, porém suficientemente
conservadas para manter as relacdes filogenéticas (STACKEBRANDT et al., 2002).

Como citado anteriormente, a filogenia baseada apenas em um
anico gene pode ser controversa visto que esses genes podem ser transferidos
horizontalmente (GEVERS et al., 2005). Para melhorar a compreensao das relacdes
taxondmicas entre os procariotos, foi desenvolvida a metodologia de Multilocus
Sequence Analysis (MLSA). O MLSA consiste na analise conjunta de mdultiplos
genes housekeeping que estédo presentes em todas as linhagens representativas de
um taxon em estudo (género ou familia) e em Unica coOpia, e representa uma
estratégia util uma vez que funciona como um tampdo contra os efeitos da
recombinacdo génica e da transferéncia horizontal (GEVERS et al., 2005). Nesse
contexto, esta metodologia esta se mostrando cada vez mais util nos estudos
filogenéticos e uma prova disto é a sua utilizacdo, nos ultimos anos, em varios
géneros procarioticos.

A biodiversidade microbiana nos trépicos é elevada, porém ainda é
pouco caracterizada. O crescente numero de técnicas eficazes para a
caracterizacao bacteriana tem permitido um grande progresso na taxonomia desses
microorganismos, principalmente em relacdo aos rizébios, possibilitando a

identificacdo de possiveis novas espécies.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 FIXACAO BIoLOGICA DE NITROGENIO

O nitrogénio (N) esta presente em diversas formas na biosfera. O N,
por ser um constituinte de aminoacidos, proteinas, bases nitrogenadas, acidos
nucleicos, horménios e clorofila, moléculas fundamentais para todos os processos
biolégicos, € o quarto nutriente mais abundante nas plantas, sendo superado apenas
pelo carbono (C), pelo oxigénio (O) e pelo hidrogénio (H) (MORGANTE, 2003). A
atmosfera contém uma vasta quantidade (cerca de 78% por volume) de nitrogénio
molecular (N;) (TAIZ; ZEIGER, 2004), porém, apesar da sua abundancia, este
elemento ndo esta diretamente disponivel para 0s eucariotos, pois estes sao
incapazes de absorver o N, e converté-lo a uma forma assimilavel, devido a tripla
ligacdo que existe entre os atomos do N, que € uma das mais fortes que se tem
conhecimento na natureza (HUNGRIA et al., 2001).

O N existe na natureza como nitrogénio molecular (N2) ou em varias
outras formas como ions de nitrato (NO3_), nitrito (NOZ_), oxido nitrico (NO), oxido

N
nitroso (N.O), ambnia (NH3), amonio (NH4 ) e também incorporado em compostos
organicos nitrogenados (DROZDOWICZ, 1997; CONSUL et al., 2004). A maioria das

plantas obtém o nitrogénio do solo sob a forma de NOs, havendo algumas que o

absorvem sob a forma de ion aménio (NH4+) (MORGANTE, 2003).

As principais fontes de nitrogénio assimilavel para as plantas séo: 1-
o solo, principalmente pela decomposicdo da matéria organica; 2-a fixacdo nao-
biolégica, resultante de descargas elétricas, combustdo e vulcanismo; 3-0s
fertilizantes nitrogenados, derivados de processo industrial; e 4-0 processo de
fixacdo biologica de nitrogénio (FBN). O N presente na matéria organica do solo €
limitado, podendo ser esgotado rapidamente apds alguns cultivos. Os fertilizantes
nitrogenados, entretanto, representam a forma assimilada com maior rapidez pelas
plantas, mas a um custo de produgcdo econdmica e ambientalmente elevados
(HUNGRIA et al., 2007). O processo industrial que transforma o N, em NH3 requer
hidrogénio (derivado do gas de petroleo), catalisador contendo ferro, altas
temperaturas (300 a 600°C) e altas pressfes (200 a 800 atm). Desse modo, o0 gasto

de fontes energéticas ndo renovaveis é estimado em seis barris de petréleo por
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tonelada de NHj3; sintetizada. Um agravante na utilizacdo dos fertilizantes
nitrogenados reside na baixa eficiéncia de sua utilizacdo pelas plantas nos sistemas
de produgéo, raramente ultrapassando 50%. Deve-se considerar, ainda, que 0 uso
indiscriminado de fertilizantes nitrogenados resulta em poluicdo ambiental, pois a
lixiviacdo do N e o escorrimento desse nutriente pela superficie do solo resultam em
acumulo de formas nitrogenadas nas aguas dos rios, lagos e lengois subterraneos,
podendo atingir niveis toxicos a peixes e ao homem (HUNGRIA et al., 2007). Outro
processo bioldgico que pode ocorrer € a desnitrificacdo do nitrato por bactérias
especificas do solo, que resulta na liberagcdo de N,O, um dos gases responsaveis
pelo efeito estufa (VIEIRA, 2004; CARMO et al., 2005).

A fixacdo biologica do N, € um processo realizado por diversas
espécies de bactérias que habitam o solo, denominadas organismos fixadores de
nitrogénio ou diazotroficos, e representa a forma mais importante de fixar o N
atmosférico em amoénia. As bactérias que fixam biologicamente o N, possuem uma
enzima chamada dinitrogenase, que é formada por duas unidades protéicas, a
Ferro-proteina (Fe-proteina) e a Molibdénio-Ferro-proteina (MoFe-proteina), ambas
capazes de transportar elétrons. Durante a reacao de reducdo do Ny, a dinitrogenase
€ auxiliada por uma terceira molécula transportadora de elétrons, a ferridoxina, a
qual, na sua forma reduzida, transfere um elétron para a unidade Fe-proteina que,
entdo, reduzida, doa o elétron recebido para a MoFe-proteina, acumulando elétrons
até que ocorram oito transferéncias, concentrando oito elétrons, os quais sao
necessarios para que a reducdo do N, a NH3 ocorra (MORGANTE, 2003).

Estima-se que o processo de fixagdo bioldgica contribua com 65%
de todas as entradas de N na Terra, enquanto que a producado industrial contribui

com 25% e a fixacdo néo-bioldgica com cerca de 10% (HUNGRIA et al., 2001).

2.2 BACTERIAS SIMBIOTICAS E O PROCESSO DE NODULACAO

A maior parte dos organismos procariotos fixadores de nitrogénio
tem vida livre no solo. Algumas bactérias fixadoras de nitrogénio se associam a
diversas plantas em diferentes graus de especificidade, levando a sua classificacao
como bactérias associativas, endofiticas ou simbidticas (HUNGRIA et al., 2007).
Poucas formam associagdes simbidticas com plantas superiores, nos quais o

procarionte fornece diretamente a planta hospedeira o nitrogénio fixado, em troca de
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outros nutrientes, como acidos organicos e aminoacidos, e carboidratos (TAIZ;
ZEIGER, 2004).

A forma mais comum de associacdo simbibtica ocorre entre as
espécies da familia Leguminosae e bactérias da classe Alphaproteobacteria
pertencentes aos géneros Azorhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium,
Rhizobium e Sinorhizobium, e outros géneros descritos recentemente, incluindo
Methylobacterium, Devosia, Ochrobactrum, Phyllobacterium, Burkholderia e
Cupriavidus, sendo o0s dois dUltimos géneros pertencentes a classe
Betaproteobacteria (HUNGRIA et al., 2007; WILLEMS, 2006). Estes micro-
organismos induzem a formacao de 6rgéos especializados, chamados nédulos, que
sdo estruturas especializadas onde ocorre o processo de fixacdo de nitrogénio.
Esses simbiontes tém grande importancia ambiental e agricola, uma vez que séo
responsaveis pela maior parte da fixacdo de nitrogénio atmosférico na terra
(ZAKHIA; de LAJUDIE, 2001).

A simbiose entre as leguminosas e os rizobios ndo é obrigatoria.
Entretanto, sob condi¢des limitadas de nitrogénio, os simbiontes procuram uns aos
outros, por meio de uma elaborada troca de sinais moleculares (TAIZ; ZEIGER,
2004), resultando na formacdo de um novo 6rgdo na raiz da planta, o nodulo. A
formacdo de ndédulos é um processo complexo, que ocorre em varias etapas,
envolvendo mudancas fisioldgicas e morfoldgicas, tanto na célula hospedeira, como
na bactéria. As mudancas na bactéria visam, principalmente, o recebimento de
fontes de carbono da planta hospedeira, para prover o ATP e poder redutor
necessario para o processo de fixagcdo bioldgica. As mudancgas na planta hospedeira
visam assimilar a aménia produzida pelas bactérias (HUNGRIA et al., 1994).

O processo da nodulagéo radicular inicia-se com a excrecdo, pela
planta hospedeira, de compostos que agem como substancias quimiotaticas e
estimulam a multiplicacdo das bactérias na rizosfera (HUNGRIA, 1994). Geralmente,
estes compostos excretados sdo agucares, aminoacidos e acidos dicarboxilicos, que
além da atracdo, promovem a adesao dos rizébios aos pelos radiculares das
plantas, um processo relativamente estavel e irreversivel, que ocorre em duas
etapas: na primeira etapa, as bactérias aderem a superficie radicular e, em seguida,
outras bactérias se aderem as que estdo presas aos pelos radiculares.
Simultaneamente a essa adesédo, ocorre uma troca de sinais moleculares entre o

microssimbionte e a planta hospedeira, que libera compostos fendlicos, flavondides
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e também betainas, os quais induzem a transcricdo dos genes de nodulacdo (nod,
nol e noe) nas bactérias (HUNGRIA et al., 1997). Na segunda etapa da sinaliza¢céo
molecular, os rizébios sintetizam os fatores de nodulacdo, ou fatores Nod, que sé&o
oligossacarideos lipoquitinicos (LCOs) responsaveis pelas modificacdes radiculares
no pré-estagio de infeccdo, como: formacéao de raizes curtas e grossas, deformacao,
encurvamento e aumento no nimero de pelos radiculares, seguidos por invaginacao
da parede celular e formagao de um cordéo de infecgéo no interior do pelo radicular,
que cresce da extremidade do pelo radicular encurvado em direcdo ao cortex,
conduzindo o rizObio para as células interiores (HUNGRIA et al., 1994).
Simultaneamente a infec¢do ocorrem os processos de divisdo das células do cortex
e formacdo do primordio do nédulo. Os corddes de infeccdo entram nas células
desse primordio, em cujo citoplasma as bactérias sao liberadas envoltas em uma
membrana. Em seguida, os primordios diferenciam-se em noédulos — auténticos
orgaos de especializacdo celular -dentro dos quais as bactérias se diferenciam em
bacterdides, formas capazes de fixar N,. Nos bacterbéides ocorre a sintese das
enzimas relacionadas com a quebra da tripla ligagdo do N, e com a assimilacdo do
nitrogénio fixado, dando inicio ao processo de FBN (HUNGRIA et al., 1994).

2.3 TAXONOMIA E FILOGENIA BACTERIANA

O termo taxonomia é, geralmente, considerado como sinénimo de
sistemética ou biossistematica e ¢é dividido em trés partes: classificacéo,
nomenclatura e identificacdo. Atualmente, a taxonomia microbiana integra diferentes
tipos de dados e informacdes fenotipicas, genotipicas e filogenéticas, sendo
denominada de taxonomia polifasica. A informacao genotipica € derivada de acidos
nucléicos (DNA e RNA) presentes nas células, enquanto que a informacéao fenotipica
é derivada de proteinas e suas fungdes, diferentes marcadores quimiotaxondmicos,
e uma vasta gama de outras caracteristicas expressas (VANDAMME et al., 1996).

Uma espécie bacteriana é hoje definida como um grupo de
estirpes/isolados genomicamente semelhante, que compartilham um elevado grau
de similaridade em varias caracteristicas independentes (ROSSELLO-MORA;
AMANN, 2001). Considera-se também como espécie procaridtica um grupo de
estirpes, incluindo a estirpe padrao, que compartilham 70% ou mais de similaridade

por hibridacdo DNADNA (HDD) e mais de 97% de similaridade na sequéncia do
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gene ribossomal 16S (VANDAMME et al., 1996). Desde a década de 1970, uma
espécie bacteriana tem sido delineada com base nos dados obtidos em
experimentos de hibridagdo DNA-DNA, onde estirpes que compartilham menos de
50% de HDD definitivamente pertencem a espécies diferentes (GEVERS et al.,
2005).

A filogenia, definida como o estudo das relacbes taxonbmicas, é
amplamente utilizada para determinar a relacdo existente entre oS organismos,
indicando seu possivel grupo, suas relacdes com outros grupos e seu lugar nas
familias e reinos. A filogenia pode, também, ajudar a reconhecer ancestrais. Em
bactérias a filogenia é baseada, principalmente, em dados de sequenciamento de
macromoléculas biolégicas. Moléculas mais conservadas ajudam a comparar
organismos relacionados distantemente, enquanto que moléculas que mudam
rapidamente permitem identificar mudancas pequenas e recentes (WANG;
MARTINEZ-ROMERO, 2000).

Zuckerkandl e Pauling (1965) propuseram utilizar moléculas
bioldgicas como documentos historicos evolutivos, fornecendo a base para uma
filogenia molecular. Com o desenvolvimento de metodologias de sequenciamento
molecular, essas idéias iniciais se tornaram aplicaveis. Woese e Fox (1977)
demonstraram que, para determinar as relacées que abrangem todo o espectro de
sistema vivo existente, € necessario a utilizacdo de uma molécula de ampla
distribuicdo entre os seres vivos. Eles propuseram a utilizacdo do RNA ribossomal
(RNAr), mais especificamente da subunidade menor do ribossomo (16S para
procariotos e 18S para eucariotos) como marcador filogenético universal, uma vez
que a sequéncia do RNAr esta presente em todos os organismos, evoluem em uma
taxa relativamente baixa, permitindo a deteccdo de parentesco entre as espécies
muito distantes, e sofrem pouca ou nenhuma transferéncia horizontal (HARRIS et
al., 2003).

Os estudos do grupo de Woese permitiram a construcdo de uma
arvore filogenética universal com base nos genes ribossomais. Nessa arvore, 0s
organismos sdo agrupados nos dominios Bacteria, Archaea e Eucaria (WOESE et
al., 1990). A partir dos estudos realizados por Woese, o0 gene ribossomal 16S
passou a ser amplamente utilizado para fazer construcdes filogenéticas, uma vez
que sua sequéncia nucleotidica apresenta uma estrutura mosaica, onde existem

regides muitos conservadas e outras variaveis, Uteis para estabelecer relacdes
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filogenéticas (LLORET; MARTINEZ-ROMERO, 2005). Devido as mudancas que
ocorrem em suas sequéncias de DNA ao longo da evolugéo, pode ser feita uma
estimativa do tempo de divergéncia entre as linhagens (LLORET; MARTINEZ-
ROMERO, 2005).

Em relacdo ao gene ribossomal 16S, o consenso atual é de que
espécies que apresentam uma similaridade na sequéncia do gene ribossomal
inferior a 97% em relacdo a estirpe-tipo ndo pertencem aquela espécie, o que
permite aos microbiologistas identificarem rapidamente novas espécies procariéticas
(GEVERS et al., 2005). Em alguns casos, os resultados obtidos pela analise do gene
16S RNAr nem sempre estdo de acordo com aqueles observados por HDD.
Considera-se que isolados que compartilham menos de 97% de similaridade no
gene 16S RNAr apresentam um valor de HDD abaixo de 70%, e dessa forma
pertencem a uma espécie diferente; porém foi observado que isolados que possuem
uma semelhanca maior que 97% em relacdo ao gene ribossomal da estirpe-tipo
podem ndo compartilhar o valor de 70% na HDD, o que é critico para incluir um
isolado em uma determinada espécie (GEVERS et al., 2005).

Embora as vantagens da utilizacdo de técnicas de genotipagem
direta sejam claras, a classificacdo das bactérias utilizando apenas a sequéncia do
gene RNAr, uma pratica cada vez mais comum nos laboratérios, é insatisfatéria por
varios motivos. Varios estudos tém demonstrado que os genes ribossomais podem
sofrer transferéncia horizontal e recombinacdo genética, resultando em sequéncias
mosaicos (VAN BERKUM et al., 2003; EARDLY et al., 2005), bem como abrigar mais
de uma cépia do gene 16S RNAr (VAN BERKUM et al., 2003). Outra desvantagem
do gene 16S RNAr no estudo filogenético é que espécies muito relacionadas nem
sempre podem ser distinguidas devido ao alto nivel de sequéncias nucleotidicas
conservadas desse gene. Essas observacdes implicam em que a analise
filogenética bacteriana, com base exclusivamente no gene ribossomal 16S, pode
nem sempre refletir corretamente a filogenia dos procariotos (MARTENS et al.,
2007). Juntamente com a analise do gene 16S RNAr, a técnica de HDD é
necessaria para determinar espécies bacterianas. Todavia, tem sido demonstrado
que essa metodologia tem vérias limitacdes por ser um procedimento dificil,
trabalhoso e demorado, realizado em poucos laboratérios e ndo pode ser utilizado

para uma rapida identificacdo dos procariotos, além de ser inadequado para estimar
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as distancias genéticas entre espécies que sao distantemente relacionadas
(GEVERS et al, 2005; MARTENS et al., 2008).

Atualmente tem sido proposta a utilizagdo de marcadores
filogenéticos alternativos. Esses marcadores sdo genes (no minimo cinco) que
codificam proteinas, com um nivel maior de sequéncias divergentes do que o gene
16S RNAr, todavia suficientemente conservados para manter as relacdes
filogenéticas (STACKEBRANDT et al., 2002). Estes devem ser genes cromossomais
de copia Unica distribuidos universalmente entre os procariotos (MARTENS et al.,
2007), sendo que a analise conjunta de multiplos genes fornece um tampéao contra
os efeitos da recombinacdo génica e da transferéncia horizontal que podem ocorrer
guando um unico gene é analisado (GEVERS et al., 2005). De acordo com Zeigler
(2003), os genes utilizados como marcadores filogenéticos alternativos, além de
serem conservados para 0 grupo em estudo, precisam obedecer alguns critérios,
como: i) estarem distribuidos no genoma com uma distancia minima entre os genes
de 100 kb; ii) estarem presentes no genoma em uma Unica copia; iii) terem extensao
nucleotidica suficiente que permita o sequenciamento; iv) contenham informacdes
suficientes para as analises; e finalmente, v) 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 hibridagdo DNA-DNA.

Com base nessa proposta, foi desenvolvida a metodologia de
Multilocus Sequence Typing (MLST), utilizada para a caracterizacdo genotipica de
procariotos em nivel infra-especifico. Atualmente, o MLST é muito utilizado na
epidemiologia molecular para diferenciagdo de linhagens de uma mesma espécie
(GEVERS et al., 2005) e consiste no sequenciamento e andlise (similaridade alélica)
conjunta (como uma unica sequéncia concatenada) de, no minimo, cinco
(usualmente sete) genes housekeeping (STACKEBRANDT et al., 2002).

A fim de ser utilizada na taxonomia bacteriana com o objetivo de
elucidar as relacdes taxondmicas entre espécies, além de ajudar na definicdo de
espécies, foi desenvolvida a metodologia de Multilocus Sequence Analysis (MLSA),
baseada na técnica de MLST (GEVERS et al., 2005; MARTENS et al., 2007). O
MLSA utiliza genes que estdo presentes em todas as linhagens representativas de
um taxon em estudo (género ou familia), e em Unica cépia. As informacdes obtidas
pela combinacdo de mdultiplos genes podem fornecer uma visdo global e confiavel

das relacdes existentes entre os micro-organismos (MARTENS et al., 2008). Devido



19

ao seu alto poder de resolucdo, a metodologia de MLSA tem permitido a
discriminacdo em nivel de espécie onde, inicialmente, 0s organismos sao
identificados em nivel de género ou familia com base no gene ribossomal 16S e,
posteriormente, identificados em nivel de espécie com base na metodologia de
MLSA (GEVERS et al., 2005). Zeigler (2003) afirmou que um pequeno numero de
genes selecionados cuidadosamente e que preencham o0s requisitos dos
marcadores alternativos podem igualar ou até mesmo serem superiores a precisao
da hibridagdo DNA-DNA. De fato, estes resultados foram confirmados por Martens et
al. (2008) ao comparar os resultados obtidos por MLSA e HDD para espécies do
género Ensifer.

A metodologia de MLSA foi utilizada com sucesso em varios géneros
procarioticos, incluindo Bacillus, Vibrio, Mycobacterium, Ensifer, Rhizobium e
Bradyrhizobium (PRIEST et al., 2004; DEVULDER et al., 2005; THOMPSON et al.,
2005; MARTENS et al., 2007; 2008; MENNA et al., 2009; RIBEIRO et al., 2009), com
os trés ultimos compreendendo espécies que fixam nitrogénio e fazem simbiose com
leguminosas.

Entre os varios genes com funcdes conservadas que estdo sendo
utilizados recentemente para melhorar a filogenia revelada pela analise do gene
ribossomal 16S de espécies de rizébios estao: ginll, ginA, gltA, recA, atpD, dnakK,
rpoB, thrC, gyrB, gap, pnp, rpoB, dnaJ, rpoA (TURNER; YOUNG, 2000; GAUNT et
al., 2001; STEPKOWSKI et al, 2003; HERNANDEZ-LUCA et al., 2004; MARTENS et
al., 2007, 2008; ALEXANDRE et al., 2008; RIBEIRO et al., 2009). As filogenias
construidas com um Unico gene nem sempre estdo de acordo com aguelas
reveladas pela filogenia do gene 16S RNAr, uma vez que genes isolados refletem
parcialmente as similaridades do genoma e também podem sofrer transferéncia
horizontal e recombinacdo génica (GEVERS et al., 2005; MARTENS et al., 2007;
RIVAS et al., 2009).

2.4 TAXONOMIA E FILOGENIA DOS RizOBIOS E O GENERO BRADYRHIZOBIUM

Os rizébios sdo diversos, e, durante os Ultimos anos, sua
classificacdo sofreu grandes mudancas devido aos novos dados filogenéticos e
polifasicos, levando a descricdo de novos taxa (YOUNG; HAUKKA, 1996). Este

ainda é um campo em extensdo, devido ao isolamento de mais rizobios e sua
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caracterizacdo, especialmente nos tropicos e regides mediterraneas onde a
diversidade dessas bactérias é pouco documentada (ZAKHIA; de LAJUDIE, 2001).

Bactérias diazotréficas, responsaveis pelo processo de fixagédo
biologica de nitrogénio, foram primeiramente isoladas em 1888 por Beijerinck, que
as denominou de Bacillus radicicola. Posteriormente, esse nome foi substituido por
Rhizobium, com apenas uma Unica espécie descrita, R. leguminosarum (FRANK,
1889). No inicio do século XX os rizébios foram classificados taxonomicamente com
base no conceito de grupo de inoculagdo cruzada, onde o micro-organismo era
classificado de acordo com a leguminosa a qual nodulava (FRED et al., 1932). Até o
inicio de 1980, todas as bactérias fixadoras de nitrogénio, simbiodticas de
leguminosas, estavam classificadas em um unico género, Rhizobium, incluindo seis
espécies: R. leguminosarum, R. meliloti, R. trifolli, R. phaseoli, R. lupini e R.
japonicum.

A taxonomia baseada no conceito de inoculacdo cruzada falhou
devido as observacdes de que uma Unica leguminosa poderia abrigar diferentes
bactérias simbiéticas. No inicio da década de 1960, os bacteriologistas passaram a
utiizar uma grande variedade de caracteristicas morfologicas, nutricionais,
metabolicas, sorolégicas e genéticas em estudos de taxonomia numérica
(WILLEMS, 2006), e como consequéncia, o género Bradyrhizobium foi descrito
(JORDAN, 1982), incluindo como espécie-tipo B. japonicum. Bradyrhizobium (bradus
(grego) = lento) se diferencia de Rhizobium pelo crescimento mais lento e
alcalinizacdo do meio de cultura contendo manitol como fonte de carbono.

Na década de 80, vérios trabalhos comecaram a demonstrar a
existéncia de grande variabilidade genética e fisioldgica entre as estirpes de B.
japonicum, possibilitando a sua divisdo em dois grupos com caracteristicas
diferentes. Esses estudos levaram Kuykendall et al. (1992) a sugerirem a subdivisao
de Bradyrhizobium em duas espécies: B. japonicum, com as estirpes do grupo |, e B.
elkanii, com as estirpes do grupo Il. Bradyrhizobium também se diferencia de
Rhizobium devido a auséncia do plasmideo simbiotico, contendo genes de
nodulacdo e fixacdo de N, (genes nod e nif), caracteristico de Rhizobium. Em
Bradyrhizobium, os genes simbioticos localizam-se no cromossomo (LLORET;
MARTINEZ-ROMERO, 2005). Baseado nas sequéncias do DNA ribossomal 16S, os

simbiontes de leguminosas foram classificados em seis géneros, Azorhizobium,
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Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Allorhizobium, Rhizobium e Sinorhizobium,
compreendidos na classe Alphaproteobacteria (ZAKHIA; de LAJUDIE, 2001).

Atualmente, apesar da enorme quantidade de isolados disponivel, o
género Bradyrhizobium possui apenas nove espécies descritas, sete delas capazes
de induzir nédulos em vérias leguminosas: B. japonicum (JORDAN, 1982), B. elkanii
(KUYKENDALL et al.,, 1992) e B. liaoningense (XU et al.,, 1995) estabelecem
simbiose com a soja (Glycine max); B. yuanmingense (YAO et al., 2002), que nodula
Lespedeza cuneata; B. canariense (VINUESA et al., 2005), que nodula arbustos das
tribos Genisteae e Loteae; B. pachyrhizi e B. jicamae (RAMIREZ-BAHENA et al.,
2009), nodulam Pachyrhizus erosus; B. iriomotense (ISLAM et al., 2008), isolado do
tumor de Entada koshunensis no Japao e B. betae (RIVAS et al., 2004), isolado do
tumor de Beta vulgaris L. O principal fator que limita a avaliagdo taxondmica e as
inter-relacdes entre espécies deste género € a elevada similaridade nas sequéncias
do gene 16S RNAr, onde muitas estirpes apresentam uma divergéncia de 0,1-2,0%
para o gene em questdo (WILLENS , 2006). Com base no gene 16S RNAr, espécies
de Bradyrhizobium sao agrupadas com Afipia sp., Blastobacter denitrificans e
Rhodopseudomonas. Nesse caso, 0 parentesco filogenético entre Bradyrhizobium
japonicum, Afipia sp., Bl. denitrificans e Rhodopseudomonas palustris € maior do
gue entre B. japonicum e B. elkanii (DUPUY et al., 1994).

O género Azorhizobium atualmente contém apenas duas espécies:
A. caulinodans (DREYFUS et al., 1988) e A. doebereinerae (MOREIRA et al., 2006).
A. caulinodans é capaz de nodular caule e raiz de Sesbania rostrata crescida na
Africa. Esta espécie pode ser diferenciada pela sua habilidade de formar nédulos em
caules e fixar nitrogénio in vitro (ZAKHIA; de LAJUDIE, 2001). A. doebereinerae
nodula a raiz de Sesbania virgata no Brasil.

Bactérias do género Mesorhizobium (JARVIS et al., 1997) nodulam
uma diversidade de leguminosas e sao caracterizadas pelo seu crescimento lento ou
moderadamente lento e rea¢do 4cida a neutra em meio contendo manitol como fonte
de carbono, caracteristicas de todas as 21 espécies descritas nesse género: M. loti,
M. huakuii, M. ciceri, M. tianshanense, M. mediterraneum, M. plurifarium, M.
amorphae, M. chacoense, M. septentrionale, M. temperatum, M. thiogangeticum, M.
albiziae, M. alhagi, M. australicum, M. caraganae, M. gobiense, M. metallidurans, M.
opportunistum, M. robiniae, M. shangrilense e M. tarimense (RIVAS et al., 2009).

Estas espécies formam um grupo na arvore filogenética com base no gene 16S
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RNAr com maior parentesco com as espécies de Rhizobium do que com espécies
dos géneros Azorhizobium e Bradyrhizobium.

Os géneros Allorhizobium (de LAJUDIE et al., 1998b), Rhizobium
(FRED et al., 1932), e Sinorhizobium (CHEN et al., 1988; de LAJUDIE et al., 1994)
estdo agrupados proximos na arvore filogenética com base no 16S RNAr. O género
Sinorhizobium forma um grupo bem definido na arvore filogenética, com um alto
nivel de sequéncias semelhantes entre as 11 espécies descritas para esse género
(RIVAS et al.,, 2009). Os géneros Sinorhizobium e Rhizobium estdo mais
relacionados entre si e menos proximos ao género Mesorhizobium. Analises
filogenéticas dos genes 16S RNAr e recA indicam que o género Ensifer forma um
grupo bem relacionado com Sinorhizobium, o que levou Willems et al. (2003) a
concluirem que estes dois géneros representam um Unico taxon e, portanto,
deveriam ser unidos em um unico género, Ensifer. Porém, a transferéncia dos
membros do género Sinorhizobium para o género Ensifer ndo foi aceita pelo
Subcomité de Taxonomia de Agrobacterium e Rhizobium, pois pode causar
confusdo na comunidade cientifica (LINDSTROM; YOUNG, 2009). Com base nas
analises comparativas do gene 16S DNAr, espécies dentro do género Allorhizobium
e Rhizobium séo relacionadas as bactérias patogénicas de plantas pertencentes ao
género Agrobacterium. A. rhizogenes € intimamente relacionada a R. tropici e
formam um grupo com R. leguminosarum, R. etli, R. gallicum, R. mongolense e R.
hainanense (WANG; MARTINEZ-ROMERO, 2000). Como consequéncia, Young et
al. (2001) propuseram agrupar os trés géneros Agrobacterium, Allorhizobium e
Rhizobium em um dnico género, Rhizobium, que possui, atualmente, 35 espécies
descritas (RIVAS et al., 2009).

A Figura 1 apresenta a filogenia dos rizobios com base no gene
ribossomal 16S e de outras bactérias da classe Alphaproteobacteria.

Como conclusao, tem se que os estudos taxonémicos de rizdbios
estdo em constante progresso, uma vez que mais leguminosas sao estudadas e um
namero maior de técnicas eficazes esta disponivel para caracterizacdo bacteriana.
Estima-se que apenas 23% do total de leguminosas foram caracterizadas com
relacdo aos seus microssimbiontes até agora (ZAKHIA; de LAJUDIE, 2001), e
somente uma fracdo das espécies bacterianas ja foi identificada (HAWKSWORTH,
1991). Estudos sobre a diversidade bacteriana fornecem informacdes sobre o

processo de vida e evolucéo e, pelo uso de informacfes das sequéncias de DNA ou
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RNAr, relaces evolucionarias entre diferentes organismos podem ser estabelecidas

(KENNEDY, 1999).

A biodiversidade de rizébios nos tropicos é alta, mas ainda pouco

estudada e, embora a fixacdo biologica de N, seja um processo chave para a

sustentabilidade dos (agro) ecossistemas, a diversidade genética das bactérias

diazotréficas simbidticas

tem sido pouco investigada (ROMA NETO et al., 2010).

Além disso, o conhecimento da diversidade bacteriana aumenta o entendimento de

interacdes bioldgicas e auxilia na conservagao e restauracao biolégica (KENNEDY,

1999).

Figura 1 — Filogenia de
sequéncia do

rizébios (classe Alphaproteobacteria) com base na
gene ribossomal 16S (Fonte: ZAKHIA; de LAJUDIE, 2001).
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3 OBJETIVO GERAL

Utilizar a metodologia de MLSA (Multilocus Sequence Analysis) para
refinar a posicdo taxondmica e filogenética de 12 estirpes de Bradyrhizobium que
apresentam elevada diversidade genética do gene 16S RNAr em relacdo as outras

espécies desse género.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Construir arvores filogenéticas individuais para cada um dos genes
housekeeping (atpD, ginll, gyrB, recA e rpoB) utilizados no presente estudo e
comparé-las a arvore construida com as sequéncias do gene ribossomal 16S.

- Construir uma arvore filogenética a partir das sequéncias dos
genes housekeeping agrupados a fim de verificar as relacdes filogenéticas entre as
estirpes de Bradyrhizobium bem como identificar possiveis novas espécies.

- Submeter as sequéncias obtidas ao banco de dados do NCBI

(National Center for Biotecnology Information).
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ABSTRACT: Symbiotic association of several genera of bacteria collectively called
as rhizobia and plants belonging to the family Leguminosae (=Fabaceae) results in
the process of biological nitrogen fixation, playing a key role in global N cycling, and
also bringing relevant contributions to the agriculture. Bradyrhizobium is considered
as the ancestral of all nitrogen-fixing rhizobial species, probably originated in the
tropics. The genus encompasses a variety of diverse bacteria, but the diversity
captured in the analysis of the 16S rRNA is often low. In this study, we analyzed
twelve Bradyrhizobium strains selected from previous studies performed by our group
for showing high genetic diversity in relation to the described species. In addition to
the 16S rRNA, five housekeeping genes (recA, atpD, glnll, gyrB and rpoB) were
analyzed in the MLSA (multilocus sequence analysis) approach. Analysis of each
gene and of the concatenated housekeeping genes captured a considerably higher
level of genetic diversity, with indication of putative new species. The results highlight
the high genetic variability associated with Bradyrhizobium microsymbionts of a
variety of legumes. In addition, the MLSA approach has proved to represent a rapid
and reliable method to be employed in phylogenetic and taxonomic studies, speeding
the identification of the still poorly known diversity of nitrogen-fixing rhizobia in the
tropics.
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Introduction

Species of the large family Leguminosae (Fabaceae in the USA)
occupy a broad-range of terrestrial biomes, with several of them being capable of
establishing symbioses with bacteria collectively called rhizobia, starting the process
of fixing atmospheric nitrogen (N,). Diazotrophic bacteria were first isolated from root
nodules and characterized in 1888 by Martinus Willem Beijerinck (2) as Bacillus
radicicola, but then reclassified into the genus Rhizobium, with the taxonomy based
on nodulation with certain host plants, establishing the “cross-inoculation group”
concept (11). Taxonomical classification remained unaltered until the early 1980s,
when numerical taxonomy considering morphological, physiological and genetic
patterns led to the positioning of some strains into a new genus, Bradyrhizobium,
with a unique defined species, B. japonicum (17). Bradyrhizobium includes slow
growers that produce alkaline reaction in culture medium with mannitol as carbon
source, while Rhizobium contains fast growing acid producers (17, 18).

A few years later, high diversity among Bradyrhizobium strains led to
the description of a new species named Bradyrhizobium elkanii (21); however, the
development of several molecular techniques helped to identify high genetic diversity
among Bradyrhizobium strains isolated from a wide range of leguminous plants (e.g.,
13, 26, 27, 43). Nowadays, there are nine defined Bradyrhizobium species (7), but
certainly many more should be described in the next years.

Sequencing of the 16S rRNA has become the method of choice for
tracing bacterial phylogenies (12, 47, 49), but in several genera including
Bradyrhizobium variability in the 16S rRNA is often low and may not reflect the
diversity detected by other morphophysiological and genetic properties (e.g., 13, 26,
40, 43, 48). To detect higher diversity, additional genes to the 16S rRNA may be
analyzed, and initially ribosomal genes as the 23S rRNA and the 16S-23S rRNA
intergenic transcribed spacer (ITS) were chosen, for showing long fragments with a
faster rate of sequence change, thus adding valuable information to the analysis of
the 16S rRNA (e.g., 27, 39, 40, 43, 48). However, proximity of ribosomal genes might
not properly indicate the correct phylogeny in the case of horizontal gene transfer
(41).

The multilocus sequence analysis (MLSA) method has been

increasingly used in phylogeny and taxonomy studies. The method consists of the



35

analysis of several conserved housekeeping genes dispersed in at least 100 kb of
the genome (4, 6, 14, 23). Successful definitions of phylogenetic groups of rhizobia
have also been achieved with the use of the MLSA (27, 29, 34).

Microbial biodiversity in the tropics has been often claimed as a
major global treasure, albeit poorly characterized. Tropical rhizobia represent a key
component for the sustainability of tropical soils, and the few results obtained so far
clearly indicate that diversity is largely underestimated within the Bradyrhizobium
genus (13, 26, 27). Therefore in this study the MLSA approach was applied to
achieve a better phylogenetic resolution of twelve strains showing high genetic
diversity of the 16S rRNA gene in relation to the described Bradyrhizobium species.
The objective is to delineate strategies which may help to more promptly define
diversity of tropical Bradyrhizobium.

Material and Methods

Strains

Twelve Bradyrhizobium strains were used in this study and are listed
in Table 1. The strains were chosen from previous studies from our group (3, 13, 26,
27, 35), based on the high level of genetic diversity observed in comparison to the
described species of Bradyrhizobium. The strains have been isolated from members
of two subfamilies and five tribes of the family Leguminosae, and originated from four
countries located in different continents: Australia, Brazil, Malaysia and Zimbabwe
(Table 1). Preparation of stock cultures, strains growth conditions and maintenance
were performed as described before (26). The strains are deposited at the “Culture
Collection of Diazotrophic and PGPR Bacteria” of Embrapa Soja
(http://www.bmrc.Incc.br). Strains are also deposited at the Brazilian official culture
collection “SEMIA” of rhizobial strains (IBP World Catalogue of Rhizobium Collections
n°443 in the WFCC World Data Center on Microorganisms).

DNA extraction and sequencing analysis of the 16S rRNA

Total genomic DNA was extracted as described by Menna et al. (26).

The DNAs were submitted to the amplification with primers for the 16S rRNA, recA,
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atpD, ginll, gyrB and rpoB, as listed in Table 2. The PCR products were purified with
the PureLink™ PCR Purification Kit (Invitrogen), and the reactions for the sequencing
analysis were performed as described by Menna et al. (26). The sequencing was
performed on a MEGA BACE 1000 (Amersham Biosciences) capillary sequencer, as
described before (26).

Cluster analyses

The 16S rRNA, recA, atpD, ginll, gyrB and rpoB sequences
generated were analyzed with the programs Phred (8, 9), Phrap
(http://www.phrap.org) and Consed (15). The consensus sequences obtained and
confirmed in the 5° and 3" directions were submitted to the GenBank database and
received the accession numbers listed in Table 3. Some genes have been previously
sequenced by our group, but were re-sequenced in this study. The identities were
confirmed in 100%, therefore their original accession numbers were maintained
(Table 3). Sequences for other reference/type strains were retrieved from the
GenBank database and are also listed in Table 3. Caulobacter crescentus strain CB
15 (genome, AE005673), was used as an outgroup.

The MLSA analysis was performed considering only the complete
aligned sequences (size among parenthesis) obtained for the Bradyrhizobium strains
and for the type/reference strains retrieved from GenBank: 16S rDNA (1,347 bp),
recA (293 bp), atpD (395 bp), ginll (442 bp), gyrB (434 bp) and rpoB (672 bp).

All sequences obtained in this study or retrieved from GenBank were
analyzed individually and concatenated using the MEGA (Molecular Evolutionary
Genetics Analysis) software version 4.0 with the default parameters, K2P distance
model (19), and the Neighbor-Joining algorithm (36). Statistical support for tree

nodes was evaluated by bootstrap (10) analyses with 1000 samplings (16).
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Results

Diversity in the 16S rRNA

The phylogenetic tree built with the 16S rRNA sequences split the
Bradyrhizobium strains in two large groups, with final bootstrap supports for each
group of 70 and 94%, respectively (Fig. 1). The first group (G-1) comprised eight
SEMIA strains, all grouped with B. elkanii and also with B. pachyrhizi and B. jicamae.
The second group (G-11) included SEMIAs 6395, 656, 6002 and 6144 showing closer
relation with B. iriomotense, in addition to reference/type strains of B. betae, B.
canariense, B. yuanmingense, B. liaoningense and B. japonicum. Fig. 1 also
highlights that grouping of the SEMIA strains was not clearly evidenced from the
analysis of the 16S rRNA.

Diversity in the atpD, glnll, gyrB, recA and rpoB genes

The additional housekeeping genes selected to refine the phylogeny
analysis in this study are highly conserved among bacteria of the order Rhizobiales,
are dispersed in the genome of B. japonicum strain USDA 110 and encode important
proteins. For each housekeeping gene, phylogenetic trees were constructed and
resulted in distinct groups (Fig. 2).

When compared to 16S rRNA, higher variability was detected in the
analysis of the recA gene, and strains also fit into two groups (Fig. 2A). All four
strains previously positioned in G-Il of the 16S rRNA were closer to B. iriomotense,
but with the appearance of at least one subgroup including SEMIA 6002 and SEMIA
6144 strains. This first group of strains had a high bootstrap support, of 99%.
Subgroups were even more evident with the strains previously positioned in G-I of
the 16S rRNA, with the delineation of four subgroups based on the recA gene: one
including strains SEMIAs 6160, 662 and B. pachyrhizi, the second with SEMIA 696
and B. elkanii and two new subgroups including exclusively SEMIA strains, one with
SEMIAs 6148 and 6154 and the other with SEMIAs 6028, 6053 and 6145. These
subgroups had bootstrap supports ranging from 81 to 99% (Fig. 2A).

Greater variability was also observed with atpD gene (Fig. 2B), when

compared to the 16S rRNA. The tree built with the atpD gene resulted in the
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definition of three main groups (G-I, G-Il and G-Ill), with a final bootstrap support of
81%. Although the DNA of strain SEMIA 696 was successfully amplified with the
atpD primers, sequencing was very poor, therefore the strain was not included in the
analysis. In G-I, strains were split in two subgroups, the first clustering four strains
with higher resemblance with B. elkanii, and the second with three strains grouping
with B. pachyrhizi (Fig. 2B). The other four SEMIA strains from this study were
positioned in G-lll of the atpD tree, with SEMIA 6395 showing higher similarity with B.
betae, while the other strains were grouped with B. liaoningense (Fig. 2B).

The tree built with gInll gene also resulted in two groups. In G-I four
SEMIA strains were clustered with B. pachyrhizi, SEMIA 696 was clustered with B.
elkanii, followed by the inclusion of SEMIA 662 and B. jicamae (Fig. 2C). In G-Il of
the ginll, it is worth mentioning the clustering of strains SEMIAs 6002 and 6144 with
a bootstrap support of 97% (Fig. 2C), also confirmed with high support in the
previous trees of recA (Fig. 2A) and atpD (Fig. 2B), but not well defined in the 16S
rRNA (Fig. 1). It is also interesting to comment that B. pachyrhizi and B. elkanii were
positioned in the same group in the analysis of the 16S rRNA, recA, atpD and ginll
(Fig. 1 and Figs. 2A to 2C). On the other hand, definition of the other Bradyrhizobium
species considered in this study was not completely clear when considering both
housekeeping (Figs. 2A to 2C) and the 16S rRNA (Fig. 1).

Unfortunately in the analysis of gyrB and rpoB the sequences of B.
pachyrhizi, B. jicamae and/or B. iriomotense were not available at the GenBank. In
general clustering of strains positioned in G-l of the 16S rRNA (Fig. 1) was not
improved in the analysis of gyrB (Fig. 2D) and rpoB (Fig. 2E). In both trees clustering
of strains in one of the two great groups was similar to the clustering with the 16S
rRNA.

From the analysis of the 16S rRNA (Fig. 1) and of five housekeeping
genes (Fig. 2), the division of Bradyrhizobium in two main groups was clear, with the
appearance of a third group not completely well defined only in the tree built with the
atpD gene. Each SEMIA strain used in our study was always positioned in the same

great group in all six trees.
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Concatenated analysis of recA, atpD, ginll, gyrB and rpoB

All five sequences of the housekeeping genes were concatenated to
gain a better understanding of the strains; SEMIA 696 was not included in this
analysis. A concatenated sequence with 2,236 bp was obtained and 2,313 sites were
analysed, resulting in 1,797 conserved, 439 variable and 294 parsimony-informative
sites (Table 4).

The tree built with the concatenated genes resulted in two great
groups, with a bootstrap support of 100% (Fig. 3). G-l assembled SEMIAs 656, 6395,
6002 and 6144 together with type/reference strains of B. yuanmingense, B.
liaoningense, B. japonicum, B. betae and B. canariense. Within G-I, subclusters that
were not well defined in the 16S rRNA (Fig. 1) tree were now shown (Fig. 3),
including the pairs of strains SEMIAs 656-6395 and SEMIAs 60026144, with
bootstrap supports of 93 and 100%, respectively. The concatenated tree has also
allowed the detection of higher diversity of the strains occupying G-Il. Emphasis
should also be given to strains SEMIAs 6028, 6160, 6053 and 6145, which deserve
further studies, as they may represent new species. Finally, it is important to mention
that in all trees Bradyrhizobium was clearly apart from the other rhizobial genera.

Another important observation is that clustering of strains by means
of both 16S rRNA and housekeeping genes showed no relation with the host plant.
Strains clustered in G-I of the MLSA were isolated from subfamilies Papilionoideae
(SEMIAs 656, 6002 and 6144) and Mimosoideae (SEMIA 6395), and G-Il also
included strains from both subfamilies. Another example refers to isolates from
Vigna, clustered in both G-I (SEMIA 6002) and G-Il (SEMIA 662). As a final example,
isolates from tribe Ingeae were also clustered in both G-I (SEMIA 6395) and G-I
(SEMIA 6160) of the MLSA (Fig. 3).

Discussion

Bradyrhizobium is an intriguing genus of bacteria encompassing a
number of interesting features. First, the genus has been considered as the ancestor
of all rhizobia (22, 30, 33, 46), and it has been isolated from a variety of legumes
distributed worldwide. However, most reports on diversity and genetics of

diazotrophic symbiotic bacteria have been performed with fast-growing rhizobia, thus
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studies with Bradyrhizobium may reveal new insights into the evolution of rhizobia.
The second important feature is that Bradyrhizobium has probably originated in the
tropical region (22, 30), and indeed bradyrhizobia seem to represent the majority of
the isolates from leguminous trees in Brazilian tropical forests (28). As it has been
pointed out since the pioneer studies of ribosomal genes, apparently there are many
more varieties of rhizobia in tropical and subtropical than in temperate regions (31,
43); therefore, studies on the genetic diversity of Bradyrhizobium may expose a high
level of genetic diversity. Finally, the third important feature relies on the reports that
the highest rates of nitrogen fixation reported so far have always been related to
bacteria belonging to the genus Bradyrhizobium, and excellent examples comprise
the symbioses with cowpea (Vigna spp.) and soybean (Glycine max). Indeed, the
SEMIA strains used in our study are highly effective in fixing nitrogen with their host
plants.

Previous studies from our group employing analyses of the 16S
rRNA, 23S rRNA, ITS and housekeeping genes have indicated an unexpected
genetic diversity of Bradyrhizobium (13, 26, 27). In our study the use of five
housekeeping genes in the MLSA approach highlighted a far higher diversity in
comparison to the single analysis with the 16S rRNA, clearly indicating putative new
species.

DNA-DNA hybridization is still required to define new species (12),
but arguments against its obligatory use have been raised, including: high cost and
intensive work (5, 42), existence of more accurate approaches (20), doubts about its
adequacy (1). MLSA has then been proposed as a more accessible tool for
assessing phylogeny and taxonomy of prokaryotes (4, 6, 14, 23). Also in this context,
the use of at least four housekeeping genes for the phylogenetic analysis and
taxonomic classification of bradyrhizobia has been proposed (27, 32, 37, 38, 45) and
confirmed as a successful approach in our study.

It is also interesting to comment that host specificity was not related
to genetic clustering, confirming previous reports from our group (3, 13, 26, 27, 35),
and indicating that other genes must be searched aiming at getting a better
understanding of the evolution of the symbioses, probably nodulation and nitrogen
fixation genes.

Nitrogen is often the most limiting nutrient for plant growth worldwide

and the situation is especially critical in the tropics, where the majority of the soils are
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depleted of nutrients and N-fertilizers are very expensive. In such scenario biological
nitrogen fixation plays a key role. The results from our study highlight the high
genetic variability associated with Bradyrhizobium microsymbionts of a variety of
legumes. Our results confirm that the MLSA approach can represent an important,
effective, fast and low-cost strategy to reveal the still poorly known diversity of
Bradyrhizobium and certainly other nitrogen-fixing rhizobial species (24, 27, 34, 38,
44). In our study MLSA clearly contributed to a better phylogeny definition, as well as

to the identification of new subgroups indicative of new species.
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Figure 1 — Phylogenetic relationships of Bradyrhizobium strains from this study and
of reference/type rhizobial strains based on the 16S rRNA. Phylogeny
was inferred using the Neighbor-Joining method. The percentage of
replicate trees in which the associated taxa clustered together in the
bootstrap test (1000 replicates) are shown next to the branches. The tree
is drawn to scale, with branch lengths in the same units as those of the
evolutionary distances used to infer the phylogenetic tree. All positions
containing gaps and missing data were eliminated from the dataset
(Complete deletion option). Phylogenetic analyses were conducted in

MEGA4.
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Figure 2 — Phylogenetic relationships of Bradyrhizobium strains from this study and of reference/type rhizobial strains based on the

(a) recA, (b) atpD, (c) ginll, (d) gyrB and (e) rpoB genes. Method and parameters of analysis were as described for

Figure 1
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Figure 3 — Evolutionary tree inferred using the Neighbor-Joining method for 22
strains based on concatenated genes (recA, atpD, ginll, gyrB, rpoB). The
percentage of replicate trees in which the associated strains clustered
together in the bootstrap test (1000 replicates) are shown next to the
branches. The tree is drawn to scale, with branch lengths in the same
units as those of the evolutionary distances used to infer the phylogenetic
tree. Codon positions included were 1st+2nd+3rd+Noncoding. All
positions containing gaps and missing data were eliminated from the
dataset (Complete deletion option). Phylogenetic analyses were
conducted in MEGAA4.
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Table 1 — Information about the Bradyrhizobium strains from the Embrapa Soybean
culture collection used in this study

SEMIA Other designations” Origin of the  Country of Host species” Subfamily” Tribe” Previous
number strain origin studies*
656 SEMIA original. CNPSo FEPAGRO Brazil Neonotonia wightii (Wight Papilionoideae Phaseoleae a.b.d
088 & Arn ) Lackey
662 CB 188, CNPSo 990 CSIRO Australia Viena unguiculata Papilionoideae Phaseoleae ab.d
Walp
696 CB 627, CNPSo 993 CSIRO Australia Desmodium uncinatum Papilionoideae Demodieae ab.de
(Jaeq.) DC
6002 CB 756, TAL 300, RCR CSIRO Zimbabwe Vigna unguiculata Papilionoideae Phaseoleae ab.d
3824, CNPSo 1092 Walp
6028 TAL 569, SPRL 472, NIFTAL Zimbabwe Desmodium uncinatum Papilionoideae Demodieae a.b.d
MAR 472, CNPSo 1094 (Jacg.)DC
6053 TAL 827, UMKL 28, NIFTAL Malaysia Clitoria rernatea L. Papilionoideae Phaseoleae ab.de
CNPSo 1095
6144 SMS 400, USDA 3187, IAC Zimbabwe Arachis hypogaea L. Papilionoideae  Aeschynomeneae a. b.d
MAR 11, CNPSeo 1109
6145 BR 2001, CNPSo 1110 Embrapa Brazil Crotalaria juncea L. Papilionoideae Crotalarieae ab.d
Agrobiologia
6148 SMS 303, CNPSo 1112 IAC Brazil Neonotonia wightii (Wight Papilionoideae Phaseoleae a.b.d
& Armn ) Lackey
6154 BR 446, CNPSo 1117 Embrapa Brazil Stylosanthes spp. Papilionoideae Aeschynomeneae a.c.e
Agrobiologia
6160 BR 5610, CNPSo 1123 Embrapa Brazil Albizia lebbeck (L.) Benth  Mimosoideae Ingeae ab.d
Agrobiologia
6395 BR 4301, CNPSo 1161  Embrapa Brazil Calliandra houstoniana Mimosocideae Ingeae [
Agrobiologia (Mill.) Standl.

a Culture collections: BR (Brazil, Embrapa Agrobiologia, Seropédica, Brazil); CB (Commonwealth
Scientific and Industrial a Research Organization — CSIRO, Canberra, Australia); CNPSo (Centro
Nacional de Pesquisa de Soja, Brazil); MAR (Marondera, Grasslands Rhizobium Collection, Soil
Productivity Research Laboratory, Marondera, Zimbabwe; also called SPRL); SEMIA (Sec¢do de
Microbiologia Agricola, FEPAGRO, Porto Alegre, Brazil); SMS (Secéo de Microbiologia do Solo, IAC,
Campinas, Brazil); TAL (NifTAL, Nitrogen Fixation by Tropical Agricultural Legumes Project, University
of Hawaii, Paia, USA); USDA (United States Department of Agriculture, Beltsville, USA)
b Taxonomy based on ILDIS (www.ildis.org)
¢ Previous studies with the strains: (a) Germano et al. (2006); (b) Menna et al. (2006); (c) Binde et al.
(2009); (d) Menna et al. (2009); (e) Roma Neto et al. (2010)



Table 2 — Primers and DNA amplification conditions used in this study

Primer Sequence (5°-37)° Target gene PCR cycling Reference
(position) T
TSrecAf CAACTGCMYTGC  recd (8-32) 2 min 95°C, 35 X (455 Stepkowski
GTATCGTCGAAG 95°C, 30s 538°C, 1.5 efal (2005)
G min 72°C and 7 min
TSrecAr CGGATCTGGTITG  recd (620-594) 72°C.
ATGAAGATCACC
ATG
TSatpDf TCTGGTCCGYGG  afpD (189-208) 2 min 95°C, 35 X (455 Stepkowski
CCAGGAAG 95°C, 30s 58°C, 1.5 efal (2005)
TSatpDr CGACACTTCCGA  apD (804-734) min 72°C and 7 min
RCCSGCCTG 72°C.
TSginllf AAGCTCGAGTAC  glnll(13-38) 2 min 95°C, 35 X (455 Stepkowski
ATCTGGCTCGAC 95°C, 30s 58°C, 1.5 eral (2005)
GG min 72°C and 7 min
TSginllr SGAGCCGTTCCA  ginlI(681-660) T2°C.
GTCGGIGICG
gviB343F TTCGACCAGAAY g7E (343-364) 5 min 95°C, 3X (2 Martens ef al
TCCTAYAAGG min 94°C, 2 pun (2008)
gnB1043R  AGCTTGTCCTTIS @B (1061-1043)  58°C. 1 min 72°C) 28
GICTGCG X (308 94°C, 1 min
58°C, 1 min 72°C and
5 min 72°C.
rpoBE3F CCTSATCGAGGT  rpoB (83-103) 5 min 95°C, 3X (2 Martens ef al
TCACAGAAGGC min 94°C, 2 min (2008)
rpeBl1061E. AGCGIGTTGCGG  rpoB (1081-1061)  538°C. 1 mun 72°C) 30
ATATAGGCG X (305 94°C, 1 min
58°C, 1 muin 72°C and
5 min 72°C.
D1 AGAGTITGATCC 165 rRINA(9-20) 2min 95°C, 30 X (155 Weisburg ef
TGGCTCAG 04°C, 455 93°C. 455 al (1991)
D1 CTTAAGGAGGTG 165 rENA (1474- 55°C. 2 mun 72°C and
ATCCAGCC 1494) 5 min 72°C.

50

a Mixtures of bases used at certain positions are given as: K, TorG; S,GorC;Y,CorT,; R, AorG;

M,AorC

T Position of the primer in the corresponding sequence of Bradyrhizobium japonicum USDA 110



51

Table 3 — GenBank/EMBL/DDBJ accession numbers for the sequences of the
Bradyrhizobium strains used in this study and of the reference/type strains

Strain 165 rENA recd apD ginil garB rpoB
Bradyrhizobium strains
SEMIA 656 AY004732° FI301146° FI300046° FJ391026° HQ634882° HQ634001°
SEMIA 662 AY004734° HQG634804* HQ634871°  HQG34877° HQG634883® HQ634002*
SEMIA 696 AY004736 HQG634895* GQ160506° HQG634884° HQ634903*
SEMIA 6002 AY004743° HQG634896° HQ634872°  HQG34878* HQG634885° HQ634904*
SEMIA 6028 AY004744 FI391159° FI300059° FI391038° HQG634886° HQ634005°
SEMIA 6053 AY004745" FI301160° FI300060° FI301040° HQG634887° HQ634006°
SEMIA 6144 AY004750° HQG634807° HQ634873°  HQG634870° HQG634888° HQ634007°
SEMIA 6145 AY004751° HQG634808° HQ634874°  HQG634880° HQG634880° HQ634008°
SEMIA 6148 AY004753° FI391168° FI300068° FJ301048° HQ634890° HQ634900°
SEMIA 6154 FI025100° HQ634890° HQ634875°  GQ160500° HQ634891° HQ634910°
SEMIA 6160 AY004762° FI301171° FI300071° FI391051° HQ6348022 HQ634911%
SEMIA 6305 FI025101° HQ634900° HQ634876°  HQ634881° HQ634803° HQ634012°
i Reference/type strains i i
B. berae LMG 21987" AY372184° AB353734°  FM253120°  AB353733 FM253217° FM253260°
B. jicamae PAC 687 AY624134° HM047133" Fl428211¢ FI1428204° na. na.
B. pachyrhizi PAC 487 AY624135° HMO047130°  FI428208° FI1428201% na. na
B. canariense LMG 222657 AT358025% FM253177° AY386730°  AY386765 FM253220¢ FM253263¢
B. yuanmingense LMG 218277 AF103818° AM168343° AY386760°  AY386780° FM253226° FM253260°
B. liaoningense LMG 182307 AF208513° AY3501564° AY386752F AY386775° FM253223° FM253266°
B. elkanii USDA 76T U35000° AY3501568° AY386758°  AY3500117° AM418800° AM295348°
B._ japonicum USDA 6" X66024° AMIS2158°  AMI68320°  AF160582f AM418801°  AM205340¢
B. iriomotense EK05T AB300092F AB300996° AB300094°  AB300095° AB300997° na
Rhizobium tropici CIAT 8997 EU488752¢ EU488815° AM41878¢F  EU488701¢ AM418836° AM205354°
Rhizobium etli CFN 427 EU488751° EU488824°  *NC_007761° EU488776° *NC_007761° *NC_007761°
Rhizobium rhizogenes ATCC 113257 AY045055° AMIS2126°  AM418786°  FJS16281° AM418833° AM?2095353"
Mesorhizobium loti LMG 61257 X67229° AM182156° AMOo46552°  AF169581° EU273810°  *BA000012.4%
Mesorhizobium huakuii USDA 4779 D13431° AT204370°F AJ204304° AF169588° AMO76344° FI303283°

a From the study by Menna et al. (2006); b From the study by Binde et al. (2009); ¢ From the study by
Menna et al. (2009); d From the study by Roma Neto et al. (2010); e From this study; f From the
GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov); * Genome.

n.a. not available

Table 4 — Sequence information obtained in this study

Twelve strains were analysed, together with six, seven or nine type and reference

strains, as described in Methods.

Locus Strains analysed Nucleotides (%) Frequency T/C/A/G (%)
(m)
Conserved Variable Parsimony- Total*
informative
165 rRNA 21 1,266 (91.5) 86 (6.2) 52 (3.7) 1,347/1.383 20.4/24.0/24.7/30.9
apD 20 318 (77.6) 77 (18.8) 57 (13.9) 395/410 15.7/33.3/19.6/31.3
glnll 21 334(72.8) 108 (23.5) 77 (16.8) 442/450 16.2/32.7/19.9/31.2
gyrB 19 348 (77.2) 86(19.1) 54 (12) 434/451 21.7/29.8/164/32.0
recd 21 217 (72.6) 76 (25.4) 52(174) 203/299 15.8/32.3/17.3/34.7
rpoB 18 546 (78.9) 126 (18.2) 75 (10.8) 672/692 17.1/32.6/20.0/30.3
Concatenated genes 17 1,797 (77.7) 439 (19) 204 (12.7) 223612313 17.4/32.2/18.9/31.6

* Mean number of nucleotides amplified/number of sites analysed, including gaps.
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6 CONCLUSOES

- A analise dos genes housekeeping (atpD, ginll, gyrB, recA e rpoB)
revelou uma elevada diversidade genética em estirpes de Bradyrhizobium, néo
observada pela anédlise do gene 16S RNAr.

- A analise das sequéncias dos genes concatenados (MLSA)
permitiu identificar possiveis novas espécies de Bradyrhizobium.

- A técnica de MLSA representa uma estratégia rapida e eficaz para
0 estudo taxondémico e filogenético de Bradyrhizobium e certamente de outros

rizobios fixadores de nitrogénio.
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