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RESUMO 
 
 
O Brasil é o maior produtor e consumidor mundial de feijão (Phaseolus vulgaris L.). O 
rendimento médio nacional é bastante baixo, devido, principalmente, ao baixo nível de 
tecnologia empregado na cultura, ao cultivo em solos de baixa fertilidade, especialmente 
pobres em N. Conseqüentemente, o suprimento adequado de N pela simbiose com bactérias 
diazotróficas, representa uma alternativa para aumentar os rendimentos nacionais a um baixo 
custo, contudo, problemas relacionados à nodulação e fixação do N2 com as estirpes nativas 
dos solos são relatados com freqüência. Neste trabalho foram conduzidos dois estudos, sendo 
que no primeiro foi realizada à caracterização de diversidade genética, pela avaliação de 
genes simbióticos e não simbióticos, de estirpes de Rhizobium tropici, com alta capacidade de 
fixação do N2 em condições tropicais e isoladas de quatro regiões brasileiras. A técnica de 
PCR-RFLP dos genes ribossomais 16S e 23S e a análise do seqüenciamento do gene 16S 
rRNA permitiram a identificação de dois grupos, um relacionado às estirpes de R. tropici tipo 
A e outro às de R. tropici tipo B. A diversidade dos genes ribossomais foi elevada, indicando 
que as estirpes do tipo A podem representar uma nova espécie. Além disso, foi constatada 
diversidade genética intraespecífica elevada, pela análise por rep-PCR com os —primers“ 
BOX, ERIC e REP. Contudo, na análise de PCR-RFLP dos genes simbióticos, nifH e nodC, 
todas as estirpes de R. tropici apresentaram uma única combinação de perfis, o que pode 
refletir uma estratégia evolucionária dessas estirpes para a maximização da fixação de N2. No 
segundo estudo foi realizado o seqüenciamento e a bioprospecção parcial de genes da estirpe 
PRF 81 (=SEMIA 4080) de R. tropici, altamente eficiente no processo de fixação do N2 e 
recomendada para o uso de inoculantes comerciais no Brasil. O genoma dessa estirpe foi 
estimado em 7,85 Mb, pela técnica de eletroforese em campo pulsado (PFGE). Foram obtidas 
2192 CDSs, sendo classificadas como válidas (1255), hipotéticas conservadas (668) ou 
hipotéticas (269). A estratégia de panorama genômico, para a obtenção de genoma parcial, 
mostrou-se viável e eficiente, uma vez que foram identificados genes putativos na maioria das 
classes funcionais dos bancos de dados KEGG e COG. Foram identificados genes do 
metabolismo de aminoácidos, carboidratos e lipídeos, bem como relacionados à 
biodegradação, quimiotaxia e, provavelmente, a mecanismos de infecção, com ênfase em 
genes relacionados aos sistemas de secreção dos tipos II e III. Além disso, foram identificados 
genes relacionados à capacidade competitiva, saprofítica e ao processo de fixação biológica 
do N2 . A estratégia de panorama genômico utilizada na estirpe PRF 81 indicou um mosaico 
de similaridade com diversos outros rizóbios. Além disso, foram identificados alguns genes 
promissores para manipulações futuras visando obter incrementos no processo de fixação 
biológica do N2, não só com o feijoeiro, como em outras leguminosas. 
 
 
Palavras-chave: Feijão. Nitrogênio - fixação. Rizóbio. Genética vegetal. 
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ABSTRACT 
 
 
Brazil is the largest worldwide bean (Phaseolus vulgaris L.) producer and consumer. The 
average domestic yield is quite low, mainly due to the low level of technology employed in 
the crop, and to cultivation in low fertility soils, especially those that are poor in N. 
Consequently, an adequate supply of N provided by symbiosis with diazotrophic bacteria 
represents an alternative to increase domestic yield at low cost; however, problems related to 
nodulation and N2 fixation with native strains in the soils are frequently reported. In this work, 
two studies were conducted: the first we performed a genetic diversity characterization, by 
evaluating symbiotic and non-symbiotic genes from Rhizobium tropici strains with high N2 
fixation capacity under tropical conditions, isolated from four Brazilian regions. The PCR- 
RFLP analysis for ribosomal genes 16S and 23S, and the sequencing analysis for gene 16S 
rRNA allowed two groups to be identified, one related to R. tropici type A and another to type 
B R. tropici strains. A high diversity of ribosomal genes was obtained, indicating that type A 
strains may represent a new species. In addition, high intraspecific genetic diversity was 
verified via rep-PCR analysis using BOX, ERIC, and REP primers. However, in the PCR- 
RFLP analysis for the symbiotic genes nifH and nodC, all R. tropici strains presented only 
one combination of profiles, which might reflect an evolutionary strategy of these strains to 
maximize N2 fixation. In the second study, consisted in the sequencing and partial 
bioprospecting of genes of the R. tropici PRF 81 strain (=SEMIA 4080), highly effective in 
the N2 fixation process and recommended to be used with commercial inoculants in Brazil. 
The genome of this strain was estimated at 7.85 Mb by the pulsed field gel electrophoresis 
technique (PFGE). We obtained 2192 CDSs, classified as valid (1255), conserved 
hypothetical (668), or hypothetical (269). The draft genome strategy to obtain partial genomic 
sequences proved viable and effective, since putative genes were identified in most functional 
classes of the KEGG and COG databases. Genes for the metabolism of amino acids, 
carbohydrates, and lipids were identified, as well as genes related to biodegradation, 
chemotaxis and, probably, infection mechanisms, with emphasis on genes related to type II 
and type III secretion systems. In addition were identified genes related to competitive and 
saprophytic capacity and to the N2 biological fixation process. The draft genome strategy used 
for strain PRF 81 indicated a mosaic of similarity with several other rhizobia. In addition, 
some promising genes were identified for future manipulations aimed at obtaining increases 
in the N2 biological fixation process, not only in bean plants, but in other legume. 
 
 
Keywords: Phaseolus vulgaris. Rizobium. Plant genetics. 
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REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 

1 A CULTURA DO FEIJOEIRO (Phaseolus vulgaris L.) 

 

 

O feijão (Phaseolus vulgaris) é a leguminosa em grão de consumo humano 

mais importante em escala mundial, especialmente em países subdesenvolvidos ou em 

desenvolvimento, sendo considerada a "carne da população de baixa renda". Essa leguminosa 

participa da alimentação de cerca de 500 milhões de pessoas na América Latina e na Êfrica e 

estima-se que, para cerca de 100 milhões de consumidores pobres, cuja dieta é baseada em 

amido, essa leguminosa representa a única fonte protéica. É considerado, por alguns 

nutricionistas, um alimento perfeito, pois apresenta, aproximadamente, o dobro do teor 

protéico da maioria dos cereais, é rico em fibras, carboidratos, além de ser uma importante 

fonte de vitaminas hidrossolúveis, como a tiamina, a riboflavina, a niacina e a folacina 

(COSTA; VIEIRA, 2000). 

Há um consenso entre os estudiosos de que o feijoeiro é originário das 

Américas e apresenta centros de diversificação genética distintos. Análises baseadas em 

diversos critérios, como características morfológicas, padrões eletroforéticos de faseolina, 

isoenzimas e RFLP, sugerem a existência de três centros primários de diversidade genética: o 

centro Mesoamericano (México, América Central e Colômbia), o sul dos Andes, que abrange 

desde Peru até as províncias do noroeste da Argentina (GEPTS; BLISS, 1988; GEPTS 1990; 

BEEBE et al., 2001) e o norte dos Andes, que abrange desde a Colômbia, Venezuela, Equador 

e norte do Peru (KAMI et al., 1995; AGUILAR et al., 2004). Além desses centros americanos 

primários, podem ser identificados vários outros centros secundários em algumas regiões da 

Europa, Êsia e Êfrica, onde foram introduzidos genótipos americanos. Atualmente, sua 

distribuição é cosmopolita, sendo encontrados representantes em todos os continentes (Figura 

1). O gênero Phaseolus compreende, aproximadamente, 55 espécies, das quais apenas cinco 

são cultivadas: o feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris); o feijão de lima (P. lunatus); o feijão 

Ayocote (P. coccineus); o feijão tepari (P. acutifolius);e o yearlong (P. polyanthus) 

(BROUGHTON et al., 2003). 
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Figura 1 – Distribução mundial do cultivo de P. vulgaris. As zonas de origem aparecem coloridas de 

vermelho e as áreas introduzidas de verde.  
Fonte: Morón, (2004) 

 

 

Os feijões estão entre os alimentos mais antigos da humanidade. Eram 

cultivados no antigo Egito e na Grécia, sendo também, cultuados como símbolo da vida. Os 

antigos romanos usavam extensivamente feijões nas suas festas gastronômicas, utilizando-os 

até mesmo como pagamento de apostas. Foram encontradas referências aos feijões na Idade 

do Bronze, na Suíça, e entre os hebraicos, cerca de 1.000 a.C. As ruínas da antiga Tróia 

revelam evidências de que os feijões eram o prato favorito dos robustos guerreiros troianos. A 

maioria dos historiadores atribui a disseminação dos feijões no mundo em decorrência das 

guerras, uma vez que esse alimento fazia parte essencial da dieta dos guerreiros em marcha. 

Os grandes exploradores ajudaram a difundir o uso e o cultivo de feijão para as mais remotas 

regiões do planeta (EMBRAPA, 2005). 

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) é a espécie mais cultivada entre 

as demais do gênero Phaseolus. Considerando todos os gêneros e espécies de feijão 

englobadas nas estatísticas da FAO (Food and Agriculture Organization of the United 

Nations), publicadas em 2005, a produção mundial de feijão situou-se em torno de 18,7 

milhões de toneladas, ocupando uma área de 26,9 milhões de hectares. Os países em 

desenvolvimento respondem por 89,2% da produção mundial e, entre os continentes, a Êsia é 

o maior produtor mundial, com 45,7%, seguida das Américas (36,7%), Êfrica (13,9%), 

Europa (3,4%) e Oceania (0,2%). Cerca de 66% da produção mundial foi oriunda de apenas 

sete países, tendo o Brasil como o maior produtor mundial dessa leguminosa. Na última 

década, a Europa diminuiu o consumo de feijão em cerca de 7%, enquanto neste mesmo 

período, os Estados Unidos aumentaram seu consumo na alimentação em 8 % (FAO, 2006). 

Este incremento pode ser devido a várias causas, dentre elas, a inclusão dessa leguminosa 
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como parte da oferta de pratos facilmente acessíveis em vias públicas e restaurantes de 

comida rápida e o surgimento de numerosas campanhas publicitárias, nas quais se recomenda 

incorporar a dieta proteínas de origem vegetal. 

O Brasil é, hoje, o maior produtor e consumidor mundial de feijão comum 

(Phaseolus vulgaris), com a safra 2006 estimada em 3,4 milhões de toneladas, o que equivale 

a cerca de 16% da produção mundial de feijão. A área plantada cresceu 6,4%, e ocupa cerca 

de 4,2 milhões de hectares. A produtividade superou à da safra anterior em 6,5%, atingindo 

assim, o rendimento de 872 kg/ha-1. (CONAB, 2006). 

O consumo per capita de feijão,  na década de 70, era de  18,5 kg-1 hab-1 

ano-1, já em 2005 baixou para 14 kg-1 hab-1 ano-1 (EMBRAPA, 2005). Essa queda está 

intimamente associada a mudanças nos hábitos alimentares da população e as novas 

alternativas de alimentação mais rápida, como —fast food“ muito apreciada, principalmente, 

pelos jovens de todo o mundo. 

No Brasil, os grãos dessa leguminosa são largamente consumidos, 

representando de 20% a 28% das proteínas ingeridas pela população e o teor de proteína das 

sementes varia de 20 a 33%, sendo ainda, um alimento energético contendo cerca de 

340cal/100g (EMBRAPA, 2005). 

A importância social e econômica da cultura do feijoeiro para o Brasil 

(Phaseolus vulgaris L.) é evidenciada, principalmente, pelo contingente de pequenos 

produtores, que praticam agricultura familiar de baixa utilização de insumos. A produtividade 

do feijoeiro varia de menos de 500 kg ha-1, considerada muito baixa, para mais de 5.000 kg 

ha-1 em condições experimentais (EMBRAPA, 2005; FAO, 2006) e, pela inoculação com 

estirpes eficientes, estão sendo relatados rendimentos de até 4.000 kg ha-1 (HUNGRIA et al., 

2000, 2003). Desse modo, é relevante o potencial de utilização do processo de FBN para 

incrementar o rendimento médio nacional dessa leguminosa. 

O baixo nível de tecnologia e o cultivo em solos marginais, devido ao baixo 

retorno econômico da cultura, contribuem para a baixa produtividade do feijoeiro e, nesse 

contexto, o fornecimento adequado de nutrientes, particularmente o nitrogênio (N) e o fósforo 

(P), representam um dos fatores limitantes à obtenção de maiores rendimentos nacionais 

(ARAÚJO, 1994). Os teores de N nos solos brasileiros, de um modo geral, não são elevados 

e, com a intensificação da agricultura, as exigências nutricionais de N, são ampliadas, 

conseqüentemente, se faz necessário a reposição do N nestes solos. Neste contexto, o 

processo de fixação biológica do nitrogênio (FBN) assume grande importância, porque além 

de ser uma tecnologia de baixo custo, representa uma alternativa para aumentar os 
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rendimentos nacionais e também contribui para a manutenção da fertilidade do solo e para a 

preservação ambiental de rios, lagos e lençóis freáticos pelo menor uso de fertilizantes 

nitrogenados (HUNGRIA et al., 1997). 
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2 A FIXAÇÃO BIOLÓGICA DO NITROGÊNIO 

 

 

Em termos globais, consideram-se a disponibilidade de água e dos 

nutrientes nitrogênio (N) e fósforo (P) como os principais fatores limitantes à produção 

agrícola. Em caso de deficiência, a água precisa ser fornecida às culturas por meio de 

irrigação, enquanto o P deve ser suprido como fertilizante. O N é o nutriente requerido em 

maior quantidade pelas plantas e está presente na natureza como N molecular (N2), íons de 

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

do carbono (C) e do hidrogênio (H), o N é o elemento mais importante na constituição da 

matéria orgânica, representando de 8 a 16% do total. 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 (80%), o N 

constitui, juntamente com a água, o principal fator limitante da produção agrícola mundial, 

pois nenhum animal ou planta é capaz de utilizá-lo diretamente, devido à tripla ligação que 

existe entre os dois átomos do N2, que é altamente estável e possui uma elevada energia de 

ativação (MANYANI et al., 2000). 

As principais formas de disponibilização de N para o crescimento das 

plantas são: 1) N do solo, proveniente da decomposição da matéria orgânica e das rochas 

bastante limitado, podendo ser esgotado rapidamente após alguns cultivos; 2) N fornecido 

pelos fertilizantes através da conversão do N2 em amônia, constitui a forma de assimilação 

mais fácil e com menor custo energético pelas plantas, porém, possui um elevado custo 

econômico e ambiental; 3) N fornecido pela fixação não-biológica, é resultante de processos 

naturais onde o N2 atmosférico é convertido em nitrato, principalmente através de descargas 

elétricas, combustão e vulcanismo; e 4) N resultante do processo de fixação biológica do 

nitrogênio atmosférico (N2), denominado como FBN, é a principal via de incorporação do N à 

biosfera (HUNGRIA et al., 2001). 

Os fertilizantes nitrogenados representam a forma assimilada com maior 

rapidez pelas plantas, mas a um custo elevado. O processo industrial que transforma o N2 em 

amônia (NH3) requer: 1. hidrogênio (derivado de gás de petróleo); 2. catalisador contendo 

ferro; 3. altas temperaturas (300º a 600ºC); e 4. altas pressões (200 a 800 atm). Desse modo, o 

gasto de fontes energéticas não-renováveis é estimado em seis barris de petróleo por tonelada 

de NH3 sintetizada. Além disso, raramente a eficiência de utilização dos fertilizantes 

nitrogenados é superior a 50% e a distribuição, armazenamento e aplicação dos fertilizantes 
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para as plantas demandam fontes energéticas (HUNGRIA et al., 1993, 1997, 2001). Estima-se 

que os fertilizantes nitrogenados sejam responsáveis por uma grande parte das emissões 

globais de gases de efeito estufa, bem como pela poluição de lagos e rios (GRAHAM; 

VANCE, 2003). 

A FBN é um processo pelo qual os organismos, denominados de 

diazotróficos ou fixadores e nitrogênio, são capazes de reduzir o N2 atmosférico à amônia, 

que é, posteriormente, utilizada para a síntese de compostos orgânicos nitrogenados. Esses 

microrganismos adquiriram durante sua evolução a capacidade de sintetizar o complexo 

enzimático da nitrogenase composto por duas proteínas diferentes, a dinitrogenase (Mo-Fe 

proteína) e dinitrogenase-redutase (Fe- proteína) que catalisa a conversão de N2 atmosférico à 

amônia, à custa de grande quantidade de energia (VARGAS; HUNGRIA, 1997). 

A contribuição mais relevante da FBN ocorre pela simbiose estabelecida 

entre algumas bactérias conhecidas, coletivamente, como rizóbios e plantas da família 

Leguminosae (Fabaceae nos E.U.A.). Em termos quantitativos, estima-se que 44 a 66 

millhões de toneladas métricas de N2 são fixados por leguminosas de importância agrícola 

anualmente, com outros 3 a 5 milhões de toneladas métricas sendo fixados por leguminosas 

em ecossistemas naturais, fornecendo cerca de metade de todo o N usado na agricultura 

(GRAHAM; VANCE, 2003). 

A FBN é um componente essencial para a sustentabilidade da agricultura, 

tanto que inoculantes rizobianos têm sido aplicados, freqüentemente, como biofertilizantes. 

Contudo, trata-se de uma tecnologia barata, custo de U$ 2-3 ha-1 em simbiose com 

leguminosa e, globalmente, estima-se que a fixação não biológica contribua com cerca de 

10% da entrada anual de N na Terra, enquanto a produção industrial contribui com 25%. 

Portanto, o processo biológico contribui com 65% da fixação anual de N, sendo o maior 

provedor desse nutriente para a manutenção da vida na Terra (HUNGRIA et al., 2001) 

Os teores de N nos solos brasileiros são baixos, de modo que, para garantir 

o rendimento da cultura do feijoeiro, é necessário fornecer N através de fertilizantes e/ou 

maximizar o processo de fixação biológica do nitrogênio. Maximizar a contribuição do 

processo de FBN representa, portanto, uma alternativa de baixo custo, protetora do meio 

ambiente e com uma grande contribuição para o tipo de manejo que hoje é buscado 

mundialmente, o de uma agricultura sustentável (HUNGRIA et al., 1997, VARGAS; 

HUNGRIA, 1997). 
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3 TAXONOMIA DE RIZÓBIOS E MICROSSIMBIONTES DO FEIJOEIRO 

 

 

A classificação taxonômica dos rizóbios foi, inicialmente, baseada em sua 

especificidade hospedeira, a qual, embora ambígua, tinha um aspecto prático pela sua 

utilidade para os usuários e fabricantes de inoculantes. Baseado essencialmente nesta 

especificidade, as bactérias que nodulam o feijoeiro foram classificadas como pertencentes à 

espécie R. phaseoli (FRED et al., 1932). A classificação posterior, proposta por Jordan 

(1984), levando em consideração características fisiológicas, bioquímicas e genéticas dividiu 

as bactérias de crescimento lento e rápido em meio de cultura específico, resultou na divisão 

em dois gêneros: Bradyrhizobium e Rhizonium, respectivamente. O gênero Rhizobium foi 

subdividido em três espécies, R. meliloti, R. loti e R. leguminosarum. Este último foi então 

subdividido em três biovares, definidos com base na planta hospedeira que nodulam, R. 

leguminosarum bv. viciae que nodula 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, o feijoeiro. Posteriormente, mais quatro novos gêneros foram 

incluídos: Mesorhizobium (JORDAN, 1984; JARVIS et al., 1982; NOUR et al., 1994; 

LINDSTRÖM et al., 1995), Azorhizobium (DREYFUS et al., 1988), Sinorhizobium (CHEN et 

al., 1998; de LAJUDIE et al., 1994), e Allorhizobium (De LAJUDIE et al., 1998). 

Com o isolamento de novas bactérias e as metodologias de biologia 

molecular foi constatado que os rizóbios do feijoeiro apresentavam características fisiológicas 

e genéticas distintas, permitindo a sua divisão em dois grupos, denominados tipo I e tipo II, de 

acordo com diferenças nos plasmídeos simbióticos (pSym), com a presença ou ausência de 

reiterações (múltiplas cópias) de genes ligados à fixação de nitrogênio e a capacidade de 

nodular outros hospedeiros (MARTÍNEZ et al., 1985; FLORES et al., 1987; BROM et al., 

1988). Inicialmente acreditava-se que a presença destas reiterações representasse uma 

vantagem evolutiva para R. leguminosarum bv. phaseoli (MARTÍNEZ et al., 1985; ROMERO 

et al., 1988), no entanto, posteriormente verificou-se que estão relacionadas à constante 

variabilidade de diversos fenótipos (SOBÉRON-CHAVES et al., 1986; FLORES et al., 1988). 

As estirpes do tipo I possuem múltiplas cópias dos genes nifH e, acreditava-se, possuíam um 

círculo restrito de hospedeiras, centralizado no feijoeiro, enquanto que as estirpes do tipo II 

possuem uma única cópia destes genes e eram capazes de nodular também Leucaena spp 

(MARTÍNEZ, et al., 1985; BROM et al., 1988). Foi observado que estes grupos apresentavam 

diferenças na estrutura de seus polissacarídeos extracelulares (GIL-SERRANO et al.,1990) e, 
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posteriormente, verificou-se que o círculo de hospedeiras destas espécies era bem menos 

restrito e definido do que se acreditava (HERNANDEZ-LUCAS et al., 1995). 

Martínez-Romero e colaboradores em 1991, reclassificaram as estirpes do 

tipo II em R. tropici a partir de uma caracterização genotípica baseada no sequenciamento 

parcial do 16S rRNA, hibridização DNA-DNA e organização do DNA ribossomal. Dois 

subgrupos, IIA e IIB, foram descritos para esta espécie de modo a acomodar o baixo nível de 

homologia de DNA (36%) e diferenças em características fenotípicas e genotípicas, 

diferenças estas, que foram enfatizadas, pela presença de um megaplasmídeo específico em 

cada grupo (GENIAUX et al., 1995). As bactérias pertencentes a essa nova espécie foram 

isoladas de regiões tropicais, nodulam e fixam N2 com P. vulgaris, Leucaena esculenta e L. 

leucocephala, são aeróbias, Gram-negativas, com pH ótimo para crescimento variando entre 5 

e 7, crescendo em temperatura de até 40ºC. 

A estirpe CFN 299 foi designada como estirpe padrão R. tropici tipo IIA 

que apresenta como características a necessidade de cálcio para crescimento em meio PY, não 

crescem em meio LB, são imóveis em meio contendo 0,3% de ágar e a temperatura máxima 

de crescimento é de 35 a 37ºC e apresenta 4 plasmídeos com tamanho aproximado de 150, 

185, 510 e acima de 1000 Kb. Entretanto, as estirpes do tipo IIB, representadas pela CIAT 

899, não requerem cálcio para crescimento, crescem em meio LB, são móveis em meio 0,3% 

de ágar, sua temperatura máxima de crescimento é de 40ºC, e também são mais resistentes a 

antibióticos e metais pesados (MARTÍNEZ−ROMERO et al., 1991), apresentam maior 

tolerância à acidez (GRAHAM et al., 1994) e a temperaturas elevadas (HUNGRIA et al., 

1993; MERCANTE et al., 1998) do que as do tipo IIA e apresentam 3 plasmídeos com 

tamanho aproximado de 185, 510 e 1700 Kb. 

Posteriormente, a espécie R. etli (SEGOVIA et al., 1993) foi descrita 

incluindo as estirpes anteriormente classificadas como R. leguminosarum bv. phaseoli do tipo 

I de origem americana (MARTÍNEZ et al., 1988), os quais constituem um biovar, R. etli bv. 

phaseoli, e isolados não simbióticos originários do México (SEGOVIA et al.,1991). O 

sequenciamento parcial do 16S rRNA foi utilizado para diferenciar R. leguminosarum de R. 

etli (SEGOVIA et al., 1993), sendo que atualmente somente são consideradas como R. 

leguminosarum bv. phaseoli as estirpes que estiverem estreitamente relacionadas com os 

genes cromossomais dos outros biovares (bv. trifolii e bv. viceae) desta espécie 

(LINDSTRÖM et al., 1995). A estirpe padrão de R. etli bv. phaseoli é a CFN 42 (= USDA 

9032) que nodula Phaseolus vulgaris, foi descrita como sendo aeróbia, Gram-negativa, com 

temperatura máxima de crescimento de 35ºC, não apresenta crescimento em meio LB nem em 
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meio PY com cálcio e é sensível aos antibióticos carbenicilina, espectinomicina, cloranfenicol 

ou rifampicina. Todas as estirpes desse grupo são resistentes ao ácido nalidíxico e são 

distingüíveis das outras espécies em nível molecular pelos resultados de teste de hibridização 

do DNA total, perfis enzimáticos de eletroforese e seqüências de genes ribossomais 

(SEGOVIA et al., 1993). 

Os limites interespecíficos entre R. leguminosarum e R. etli são bastante 

flexíveis. O nível de homologia de DNA (45%) e a homologia entre várias regiões 

cromossômicas, tais como para os genes que codificam para lipopolissacarídeos, observada 

para as duas espécies (LAGUERRE et al., 1993), sugerem que possam ter ocorrido 

transferências gênicas e recombinações entre estas duas espécies (AMARGER et al., 1997). 

Além disso, os genes dos plasmídeos simbióticos destas duas espécies são homólogos e 

organizados similarmente (VÁSQUEZ et al., 1991). Acredita-se que R. leguminosarum bv. 

phaseoli possa ter surgido através da transferência horizontal do plasmídeo simbiótico de R. 

etli para R. leguminosarum (SEGOVIA et al., 1993). Seja qual for sua origem, estas duas 

espécies mostram-se mais proximamente relacionadas do que os dois subgrupos de R. tropici. 

A partir de uma análise da seqüência total do 16S rRNA verificou-se que R. 

etli, R. leguminosarum e R. tropici formam um grupo monofilético coerente, o qual também 

inclui uma linhagem independente contendo um único isolado de nódulos de feijoeiro (Van 

BERKUM et al., 1996) e Rhizobium rhizogenes, a qual é proximamente relacionada a R. 

tropici (WILLEMS; COLLINS, 1993). R. tropici foi originalmente isolado de P. vulgaris e 

Leucaena em solos ácidos do Cerrado brasileiro (MARTÍNEZ-ROMERO et al., 1991; 

MERCANTE et al., 1998). Uma vez que tanto o feijoeiro quanto a leucena são plantas 

introduzidas nas regiões do Cerrado, acredita-se que R. tropici fosse originalmente simbionte 

de alguma outra leguminosa destas regiões. Esta espécie foi recuperada de nódulos de 

Bolusanthus e Spartium (DAGUTAT; STEIN, 1995) em solos africanos, tendo sido isolada de 

feijoeiro em solos do Kenya (ANYANGO et al., 1995). Uma hipótese para sua dispersão em 

solos africanos teria sido a sua introdução pelos portugueses juntamente com as sementes do 

feijoeiro (MARTÍNEZ-ROMERO; CABALLERO-MELLADO, 1996). 

R. Tropici foi recuperado de nódulos de feijoeiro em três diferentes 

localidades da França, em áreas caracterizadas como de solos arenosos e ácidos (AMARGER 

et al., 1994). Isolados bastante diversos e eficientes de rizóbio capazes de nodular o feijoeiro 

tem sido detectados em solos africanos sem nenhum histórico de cultivo anterior ou 

inoculação (ANYANGO et al., 1995). Além disso, em solos franceses foram detectados 

quatro grupos distintos de rizóbio nodulando o feijoeiro, R. leguminosarum bv. phaseoli 
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(LAGUERRE et al., 1993), R. tropici (AMARGER et al., 1994) e R. gallicum e R. giardinii 

(AMARGER et al., 1997). Embora o feijoeiro não seja originário 

da Europa Ocidental, continente que possui um histórico de cultivo de cerca 

de 500 anos, a grande diversidade de microssimbiontes existentes nestes solos sugere que, 

Rhizobium spp capaz de nodular o feijoeiro, são pré-existentes nestas regiões, o que 

explicaria a rápida disseminação da cultura na Europa (STRALIOTTO; TEIXEIRA, 2000). 

No Brasil, três espécies distintas de rizóbio são de reconhecida importância 

como microssimbiontes do feijoeiro, R. Leguminosarum bv. phaseoli, R. etli e R. tropici. 

Diversas espécies de rizóbios, assim como, estirpes isoladas de leguminosas florestais foram 

relatadas como capazes de nodular esta planta, embora não se conheça sua importância 

ecológica, uma vez que resultam de experimentos de inoculação artificial em laboratório e 

não de ocorrência natural em nível de campo (EARDLY et al., 1985; BROMFIELD; 

BARRAN, 1990; SADOWSKY et al., 1988; BAL et al., 1982; HERRERA et al., 1985; 

MARTÍNEZ-ROMERO et al., 1991; HUNGRIA et al., 1993; THOMAS et al., 1994; 

HERNANDEZ-LUCAS et al., 1995; GRANGE; HUNGRIA, 2004). 

Apesar da grande disponibilidade de dados genotípicos na literatura a cerca 

dos rizóbios, devido ao desenvolvimento das técnicas de biologia molecular nos últimos anos, 

a correlação destes com as características fenotípicas é uma das condições primordiais para a 

descrição de novos gêneros e espécies bacterianas. 

Atualmente, a taxonomia dos rizóbios se desenvolve rapidamente e nos 

últimos anos várias espécies novas têm sido descritas, e a aplicação de métodos de biologia 

molecular na taxonomia, tem ajudado a definir os novos rizóbios. A taxonomia atual se baseia 

em um enfoque polifásico, que inclui caracterizações de morfologia, bioquímica, fisiologia, 

genética e filogenia, entre outras, além disso, este enfoque polifásico tem conferido a 

taxonomia uma base mais natural e confiável. Estima-se, que os rizóbios ainda não 

conhecidos representem um magnífico recurso biológico, ainda inexplorado, e as leguminosas 

são um dos maiores e mais diverso grupo de plantas, e se encontram distribuídas em distintos 

ecossistemas. Até hoje, foram investigados apenas os microssimbiontes de um pequeno 

número dessas leguminosas e seguramente novos rizóbios serão conhecidos a medida que se 

caracterizar mais isolados (WANG; MARTÍNEZ- ROMERO, 2000). 
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4 DIVERSIDADE DE RIZÓBIOS QUE NODULAM O FEIJOEIRO 

 

 

O feijoeiro é considerado um hospedeiro promíscuo com relação ao rizóbio, 

uma vez que, uma grande diversidade de espécies pode formar associações mais ou menos 

eficiente com esta planta (MERCANTE et al., 1998). Considerando-se a baixa eficiência de 

uso do fertilizante nitrogenado pela cultura do feijoeiro e os problemas ambientais 

ocasionados pelo excesso de sua utilização, a fixação biológica de nitrogênio assume uma 

importância ainda mais evidente, representando a alternativa mais viável para o fornecimento 

de nitrogênio à cultura. Assim, o suprimento de nitrogênio à cultura via fertilizante mineral 

exige aplicações cada vez mais freqüentes e, conseqüentemente, representa um aumento 

significativo nos custos de produção. Entretanto, em muitos casos, tem-se observado baixa 

freqüência de resposta à inoculação do feijoeiro em condições de campo, que tem sido 

atribuída à susceptibilidade de ambos os parceiros simbióticos a estresses ambientais, como 

deficiência hídrica e temperatura elevada do solo (MARTÍNEZ- ROMERO et al., 1991; 

MERCANTE, 1993; HUNGRIA et al., 1993), ao ataque de pragas e doenças, ao ciclo curto 

da cultura (HARDARSON, 1993) e à baixa competitividade das bactérias inoculadas em 

relação às estirpes de rizóbio nativas dos solos (MARTÍNEZ-ROMERO et al., 1991; THIES 

et al., 1991; MERCANTE et al., 1998). 

Acredita-se que o principal fator limitante à FBN resida na população nativa 

de rizóbios capazes de nodular o feijoeiro encontrada nos solos brasileiros que, na maioria das 

áreas, é elevada, competitiva, mas com baixa capacidade de FBN e, sendo dificilmente 

deslocada pelos métodos tradicionais de inoculação, dificulta o estabelecimento de estirpes 

superiores (GRAHAM, 1994; HUNGRIA et al., 1997, 2003; ANDRADE et al., 2002). Vários 

fatores podem ser citados como responsáveis pela superioridade das estirpes nativas, desde a 

questão numérica (THIES et al., 1991) até as capacidades de mobilidade no solo, de 

quimiotaxia em direção aos exsudatos da planta, a taxa de crescimento em substratos de solo, 

a presença de determinados polissacarídeos de superfície celular, a produção de toxinas, a 

velocidade de infecção das raízes, entre outros, além de diversos fatores abióticos, como por 

exemplo, a acidez do solo (HUNGRIA et al., 1997; HUNGRIA; VARGAS, 2000). 

O conhecimento sobre a diversidade dos rizóbios capazes de nodular o 

feijoeiro em solos brasileiros ainda é pequeno, contudo, nos poucos estudos conduzidos tem-

se constatado grande variabilidade fenotípica e genotípica entre as estirpes, inclusive com 

variabilidade elevada quanto à eficiência no processo de fixação biológica do N2 (FBN) 
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(HUNGRIA et al., 1993; MERCANTE et al., 1998; STRALIOTTO et al., 1999; MOSTASSO 

et al., 2002; GRANGE; HUNGRIA, 2004; ALBERTON et al., 2006; KASCHUK et al., 

2006). 

Atualmente, entre as espécies descritas capazes de nodular e fixar nitrogênio 

em feijoeiros, incluem-se: Rhizobium 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). O conhecimento de que R. tropici apresenta maior 

estabilidade genética, pela menor reiteração dos genes nif, surgiu como a solução para a 

obtenção de estirpes que apresentassem menor alteração das características simbióticas 

(FLORES et al., 1988; MARTÍNEZ-ROMERO et al., 1991). A partir de um programa de 

seleção de estirpes baseado na diversidade de rizóbios nativos, realizado pela Embrapa Soja e 

pelo IAPAR, foi possível a identificação da estirpe PRF 81 (=SEMIA 4080) de Rhizobium 

tropici. Em diversos ensaios de campo contendo populações elevadas de estirpes nativas, 

estimadas em 103-106 células g-1 de solo, a inoculação com a PRF 81 resultou em incrementos 

no rendimento de até 900 kg ha-1, o que conduziu a sua recomendação para o uso em 

inoculantes comerciais desde 1998 (HUNGRIA et al., 2000). A difusão dos resultados obtidos 

com a PRF 81 aos agricultures e extensionistas também expandiu a comercialização de 

inoculantes para a cultura do feijoeiro, com um incremento da ordem de 25% (HUNGRIA et 

al., 2003). 

Neste sentido, a recomendação de inoculantes para o feijoeiro com estirpes 

de R. tropici tem contribuído significativamente para o aumento da fixação de N nessa 

cultura, uma vez que, apresentam estabilidade genética cerca de 1000 vezes superior às 

demais espécies, além de outras características agronomicamente importantes para as 

condições dos solos tropicais, como tolerância a temperaturas elevadas, toxidez de alumínio, 

acidez elevada e tolerância a altos níveis de antibiótico (MARTÍNEZ-ROMERO et al., 1991). 

Contudo, a recomendação generalizada de inoculante para o feijoeiro com 

as mesmas estirpes de rizóbio para todas as regiões do país, independente dos cultivares 

utilizados e das condições ambientais locais, tem ocasionado ampla variabilidade de resposta 

à inoculação em condições de campo, demonstrando, freqüentemente, limitações do potencial 

simbiótico nesta interação. 
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5 TÉCNICAS MOLECULARES UTILIZADAS PARA ANALISAR A DIVERSIDADE 

DE RIZÓBIOS 

 

 

Durante os últimos vinte anos foram descritas muitas espécies e gêneros 

novos de bactérias, devido principalmente, ao desenvolvimento e aprimoramento de técnicas 

moleculares que permitem realizar estudos precisos da variabilidade genética de 

microrganismos (ROSADO et al., 1999) e tem incrementado o número de espécies de rizóbios 

isoladas, bem como, o número de leguminosas identificadas com potencial para a agricultura 

(SESSITSCH et al., 2002). As técnicas moleculares têm se revelado como uma importante 

ferramenta nos estudos de taxonomia e filogenia, uma vez que permite o acesso a 

biodiversidade das espécies bacterianas. 

Os estudos moleculares disponibilizam informações refinadas, que 

permitem o entendimento de grupos funcionais de microrganismos e, especialmente, suas 

relações com ambientes e condições particulares (SCHLOTER et al., 2000). 

Os estudos de inferência filogenética dos rizóbios podem ser baseados em 

três critérios principais. Primeiro, nos genes cromossomais do genoma básico, para localizar 

sua posição filogenética, através da análise de genes comuns e conservados em todas as 

bactérias (como os genes ribossomais 16S, 23S), a fim de estimar sua posição no domínio 

Bacteria. Segundo, na filogenia dos genes de fixação do nitrogênio, disponibilizando 

informações acerca das relações entre os rizóbios e outras bactérias fixadoras de nitrogênio, 

que é uma característica ancestral de amplo espectro filogenético. E, terceiro, na filogenia dos 

genes de nodulação, que são excelentes marcadores da coevolução dos rizóbios com seu 

hospedeiro, assim como, de sua origem geográfica (WANG; MARTÍNEZ-ROMERO, 2000; 

LLORET; MARTÍNEZ-ROMERO, 2005). 

Atualmente, a análise de seqüências nucleotídicas do gene ribossomal 16S 

rDNA foi estabelecida como padrão de análise em estudos de taxonomia e filogenia 

(HEYNDRICKX et al., 1996; GARRITY; HOLT, 2001; KRIEG, 2001). A conservação dos 

genes rRNA, devido à sua função estrutural nos ribossomos, e a existência de variabilidade 

em alguns domínios torna as seqüências desses genes ideais para comparação de organismos e 

inferência filogenética (WEISBURG et al., 1991; GARRITY; HOLT, 2001). Comparações 

entre as seqüências de nucleotídeos completas ou parciais do gene rrs (16S rRNA) tem sido 

amplamente utilizadas para avaliara as relações filogenéticas entre muitas espécies de rizóbios 

(YOUNG et al. 1991; EARDLY et al., 1992; LAGUERRE et al., 1993; AMARGER et al., 
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1997; VINUESA et al. 1998; CHUEIRE et al., 2000; LAFAY et al., 2001; MOSTASSO et al., 

2002; CHUEIRE et al., 2003; GRANGE; HUNGRIA, 2004; YOUNG et al., 2004; SILVA et 

al., 2005; VINUESA et al., 2005ab; MENNA et al., 2006). 

Com o objetivo de se comparar e refinar as análises filogenéticas dos 

rizóbios construídas baseadas no gene 16S rRNA, outros genes conservados, vem sendo 

utilizados, como o gene rrl que codifica para 23S rRNA (TESFAYE et al., 1997; 

TEREWORK et al., 1998; PALAWSKA et al., 2000; VAN BERKUM et al., 2003), os genes 

glnA e glnII (TURNER et al., 2000; SILVA et al., 2005) que codificam para as enzimas 

glutamino sintetase GSI e GSII respectivamente, atpD (LUDWIG et al., 1998; SILVA et al., 

2005; VINUESA et al., 2005a) que codifica para a subunidade β da ATP sintetase, recA 

(GAUNT, et al., 2001; VINUESA et al., 2005a) que codifica para a proteína responsável pela 

recombinação homóloga em bactérias, dnaK (STEPKOWSKI et al., 2003; EARDLY et al., 

2005) que codifica para uma chaperona envolvida em vários processos celulares e rpoB ( 

MOLLET et al., 1997; KHAMIS et al., 2003) que codifica para a subunidade β da RNA 

polimerase. O agrupamento filogenético dos rizóbios com estes genes cromossomais coincide 

com a filogenia inferida a partir do gene 16S rRNA na topologia dos principais clados, mas 

podem ser observadas diferenças ao nível intragenérico (LLORET; MARTÍNEZ-ROMERO, 

2005). 

Outras metodologias também podem ser utilizadas para avaliação da 

diversidade genética de rizóbios como, por exemplo, uma variação da técnica de PCR, 

baseada no uso de iniciadores correspondentes a sequências repetitivas e conservadas 

dispersas em locais característicos do genoma procariótico. Essas seqüências quando 

associados à amplificação do DNA pela técnica de PCR geram marcadores moleculares e 

genômicos altamente específicos, além de reprodutíveis, diferenciando espécies e, até mesmo, 

estirpes, com ótima precisão (DE BRUJIN, 1992; VERSALOVIC et al., 1994; LAGUERRE 

et al.,1994; LAGUERRE et al.,1996; SELENSKA-POBELL et al., 1996; RADEMAKER et 

al., 1998; SANTOS et al., 1999; CHEN et al., 2000; MOSTASSO et al., 2002; GALLI- 

TERASAWA et al., 2003; GRANGE; HUNGRIA, 2004; ALBERTON et al., 2006; 

KASCHUK et al., 2006). Existem três famílias de elementos repetitivos para este tipo de 

análise, incluindo a seqüência REP (Repetitive Extragenic Palindromic) (35-40 pb), a 

seqüência ERIC (Enterobacterial Repetive Intergenic Consensus) (124-127 pb) e os 

elementos BOX (43-50 pb). As seqüências repetitivas parecem estar localizadas em distintas 

posições intergênicas no genoma, em ambas as orientações, e os iniciadores podem ser 

sintetizados a partir de repetições invertidas desses elementos, e então um único iniciador 
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pode ser suficiente para gerar polimorfismo de DNA (VERSALOVIC et al., 1994; 

RADEMAKER et al., 1998; KIM et al., 2001; LIU et al., 2005). 

Outra técnica que também pode ser utilizada para em estudos de relações 

filogenéticas é a eletroforese em gel de campo alternado (Pulsed Field - PFGE). Nesta 

técnica, utiliza-se campos elétricos alternados que forçam as moléculas de DNA a mudar 

continuamente de direção. Esta separação é baseada no maior tempo que moléculas de maior 

dimensão levam a mudar de direção de migração. Quanto maior for a molécula de DNA, 

maior é o tempo necessário para a sua reorientação e é nesta diferença dos tempos de 

reorientação que se baseia a separação das moléculas. O parâmetro crítico que afeta a 

separação das moléculas é o tempo do pulso (duração da aplicação do campo elétrico numa 

dada direção). Por ser uma técnica reprodutível e com muito bom poder discriminatório, tem 

sido muito utilizada em estudos epidemiológicos e na distinção de isolados clínicos. As suas 

limitações resultam do fato de ser uma técnica que exige experiência na sua aplicação, e que é 

dispendiosa e demorada, principalmente devido ao tratamento da amostra, já que a extração 

de DNA das células exige cuidados especiais para que a quebra mecânica do DNA não afete a 

sua reprodutibilidade. Além disso, esta metodologia pode ser empregada também para se 

estimar o tamanho do genoma de organismos, como por exemplo, em A. tumefaciens 

(SUZUKI et al., 2001) entre outros. 

Outra metodologia de investigação das relações filogenéticas de rizóbios é a 

técnica de PCR-RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism). Esta técnica utiliza 

enzimas de restrição, que reconhecem de 4 a 5 pb, e fragmentam o DNA em diferentes 

comprimentos, evidenciando o polimorfismo no comprimento dos fragmentos obtidos, desde 

que haja distinção entre as seqüências de nucleotídeos nas fitas de DNA. Quando é utilizada 

para gerar fragmentos de restrição em genes ribossomais amplificados por PCR (Polymerase 

Chain Reaction) esta técnica também é chamada de ARDRA (Amplified Ribossomal DNA 

Restriction Analysis), (LAGUERRE et al., 1996; VINUESA et al., 1998; DIOUF et al., 2000; 

THIES et al., 2001; ANDRADE et al., 2002; GRANGE; HUNGRIA et al., 2004, BATISTA 

et al., 2006). Pode-se dizer que é uma poderosa ferramenta para se estudar a diversidade 

genética intraespecífica, fornecendo uma análise complementar à caracterização prévia por 

outras metodologias (GRANGE; HUNGRIA, 2004; ALBERTON et al., 2006). 

O genoma dos rizóbios apresenta um único cromossomo e pode conter um 

número variável de plasmídeos, sendo que os genes envolvidos nas diferentes etapas do 

processo de nodulação, nod, nol e noe, na maioria das vezes, estão contidos em um único 

plasmídeo simbiótico (pSym) (HUGHES, 2000). Os demais plasmídeos são denominados de 
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crípticos e estão relacionados à capacidade de sobrevivência dos rizóbios no solo (AMARAL 

et al., 1995), a biossíntese de polissacarídeos de superfície, bem como para a nodulação e 

capacidade competitiva (BROME t al., 2002). As estirpes de Rhizobium, normalmente 

apresentam de um a seis plasmídeos, que podem representar até 25% do genoma total da 

bactéria (BROM et al., 2002). Eckhardt (1978) desenvolveu a técnica para separação de 

plasmídeos e DNA cromossomal por eletroforese em gel de agarose e esta vem sendo 

adaptada por diversos autores. Sobretudo, entre inúmeras utilizações da técnica, tem−se o 

estudo da diversidade de rizóbios de feijoeiro, através dos perfis de plasmídeos (ANDRADE 

et al., 2002). A estirpe R. etli CFN 42 contem seis plasmídeos (p42a œ p42f) variando de 150 

a 600 kb e é utilizada em muitos estudos, por exemplo, por Brom et al. (2002). O plasmídeo 

p42d (390 kb) correponde ao plasmídeo pSym, o p42b carrega seqüências requeridas para a 

biossíntese de lipossacarídeos e para o estabelecimento da simbiose; o p24a é um plasmídeo 

autotransferível, indispensável para a mobilização do plasmídeo pSym e o p42f, contem os 

genes fixL e fixNOQP (BROM et al., 2002). 

Baseado nesse contexto, para o melhor posicionamento filogenético de 

estirpes de rizóbios, é recomendada a utilização de análise polifásica, ou seja, que sejam 

considerados de dois a três parâmetros de análises (LAGUERRE et al., 2001). Os métodos 

que demonstraram maior confiabilidade dos resultados foram o seqüenciamento do gene 16S 

rRNA e também de outros genes cromossomais, a amplificação com primers específicos pela 

PCR e a fragmentação de DNA por enzimas de restrição pela técnica de RFLP. Contudo, para 

que FBN traga maiores benefícios para a cultura do feijoeiro é necessário que maiores estudos 

sejam realizados quanto a diversidade das estirpes brasileiras, envolvendo parâmetros 

morfológicos, fisiológicos e genéticos e que dentro desta diversidade possam ser identificadas 

estirpes mais competitivas, mais estáveis geneticamente e com maior capacidade de fixação 

de nitrogênio. 
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6 ESTABELECIMENTO DA SIMBIOSE RIZÓBIO-LEGUMINOSA 

 

 

Os rizóbios são um grupo heterogêneo de bactérias classificadas em quatro 

famílias: Rhizobiaceae, Phyllobacteriaceae, Hyphomicrobiaceae e Bradyrhizobiaceae 

(GARRITY; HOLT, 2001). De todos os gêneros englobados nestas famílias, somente 

Rhizobium, Sinorhizobium, Mesorhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium e Allorhizobium 

são capazes de estabelecer simbiose com as leguminosas. 

A interação simbiótica rizóbio-leguminosa inicia-se com a formação de um 

novo órgão  na raíz da planta, denominado de nódulo, cujo no seu interior, posteriormente, irá 

ocorrer a FBN. A grande complexidade do processo está nas numerosas trocas de sinais 

moleculares entre a bactéria e a planta durante a infecção, desenvolvimento e funcionamento 

dos nódulos com aproximadamente, 100 genes bacterianos e da planta envolvidos neste 

processo (VANCE, 2002). 

A formação dos nódulos é um processo que ocorre em várias etapas e 

envolve mudanças fisiológicas e morfológicas, tanto na planta hospedeira quanto na bactéria. 

As alterações na bactéria visam, especialmente, o recebimento de fontes de carbono da planta 

hospedeira, para prover o ATP e poder redutor, necessários para o processo da fixação 

biológica, enquanto as mudanças na planta hospedeira visam assimilar a amônia produzida 

pelas bactérias (HUNGRIA et al., 1994). 

O estabelecimento da simbiose rizóbio-leguminosa inicia-se com a 

excreção, pela planta hospedeira, de compostos de ação quimiotática sobre o rizóbio 

(HUNGRIA et al., 1997), facilitando a colonização rizosférica e estimulando o crescimento da 

bactéria (HUNGRIA; STACEY, 1997). Geralmente, estes compostos excretados são açúcares, 

aminoácidos e ácidos dicarboxílicos que promovem a adesão dos rizóbios aos pêlos 

radiculares das plantas, num processo relativamente estável e irreversível, que ocorre em duas 

etapas: Na primeira etapa, as bactérias isoladas se aderem às que estão presas aos pêlos 

radiculares (HUNGRIA et al., 1997) e simultaneamente a esta à adesão, tem início uma troca 

de sinais moleculares entre o microssimbionte e a planta hospedeira, que libera compostos 

fenólicos, geralmente flavonóides, e também quaternários de amônia denominados 

coletivamente de betaínas, que são responsáveis pela indução de transcrição de genes 

bacterianos, essenciais à nodulação (genes nod, nol e noe) (BRENCIS; WINANS, 2005). 

Ainda nesta etapa, as lectinas das plantas hospedeiras servem como receptores para os 

exopolissacarídeos (EPS) bacterianos e são moléculas que desempenham um importante papel 
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no estabelecimento da simbiose rizóbio- leguminosa (HIRSCH, 1999; BRENCIS; WINANS, 

2005). Na segunda etapa de troca de sinais moleculares (Figura 2), os rizóbios produzem 

sinais específicos para cada planta hospedeira, por meio dos genes de nodulação, conduzindo 

a produção dos fatores de nodulação, ou fatores Nod, que são oligossacarídeos lipoquitínicos 

(LCOs) que induzem modificações radiculares no estágio de pré-infecção, como: formação de 

raízes curtas e grossas, deformação, encurvamento e aumento no número dos pêlos 

radiculares, seguido por invaginação da parede celular e formação de um cordão de infecção 

no interior do pêlo radicular. Associado com a infecção ocorre a indução de divisão celular 

nas células do córtex e a formação do primórdio nodular, cujo desenvolvimento dá origem ao 

nódulo (PICHON et al., 1992) (Figura 3). A partir do estabelecimento do nódulo radicular, as 

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

aumentam de tamanho e sofrem várias alterações bioquímicas para se diferenciarem em 

bacteróides, formas capazes de fixar N2. Quando o nódulo está formado, são sintetizadas as 

enzimas relacionadas com a quebra da tripla ligação do N e com a assimilação do N fixado 

inicia-se o processo de FBN. 

Essa interação simbiótica requer um alto grau de compatibilidade entre o 

rizóbio e a planta hospedeira, pois a sinalização molecular, através dos flavonóides e dos 

fatores Nod, é altamente específica e coordenada (SCHULTZE; KONDOROSI, 1998). 

Entretanto, o grau de especificidade varia muito em função do rizóbio e da leguminosa 

considerados. A prosmicuidade simbiótica não está associada com nenhum grupo taxonômico 

em particular, mas está amplamente distribuída na natureza (PERRET et al., 2000). 
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Figura 2 – Intercâmbio de sinais específicos entre os simbiontes. 
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Figura 3 – Estabelecimento da simbiose entre rizóbio e leguminosa. (Micrografias cedidas por Belén 

Moron) 
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7 ASPECTOS GENÉTICOS DA FBN 

 

 

Os rizóbios são capazes de reduzir o N2 a amônia, além de outros compostos 

devido a presença de um complexo enzimático denominado dinitrogenase, que é formado por 

duas unidades protéicas: a Ferro-proteína (Fe-proteína) codificada pelo gene nifH e que coleta 

a força redutora e a Molibdênio-Ferro-proteína (MoFe-proteína) codificada pelos genes nifD e 

K, que coleta e reduz o substrato. Durante o processo de redução do N2, a dinitrogenase é 

auxiliada por uma terceira molécula transportadora de elétrons, a ferrodoxina, responsável 

pela transferência de um elétron para a unidade Fe-proteína que, então, reduzida, doa um 

elétron para a MoFe-proteína, que acumula os elétrons. O processo ocorre até que oito 

transferências de elétrons sejam acumuladas, possibilitando a redução completa do N2 a NH3. 

Estes oito elétrons são necessários porque, obrigatoriamente, também ocorre a redução de 

prótons de hidrogênio (H+) a H2 . A reação pode ser assim expressa: 

 
Por ser um processo de alta demanda energética, há um rigoroso controle 

genético do metabolismo da FBN através dos genes de fixação, nif e fix. Em Rhizobium, a 

síntese da nitrogenase é codificada pelos genes estruturais nifD, K e H que estão organizados 

em “cluster” e encontram-se em um único plasmídio simbiótico (BECKING, 1992; WANG; 

MARTÍNEZ-ROMERO, 2000; MARTÍNEZ-ROMERO, 2003). 

 

 

7.1 ESTRUTURA DOS FATORES NODULAÇÃO 

 

 

Os fatores de nodulação (fatores Nod) desempenham um papel fundamental 

no início do desenvolvimento do nódulo e na invasão bacteriana (BROUGHTON et al., 2000; 

PERRET et al., 2000; D'HAEZE; HOLSTERS, 2002). Em resposta ao sinal liberado pela 

planta (flavonóides, betaínas e ácidos aldônicos), os rizóbios sintetizam os factores Nod, 

dirigidos à planta hospedeira (DAKORA, 2003). Os genes bacterianos envolvidos na 

biossíntese e excreção dos fatores Nod são denominados de genes de nodulação. Inicialmente 

se denominaram como genes nod, mas como o número seguia crescendo se utilizaram outras 

designações como nol e noe. Na maioria das espécies de rizóbios, estes genes se encontram 
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localizados em um plasmídio simbiótico (pSym), como em R. tropici. Já em outras espécies 

como B. japonicum ou M. loti, estes genes se localizam no cromossomo (DOWNIE, 1998). 

O processo de ativação dos genes de nodulação envolve reguladores 

transcricionais da família “LysR-like” , conhecidos como NodD e que se expressam 

constitutivamente. A proteína NodD se liga a seqüências altamente conservadas de 47 pares 

de bases (pb) encontradas nas regiões promotoras dos genes de nodulação, denominadas 

"caixas nod" (PERRET et al., 2000), além de interagir com os sinais moleculares da planta e 

coordenar a transcrição de demais genes de nodulação, responsáveis pela síntese dos fatores 

implicados na formação do nódulo. Todos os rizóbios capazes de nodular efetivamente    

apresentam múltiplas cópias do gene nodD. R. leguminosarum bv. phaseoli e Rhizobium sp. 

NGR234 contém três e duas cópias, respectivamente (LAEREMANS; VANDERLEYDEN, 

1998). R. etli apresenta três cópias e R. tropici IIA CFN 299 e IIB CIAT 899 contém 5 cópias 

(Van RHIJIN et al., 1995). 

A síntese do esqueleto básico do fator Nod é constituído por 3 a 5 moléculas 

de N- acetilglucosamina (GlcNAc) unidas por ligações β-1,4, codificado pelos genes 

nodABC, presentes em todos os rizóbios até hoje investigados e, por esse motivo, 

denominados genes nod comuns, juntamente com o gene regulador nodD. Moléculas de N-

acetilglucosamina sintetizadas pela bactéria são polimerizadas mediante a atividade 

transferase da proteína NodC. A proteína NodA promove a transferência de um grupo acil ao 

grupamento amina livre gerado na extremidade não redutora enquanto a proteína NodB age na 

desacetilação do resíduo de N-acetilglucosamina da extremidade redutora do fator Nod 

(MANYANI, 2000). A estrutura básica do fator Nod pode sofrer modificações químicas tanto 

no seu extremo redutor quanto no não redutor, sendo mais freqüentes modificações como 

sulfatação metilação, acetilação e fucosilação, que podem variar em cada espécie e biovar de 

rizóbio (LLORET; MARTÍNEZ-ROMERO, 2005). A síntese e transferência de grupos 

químicos são determinadas por genes conhecidos como hsn (host specific nodulation), ou 

genes de nodulação específicos do hospedeiro (SCHULTZE; KONDOROSE, 1998; 

BROUGHTON et al., 2000; PERRET et al., 2000). 

As espécies de rizóbios diferem quanto aos genes de nodulação que 

apresentam, e esta heterogeneidade é responsável pelas diversas estruturas dos fatores Nod 

liberados. Às decorações dos fatores Nod é atribuída à especificidade ou promiscuidade da 

interação com seu hospedeiro (BROUGHTON et al., 2000), assim como o regulador, gene 

nodD, cujo número e especificidade pelo seu hospedeiro é variável (HONMA et al., 1987; 

SPAINK et al., 1994, LLORET; MARTÍNEZ-ROMERO, 2005) . 



 32

Os genes de nodulação se classificam em dois grupos, de acordo com sua 

função: comuns e específicos. Os genes comuns, tais como nodABC, estão presentes em 

todos os rizóbios estudados até hoje, e os específicos que constituem a maioria dos genes de 

nodulação descritos, são responsáveis pelas modificações no esqueleto oligossacarídico. 

Devido a que a presença de determinadas modificações nos factores Nod é imprescindível 

para a nodulação de certas leguminosas, estes genes são considerados como um dos principais 

determinantes da especificidade hospedeira (KONDOROSI et al., 1984). 

Nem todas as leguminosas têm os mesmos requerimentos em relação as 

decorações presentes nos LCOs para que estes sejam reconhecidos pelos receptores da planta 

e realizem sua função. A falta de fatores Nod comum com decorações específicas nas estirpes 

que nodulam o feijão, sugere que esta planta deve ter desenvolvido mecanismos de infecção e 

nodulação distintos das plantas que são noduladas por um número limitado de rizóbios 

(LAEREMANS; VANDERLEYDEN, 1998). 
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8 GENOMA DE DIAZÓTROFOS SIMBIÓTICOS 

 

 

Nesta década, grandes avanços no conhecimento de sistemas genéticos de 

vários organismos vivos, especialmente de bactérias, vêm sendo obtidos, sem sombra de 

dúvida, pela técnica de seqüenciamento de genomas. O seqüenciamento completo de genomas 

provê não somente a informação necessária para a realização de análises funcionais dos 

genes, como também conduz a novas percepções relacionadas às funções destes genes e 

evolução do genoma por comparação da composição dos genes e sua organização nos 

genomas entre as espécies (KANEKO et al., 2002). 

No ano de 2000 foram depositados, no banco de genes do “National Center 

for Biotechnology Information” (NCBI), cinco genomas de bactérias: Ureaplasma 

urealyticum, Borrelia burgdorferi, Chlamydia muridarum, Chlamydophila pneumoniae e 

Corynebacterium stricutum (NCBI, 2006). Já em 2006 estão depositados os genomas 

completos de mais de 382 microrganismos completos, incluindo 142 genomas de bactérias 

(com mais de uma estirpe para algumas espécies); contudo, a maioria dos genomas é referente 

a bactérias patogênicas ao homem ou extremofílicas (NCBI, 2006). 

Os genomas de bactérias são comparativamente pequenos, variando de 

580.074 pares de bases (pb), em Mycoplasma genitalium, a 9.105.828 pb em B. japonicum 

(NCBI, 2006). Além disso, as seqüências de diversos plasmídeos de rizóbios (Rhizobium sp. 

NGR 234 (agora classificado como Sinorhizobium fredii), Rhizobium etli e Rhizobium 

rhizogenes, este último renomeado como Agrobacterium rhizogenes) também estão 

disponíveis. O banco de genes do NCBI conta, ainda, com seqüências parciais de genomas e 

plasmídeos de bactérias e o seqüenciamento de outros 612 genomas estão em progresso 

(NCBI, 2006). Além disso, outra estratégia vem sendo utilizada, com o seqüenciamento 

parcial de genomas, permitindo obter valiosas informações. Esse foi o caso, por exemplo, da 

determinação de cerca de 10 a 15% do genoma de Rhizobium NGR 234 (VIPREY et al., 

2000). 

Até setembro de 2006, foram depositados mais de 50 genomas completos de 

AlphaProteobacteria e dentre estes, cinco são de rizóbios: Mesorhizobium loti estirpe 

MAFF303099 (KANEKO et al., 2000), Sinorhizobium meliloti estirpe 1021 (CAPELA et al., 

2001; GALIBERT et al., 2001) e Bradyrhizobium japonicum estirpe USDA 110 (KANEKO 

et al., 2002), Rhizobium etli estirpe CFN42 (GONZÁLEZ et al., 2006) e Rhizobium 

leguminosarum biovar viciae estirpe 3841 (YOUNG et al., 2006). Nos gêneros Rhizobium e 
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Sinorhizobium, o plasmídeo Sym contém a maioria dos genes responsáveis pela nodulação e 

fixação do nitrogênio. O seqüenciamento do plasmídeo simbiótico de Rhizobium sp. NGR234 

identificou a presença de 416 genes funcionais, incluindo 26 genes para nodulação e 26 genes 

para fixação do nitrogênio (FREIBERG et al., 1997). 

A seqüência completa do genoma de Mesorhizobium loti MAFF303099 

demonstrou que seu genoma consiste de um único cromossomo, de 7 Mb e dois plasmídeos, 

pMLa, de 351,9 kb e pMLb, de 208,3 Kb. O cromossomo contém 6.752 genes codificadores 

de proteínas, além dos genes para RNAs ribossômicos e transportadores. Dos genes 

funcionais, 54% mostraram similaridade com genes de funções conhecidas. Um segmento de 

DNA de 611 Kb foi identificado como uma possível ilha simbiótica, contendo 30 genes para 

fixação de nitrogênio e 24 genes para nodulação. Os genomas dos plasmídeos pMLa e pMLb 

contêm, respectivamente, 320 e 209 genes potenciais para diferentes funções biológicas. 

Contudo, apenas um único gene plasmidial para nodulação foi identificado (KANEKO et al., 

2000). 

O genoma de S. meliloti estirpe 1021 também foi completamente 

seqüenciado, consistindo em um cromossomo de 3,7 Mb e dois plasmídeos, pSymA de 1,4 

MB e pSymB de 1,7 Mb. Foram anotados 6.204 genes funcionais, sendo que 59,7% podem ter 

suas funções determinadas por comparações em bancos de dados. O cromossomo de S. 

meliloti é típico de bactérias aeróbicas heterotróficas. O plasmídeo pSymB extende os 

potenciais metabólicos, permitindo que a bactéria possa metabolizar uma variedade de 

pequenos compostos encontrados no solo ou na rizosfera da planta, além de permitir a síntese 

de polissacarídeos envolvidos na colonização do hospedeiro. O plasmídeo pSymA contém a 

maioria dos genes relacionados à nodulação e fixação do nitrogênio, conferindo a capacidade 

para a bactéria colonizar ambientes de baixa tensão de oxigênio e metabolizar uma variedade 

de formas químicas de nitrogênio (GALIBERT et al., 2001). 

No gênero Bradyrhizobium, os genes envolvidos no evento de nodulação 

(genes nod, nol e noe), fixação do nitrogênio (genes fix) e síntese de nitrogenase (genes nif) 

estão localizados no cromossomo. A seqüência completa do genoma de B. japonicum estirpe 

USDA110 confirmou que seu genoma consiste em um único cromossomo de 9 Mb, sem a 

presença de plasmídeos. O cromossomo contém 8.317 genes codificadores de proteína, além 

dos genes para RNAs ribossômicos e transportadores. Dos genes funcionais, 52% puderam ter 

suas funções determinadas por comparações em bancos de dados, 34% dos genes de 

apresentam similaridade com M. loti e S. meliloti e 23% são únicos desta espécie. Um 

segmento de 681 kb foi identificado como uma possível ilha simbiótica, incluindo a região 
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cromossômica de 410 kb onde estão agrupados os genes de nodulação e fixação. Foram 

atribuídos 655 genes codificantes de proteína para essa região, sendo que 301 deles estão 

envolvidos na transmissão de DNA e fixação de N2. Foram anotados 167 genes para 

transposases, em 104 cópias de seqüências de inserção identificadas no genoma, além de 100 

outros genes relacionados às transposases localizados na ilha simbiótica. Foi observado, em 

14 posições diferentes do genoma, um segmento de DNA de 4 a 97 kb inserido nos genes de 

tRNA, com capacidade de gerar duplicação parcial nos genes alvos do tRNA. Estas 

observações sugerem uma plasticidade elevada no genoma de B japonicum, a qual, 

provavelmente, ocorre devido ao rearranjamento complexo do genoma, incluindo 

transferência horizontal e inserção de vários elementos de DNA e recombinação homóloga 

(KANEKO et al., 2002). 

A comparação entre os genomas de S. meliloti e M. loti, a região 

cromossomal de 410 Kb de B. japonicum e o plasmídeo simbiótico de 536 Kb de Rhizobium 

sp NGR 234. permite algumas conclusões como: 1) 35% dos genes de M. loti não apresentam 

equivalentes em S. meliloti; 2) as informações genéticas carregadas nos plasmídeos pSymA e 

pSymB em S. melilotii encontram-se dispersas no genoma de M. loti; 3) M. loti contém ilhas 

simbióticas, além dos genes de nodulação e fixação de nitrogênio, que não têm equivalente 

em S. meliloti; 4) S. meliloti não apresenta um sistema de secreção do tipo III, comum aos 

outros gêneros; e 5) 54% dos genes no plasmídeo simbiótico de Rhizobium sp. não 

apresentam equivalentes em S. meliloti. Todas estas observações indicam que rizóbios 

diferem significativamente quanto ao conteúdo e organização gênica, independentemente de 

suas relações taxonômicas e hábitos simbióticos (GALIBERT et al., 2001). 

O genoma de R. leguminosarum biovar viceae estirpe 3841 também foi 

completamente seqüenciado, consistindo em um cromossomo de 5,05 Mb e seis plasmídeos 

com tamanhos de pRL12 (870 Kb), pRL11 (684 Kb), pRL10 (488 Kb), pRL9 (352 Kb), pRL8 

(147 Kb) e pRL7 (151 Kb), perfazendo um total de 7,75 Mb. Foram anotados 7263 genes 

codificadores de proteínas, a maioria sendo encontrada no cromossomo. Apresenta 3 operons 

rRNA e 52 genes tRNA localizados no cromossomo e a maioria das classes funcionais 

ocorrem nos plasmídeos. 2056 genes tem ortólogos nos genomas de Agrobacterium 

tumefaciens, S. meliloti e M. loti. Dos genes funcionais, 69% demonstraram similaridade com 

genes de funções conhecidas (YOUNG et al., 2006). 

A seqüência completa do genoma de Rhizobium etli CFN42 demonstrou que 

seu genoma consiste de um único cromossomo, de 4,38 Mb e seis plasmídeos, p42a (194 kb), 

p42b (184 Kb), p42c (250 Kb), plasmídeo simbiótico p42d (371 Kb), p42e (505 Kb) e p42f 
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(642 Kb) perfazendo um total de 6,53 Mb. Dos 6034 genes codificadores de proteínas, 4287 

(71%) dos genes funcionais demonstraram similaridade com genes de funções conhecidas e 

2892 deles estão localizados no cromossomo. Vários genes relacionados à simbiose estão 

localizados nos p42b (lps) e p42f (fix) e outros também no cromossomo. Os plasmídeos p42a 

e p42d são moléculas atípicas no contexto do restante do genoma, pois apresentam regiões 

altamente conservadas (vir, tra e sym) semelhantes as encontradas nos plasmídeos de A. 

tumefaciens (pTiC58), Rhizobium spp (pNGR234a) e M. loti (pMLa). Os outros quatro 

plasmídeos apresentam atributos coerentes entre eles e com o cromossomo, indicando assim 

um longo tempo de coevolução entre eles. As características estruturais do genoma de R. etli 

CFN 42 refletem importantes taxas evolucionárias de transferência horizontal de genes, 

duplicações, deleções e rearranjos genômicos (GONZÁLEZ et al., 2006). 

O Brasil é, provavelmente, o país que mais tem utilizado os benefícios da 

FBN em culturas de grãos (HUNGRIA et al., 2003). Por isso, torna-se importante desenvolver 

estudos de genômica com estirpes brasileiras, mas o custo de um genoma completo é bastante 

elevado. Uma alternativa de estudo, no caso de grandes genomas, é utilizar uma estratégia 

denominada de panorama genômico que consiste no seqüenciamento parcial do genoma a 

partir da construção de bibliotecas pela técnica de “shotgun”, e que foi utilizada em 

Rhizobium NGR234, curada do plasmídeo simbiótico pNGR234a por Viprey et al., (2000). A 

leitura de 2.275 seqüências, nessa bactéria, resultou em mais de 575 kb correspondendo a, 

aproximadamente, 10% do genoma total. Ainda nesse trabalho, a busca de homologia em 

bancos de dados resultou na identificação de 1.130 seqüências codificando proteínas putativas 

e a análise dessas seqüências, em comparação com outros genomas, sugere que esse número 

foi suficiente para representar o genoma dessa bactéria. Além disso, diversas seqüências 

pioneiras foram identificadas, indicando que informações relevantes podem ser obtidas, a um 

custo acessível, pelo seqüenciamento parcial do genoma (VIPREY et al., 2000). 

Estima-se que o genoma de R. tropici esteja entre 7 e 8 milhões de pares de 

bases. Desse modo, considerando-se a metodologia proposta por Viprey et al. (2000), a 

análise de, aproximadamente, 10% a 15% do genoma, seria necessária, para obter um 

panorama genômico da estirpe PRF 81, cerca de 3.000 leituras de boa qualidade, com 300 pb 

o que equivale a, aproximadamente, 5.000 leituras no MegaBace1000. Acredita-se que, com 

essa cobertura, seja possível identificar cerca de um terço de genes de importância na 

dinâmica do genoma de R. tropici PRF 81, buscando aqueles com potencial de exploração 

biotecnológica, com ênfase em genes que aumentem o potencial de FBN, tais como: genes de 

nodulação, nod, noe, nol e fixação, fix e nif, ou proteínas regulatórias de transcrição 
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relacionadas à competitividade, bem como com a capacidade saprofítica da estirpe. Pretende-

se, pela análise desses genes, identificar diferenças na distribuição dos genes dessa estirpe 

eficiente e competitiva e que permitam delinear novas estratégias que contribuam para 

minimizar as limitações à FBN, freqüentemente relatadas na simbiose com a cultura do 

feijoeiro. 
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Table 1 

Growth in vitro of common bean rhizobial strains in LB, PY without Ca, and in TY 
media at 40°C or with pH 4.0. 
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Table 2 

Profiles of plasmids and of RFLP-PCRa of the ribosomal 16S rDNA and 23S rDNA regions and of the symbiotic nifH and nodC rDNA 
regions. The analyses were performed with Brazilian selected strains very effective in fixing N2 with common bean and reference/type 
strains of the described species microsymbionts of this legume 
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Legend of Figures 

 

 

Fig. 1. Brazilian states in which the common bean rhizobial strains used in this study were 

isolated. 

 

Fig. 2. Cluster analysis (UPGMA algorithm with the Jaccard coefficient, converted to 

percentage similarity) of products obtained by rep-PCR (primers BOX, REP, ERIC) analysis 

of selected Brazilian strains effective in fixing N2 with common bean and of reference/type 

strains of described rhizobial species that are microsymbionts of this legume. 

 

Fig. 3. RFLP-PCR profiles of the 16S and 23S rDNA regions of common bean rhizobial 

strains. (M) represents the 1 kb Plus DNA Ladder (InvitrogenTM) and the letters represent the 

profiles obtained with each restriction enzyme, as described in Table 2. 

 

Fig. 4. Cluster analysis (UPGMA algorithm with the Jaccard coefficient, converted to 

percentage similarity) of products obtained by RFLP-PCR analysis of the 16S rRNA and 23S 

rRNA genes with four and three restriction enzymes, respectively. The dendrogram includes 

Brazilian selected strains very effective in fixing N2 with common bean and reference/type 

strains of described rhizobial species that are microsymbionts of this legume. 

 

Fig. 5. Phylogenetic tree based on the 16S rRNA sequences of the Brazilian strains and of the 

reference/type strains of described rhizobial species that are microsymbionts of common 

bean. Rhizobium rhizogenes (former classified as Agrobacterium) was included in the analysis 

and Azospirillum brasilense was used as an outgroup strain. GenBank accession numbers are 

given in the material and methods section. The tree was generated using MEGA version 3.1 

with default parameters, K2P distance model and the Neghbour-Joining algorithm. 

 

Fig. 6. RFLP-PCR profiles of the DNA regions coding for nifH and nodC genes of common 

bean rhizobial strains. (M) represents the 1 kb Plus DNA Ladder (InvitrogenTM) and the letters 

represent the profiles obtained with each restriction enzyme, as described in Table 2. 
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Fig. 7. Plasmid profiles of Brazilian selected strains effective in fixing N2 with common bean 

and of reference/type strains of described rhizobial species that are microsymbionts of this 

legume. The numbers represent the profiles obtained, as described in Table 2. 
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Fig. 1 
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Fig. 2 
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Fig. 3 
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Fig. 4 

 
 



 87

 
Fig. 5 

 
 



 88

 
Fig. 6 
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Fig. 7 
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ESTUDO 2 

 

Panorama genômico e bioprospecção de genes na estirpe PRF 81 (=SEMIA 4080) de 

Rhizobium tropici, utilizada em inoculantes comerciais para a cultura do feijoeiro 

(Phaseolus vulgaris L.) 

 

 

1. Introdução 

 

 

O Brasil é, hoje, o maior produtor e consumidor mundial de feijão (Phaseolus 

vulgaris L.). O rendimento médio nacional é bastante baixo, devido, principalmente, ao baixo 

nível de tecnologia empregado na cultura e ao cultivo em solos pouco férteis, especialmente 

pobres em nitrogênio (N). Conseqüentemente, o suprimento adequado de N pela simbiose 

com bactérias diazotróficas, pelo processo de fixação biológica de nitrogênio atmosférico (N2) 

representa uma alternativa para aumentar os rendimentos nacionais a um baixo custo, além de 

evitar a contaminação dos recursos hídricos pelo nitrato e de diminuir a emissão de gases de 

efeito estufa. 

A eficiência do processo de fixação biológica do N2 (FBN) na cultura do feijoeiro 

tem sido considerada baixa. Tal fato é atribuído a problemas relacionados à nodulação, pela 

dificuldade de introdução de melhores estirpes e pouca tolerância a estresses ambientais, 

como temperaturas elevadas e deficiência hídrica. O conhecimento sobre a diversidade dos 

rizóbios capazes de nodular o feijoeiro em solos brasileiros ainda é pequeno, contudo, nos 

poucos estudos conduzidos tem-se constatado grande variabilidade fenotípica e genotípica 

entre as estirpes, inclusive com variabilidade elevada quanto à eficiência no processo de 

fixação biológica do N2 (por exemplo, HUNGRIA et al., 1993; MERCANTE et al., 1998; 

STRALIOTTO et al., 1999; MOSTASSO et al., 2002; GRANGE; HUNGRIA, 2004). Com 

base nessa variabilidade, em 1994 foi conduzido um programa de seleção de estirpes, que 

resultou na identificação da estirpe PRF 81 (=SEMIA 4080) de Rhizobium tropici 

(HUNGRIA et al., 2000). Em diversos ensaios de campo contendo populações elevadas de 

estirpes nativas, estimadas em 103 a 106 células g-1 de solo, a inoculação com a PRF 81 

resultou em incrementos no rendimento de até 900 kg ha-1, o que conduziu à recomendação da 

mesma para o uso em inoculantes comerciais desde 1998 (HUNGRIA et al., 2000; 2003). 

Como o Brasil é, hoje, o país que mais utiliza inoculantes com rizóbios, torna-se 
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importante desenvolver estudos genéticos com estirpes brasileiras. A relevância desses 

estudos é ainda maior no caso do microssimbionte do feijoeiro, cultura que necessita de 

impulso tecnológico para incrementar rendimentos a um baixo custo. 

Viprey et al., (2000) propuseram uma estratégia de obtenção parcial do genoma, 

denominada de “panorama genômico”, baseada no seqüenciamento de, aproximadamente, 

10% a 15% do genoma. Esses autores conseguiram identificar, utilizando essa estratégia, 

diversos genes importantes da estirpe NGR234, atualmente classificada como Sinorhizobium 

fredii, caracterizada pela capacidade de nodular várias leguminosas hospedeiras, inclusive, a 

não leguminosa Parasponia sp. A hipótese desse estudo foi de que, utilizando a mesma 

metodologia de Viprey et al. (2000), seria possível identificar, por homologia com os demais 

genomas, genes relacionados às altas capacidades competitiva e saprofítica, e à eficiência de 

fixação N2 da estirpe PRF 81 de Rhizobium tropici. Pela análise desses genes seria possível, 

ainda, identificar genes dessa estirpe eficiente e competitiva e que permitam delinear novas 

estratégias que contribuam para minimizar as limitações à FBN, freqüentemente relatadas na 

simbiose com a cultura do feijoeiro. 

 

 

 

2. Objetivo 

 

 

* Obter o panorama genômico da estirpe PRF 81 (= SEMIA 4080) de Rhizobium 

tropici, utilizada em inoculantes comerciais para a cultura do feijoeiro. 
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3. Material e Métodos 

 

 

3.1 Eletroforese em gel de campo alternado (Pulsed Field - PFGE) 

 

O preparo do DNA genômico foi realizado segundo Suzuki et al. (2001), com 

modificações. A suspensão bacteriana da estirpe PRF 81 foi obtida após o crescimento em 

meio de cultura, centrifugação a 10.000 g por 2 minutos e o descarte do sobrenadante. Foram 

adicionados, à suspensão bacteriana, 250 µL de tampão SET (10 mM Tris-HCl pH 7,5, 

200mM de NaCl, 100mM EDTA), 250 µL de agarose low-melting 1,5% (Bio-Rad, Hercules) 

e essa mistura foi aplicada em um molde para o preparo dos blocos, os quais foram mantidos 

a 4ºC por 15 minutos, até completa solidificação. Em seguida, os blocos (agarose + células) 

foram transferidos para uma solução de ruptura ("lise") (10 mM Tris-HCl pH 7,5, 100mM 

EDTA, 1M NaCl, desoxicolato de sódio 0,2%, triton X-100 0,5%, laurilsarcosinato de sódio 

0,5%, 1mg.mL-1 lisozima) e incubados a 37ºC por 24 horas. Após esta etapa, a solução de 

lise foi substituída por tampão SET adicionado de proteinase K (0,5 mg.mL-1) e incubada a 

50ºC por 48 horas. A digestão do DNA genômico com enzima de restrição foi realizada 

cortando-se os blocos em pequenas secções de 2 -3 mm e incubando-as em fluoreto de 

metilfenilsulfonil (PMSF) a 0,1 M por 30 minutos, em temperatura ambiente. As secções 

foram lavadas três vezes em tampão SET por 30 minutos. O tampão foi substituído por 200 

µL do tampão 1X, específico da enzima, e os blocos foram incubados por 2 horas a 

temperatura ambiente. O tampão foi substituído por 100 µL do tampão da enzima 

acrescentado de 20 U da enzima SwaI (New England Biolabs). Os blocos de agarose foram 

incubados por 12 horas a 25ºC para a enzima SwaI. Em seguida, foram submetidos à 

eletroforese em campo pulsado, em gel de agarose a 1,0%, utilizando o aparato CHEF DR III 

(Bio-Rad), adotando-se as seguintes condições de corrida: pulso constante a 70s , ângulo 

120º, temperatura de 14ºC, corrida de 18 horas a 6 volts/cm em TBE 0,5X ( Tris base 50 mM, 

ácido bórico 50mM, EDTA 1 mM, pH 8.5). O tamanho dos fragmentos de DNA foi calculado 

pelo software BioNumerics (Applied Mathematics, Kortrijk, Belgium, version 1.50), com 

base na migração em PFGE do DNA cromossomal de Saccharomyces cerevisiae, utilizado 

como padrão de tamanho molecular (Bio-rad). 
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3.2 Extração do DNA genômico 

 

As células da estirpe PRF 81 (=SEMIA 4080) foram obtidas após o crescimento em 

meio de cultura YM (Vincent, 1970), centrifugação a 10.000 g por 20 minutos e estocagem a 

-70ºC. O DNA genômico das bactérias foi extraído pelo método usual descrito por Maniatis et 

al. (2001). Nesse método, após o rompimento da parede celular das bactérias, os restos de 

parede celular, polissacarídeos e proteínas remanescentes são seletivamente precipitados com 

o reagente CTAB (“hexadecyltrimethylammonium bromide”, Sigma-Aldrich) e o DNA de 

alto peso molecular é recuperado do sobrenadante por precipitação com etanol (Merck, para 

análise, p.a.). O DNA de alto peso molecular e de boa qualidade foi utilizado para a 

construção das bibliotecas de “shotgun”. 

 

 

3.3 Construção de bibliotecas “shotgun” 

 

Após a purificação do DNA genômico, o DNA foi fragmentado mecanicamente por 

nebulização (2,0 kgf.cm-2). Em seguida, as extremidades dos fragmentos de DNA foram 

reparadas com a enzima Klenow da DNA polimerase de Escherichia coli. Fragmentos com 

tamanho entre 1,0 - 3,0 kb foram separados em gel de agarose "low melting", grau analítico 

(Promega) (Fig. 1 - A). Para esta etapa da construção, foram escolhidos os fragmentos de 1,5 

a 2,5 kb (Fig. 1 - B). Após a extração dos fragmentos com o “kit” QIAquick Gel Extraction 

“Kit” (Qiagen), estes foram fosforilados com o uso da enzima “polinucleotide kinase” (PNK) 

(New England Biolabs). Posteriormente, foi realizada, com o uso da enzima T4 DNA ligase, a 

ligação ao vetor pUC18, previamente digerido com a enzima de restrição SmaI (Amersham 

Pharmacia Biotech.) e desfosforilado com a enzima enzima BAP (bacterial alkaline 

phosphatase) (Promega). 

O DNA genômico fragmentado foi também clonado no vetor pCR4Blunt-TOPO, 

com o uso do “kit” “TOPO Shotgun Subcloning Kit” (Invitrogen), segundo as instruções do 

fabricante. O DNA clonado foi utilizado para transformação de células de Escherichia coli 

Top10 (Invitrogen), através da técnica de eletroporação (MANIATIS et al., 2001). Após a 

eletroporação, as células foram plaqueadas em meio LB (MANIATIS et al., 2001) contendo 

ampicilina (250 tg.mL-1, previamente esterilizada com o uso de filtro 0,2 tm, Millipore), ao 

qual foram adicionados, por distribuição com alça, 100 tL de IPTG 0,1M e 20 tL de X-Gal 50 

tg.tL-1 e crescidas de 12 a 16 horas a 37ºC. Os clones recombinantes produzidos foram 
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transferidos para placas de crescimento de 96 poços, contendo meio liquido “Terrific Broth” 

(Invitrogen) suplementado com ampicilina (250 tg.mL-1) e, após crescimento sob agitação 

por, aproximadamente, 16 horas a 37oC, foram mantidos em glicerol a 80% (Sigma, >99.5%) 

e armazenados a -70ºC. 

 

 

3.4 Seqüenciamento dos clones 

 

O DNA dos clones recombinantes foi extraído pelo método usual de “lise” 

(rompimento) alcalina (Maniatis et al., 2001), modificado por Vasconcelos et al. (2003). O 

DNA purificado foi ressuspenso em água e analisado em gel de agarose a 0,8%, conforme 

descrito por Maniatis et al. (2001) (Figura 2). O DNA foi precipitado e submetido ao 

seqüenciamento com o uso do “kit” —DYEnamicTM ET dye terminator cycle sequencing 

(MegaBACETM) (Amersham Pharmacia Biotech). As reações de PCR (“polymerase chain 

reaction”, reação em cadeia da polimerase) foram realizadas com os oligonucleotídeos 

“Universal” e “Reverso” (Invitrogen ou RW genes), para se conseguir a amplificação dos 

genes. Os produtos da reação foram analisados em um seqüenciador automático 

(MegaBace1000, Amersham), pelo método dos terminadores fluorescentes. As seqüências 

obtidas foram enviadas para a “homepage” http://www.bnf.lncc.br e submetidas a um 

conjunto de programas de alinhamento de seqüências e construção de possíveis “contigs” 

(Phred, Phrap e Consed). 

 

 

3.5 Montagem e anotação automática de genes 

 

A partir das seqüências submetidas e armazenadas no Laboratório de Bioinformática 

do LNCC teve início a leitura dos dados (cromatograma) utilizando o programa “Phred”, a 

montagem inicial das seqüências utilizando o programa “Phrap” 

(http://www.phrap.org/phredphrapconsed.html) e a visualização e edição das montagens das 

seqüências foi realizada usando o programa “Consed” (GORDON et al., 1998, 2001) e 

“phrapview”. 

O programa “Phred” faz a leitura dos dados de sinais de fluorescência oriundos do 

seqüenciador automático, define as bases (base-calling) e atribui valores de qualidade (q) a 

cada uma das bases através da seguinte fórmula: q = - 10 x log10 (p), onde p é a probabilidade 
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de erro estimado para cada base-call. Somente são aceitas as bases com qualidade de phred 

=> 20, o que significa que serão aceitos apenas 1 erro em 100 bases analisadas. Os valores de 

qualidade são escritos para arquivos em formato FASTA ou PHD, que podem ser utilizados 

pelo programa de montagem “Phrap” para aumentar acurácia da seqüência montada. Em 

seguida, este mesmo programa lê as seqüências dos arquivos de entrada (gerados pelo 

“Phred”), e os dados dos arquivos de qualidade correspondentes; identifica todos os 

pareamentos potenciais de seqüências com sobreposição; calcula valores de qualidade 

ajustados para cada base em cada read e junta vários reads em contigs, começando a partir dos 

pares com sobreposição que apresentem os maiores valores de LLR (log likelihood ratio) que 

são a medida de comprimento e qualidade da sobreposição. Posteriormente, é utilizado o 

programa “Consed” (GORDON et al., 1998; 2001) para visualização e edição de montagens 

de seqüências feitas pelo programa “Phrap”. Por possuir uma interface gráfica para 

visualização das montagens é de grande utilidade para análise da qualidade da montagem. 

A partir das seqüências consenso obtidas, as regiões codificadoras de genes (CDS, 

“coding sequences”) presentes no genoma foram identificadas utilizando os programas 

“Glimmer” (DELCHER et al., 1999) e “GeneMark” de predições de ORF (Open Read 

Frame). A busca por homologia posteriormente a predição foi realizada, por comparação com 

o banco de dados de seqüências GenBank, com o uso do conjunto de algoritmos BLAST 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). 

Os bancos de dados KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) 

(KANEHISA; GOTO, 2000), COG (Clusters of Orthologous Groups of proteins) (TATUSOV 

et al., 2000), INTERPRO (uma fonte de busca de famílias, domínios e sítios funcionais de 

proteínas) (APWEILER et al., 2000; MULDER et al., 2003), PSORT (desenvolvido para 

localização das proteínas) (NAKAI; KANEHISA, 1991), UniProt/SwissProt (BAIROCH et 

al., 2006) estão entre aqueles mais usados atualmente para predição da função e topologia de 

seqüências das proteínas. Todas essas ferramentas de bioinformática que foram utilizadas para 

a montagem dos “contigs” estão integradas em um “software” para montagem e anotação 

automática de Genomas: SABIÁ System of Automated Bacterial Integrated Annotation 

(ALMEIDA et al., 2004a,b). 
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3.6 Anotação manual 

 

Após a anotação automática dos "contigs", cada CDS foi anotada manualmente, com 

base em todas as informações disponibilizadas pelo programa SABIÁ. Na montagem 

automática, várias ORFs estavam sobrepostas e a validação ou não dessas ORFs foi baseada 

na análise cuidadosa de todas as informações disponíveis na interface de anotação. 

Inicialmente, foram considerados os alinhamentos nos diversos bancos de dados, a 

qualidade das seqüências e os possíveis "códons" iniciadores de proteínas foram procurados. 

O próximo passo consistiu na anotação funcional, baseada nas bases de dados COG (genes 

ortólogos) e KEGG (vias metabólicas). Nessa etapa, são consultados vários bancos, para a 

identificação dos genes [GeneID (NCBI), GI (NCBI) e UniProt-Swiss-Prot (WU et al., 

2006)], bem como bancos específicos de E. coli, a bactéria modelo dos genomas de 

procariotos, incluindo o banco Colibri (Institute Pasteur), Regulon DB (Universidade 

Autônoma do México) e Wisconsin (com o Institute Pasteur). Ainda com base no banco de 

dados KEGG, são fornecidas as informações de similaridade com proteínas e ácidos 

nucléicos. Informações dos bancos InterPro e GO (Gene Onthology) também estão 

disponibilizadas na interface de anotação. 

Uma das consultas mais importantes é a da similaridade de proteínas e de bases de 

nucleotídeos do GeneBank, no NCBI, pelo conjunto de algoritmos BLAST. Nessa etapa, são 

verificadas as maiores similaridades com outros organismos, bem como se os genes putativos 

estão completos, se estes genes são conservados ou hipotéticos, entre outros. Outro banco de 

grande importância é o UniProt/Swiss-Prot, que apresenta uma detalhada descrição das 

famílias das proteínas, vias metabólicas, funções, organismo relacionado, topologia da 

sequencia e demais informações relevantes para classificação das proteínas. Finalmente, a 

localização celular da proteína pode ser predita pelo banco de dados PSORT ou mesmo pelo 

Uniprot-Swiss-Prot. Famílias de genes ortólogos foram definidas utilizando valores mínimos 

de “E-value” de 10-5, com pelo menos 60% de cobertura e 50% de identidade. 

Somente após a análise cuidadosa de todas as informações disponibilizadas é que a 

CDS pode ser anotada manualmente, como não válida ou válida. Dentre as CDS identificadas 

como válidas elas podem ser classificadas em válida propriamente dito (aquelas CDS que 

apresentam uma função conhecida), hipotética conservada (podem envolver CDS desde 

indicando um domínio funcional até CDS sem função conhecida também presente em outro 

genoma) e hipotética = ORFANS ( presentes apenas no genoma estudado). 
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4. Resultados 

 

 

4.1 Estimativa do tamanho do genoma da estirpe PRF 81 de R. tropici 

 

Para se obter a estimativa do tamanho do genoma da estirpe PRF 81 de R. tropici 

pela técnica de eletroforese em campo pulsado (PFGE), foi utilizada a enzima SwaI. A 

digestão dos blocos de DNA genômico com essa enzima resultou em 10 fragmentos com 

tamanhos que variaram de 2.200 kb a 225 kb (Figura 3). A soma dos fragmentos indica que a 

estirpe PRF 81 apresenta um genoma estimado em 7,85 Mb (Tabela 1). O genoma da estirpe 

PRF 81 é formado por um cromossomo de 5.305 kb (67,6%) e com base na análise do perfil 

plasmidial desta estirpe (PINTO et al., 2007) foram identificados 4 plasmídeos com tamanhos 

em torno de 1700, 510, 185 e 150 kb (2.545 kb) correspondendo a 32,4% do genoma. 

 

 

4.2 Construção de bibliotecas 

 

O DNA genômico da estirpe PRF 81 de R. tropici foi utilizado para construir 

bibliotecas genômicas, principalmente no vetor pUC18, com insertos de, aproximadamente, 

1,5 a 2,5 kb. Foram construídas oito bibliotecas genômicas (RTXX01, RTXX02, RTXX03, 

RTXX05, RTXX06, RTXX07, RTXX09, RTXX11), e validadas apenas sete sendo que a 

qualidade e as leituras obtidas em cada uma dessas bibliotecas constam no Quadro 1. Para 

serem validadas as bibliotecas devem obedecer alguns critérios, tais como: que ela seja 

representativa do genoma, que apresente o tamanho esperado, que não exista contaminação e 

presença excessiva de vetores. 

A validação pode ser feita apenas com uma única placa após a análise de seqüências 

de vetores, atribuição de qualidade a cada base pelo programa “Phred” e mini-montagem das 

seqüências com o programa “Phrap” para verificar se não existem muitas sobreposições. A 

biblioteca RTXX01 não foi validada porque apresentou muitas seqüências de vetores para 

posterior seqüenciamento e, por isso, resultou no depósito de poucas bases. Somente uma 

placa desta biblioteca, com 96 clones, foi amplificada com o oligonucleotídeo “Reverso”, 

seqüenciada e resultou no depósito de 16.408 pb de boa qualidade, sem vetores. As demais 

bibliotecas foram validadas, por exemplo, a RTXX09, para a qual foram realizadas as leituras 

de 50 placas e que resultaram em 2.174.920 pb de boa qualidade (>= 20) e sem vetores, 
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correspondendo a 36,7% de todas as bases depositadas. 

O mesmo pode ser observado para outras bibliotecas, indicando que foi obtida uma 

elevada eficiência na construção e validação das bibliotecas da estirpe PRF81 de R. tropici. 

 

 

4.3 Seqüenciamento dos clones 

 

No início do projeto havia sido proposta a leitura de, aproximadamente, 2.500 

clones. Contudo, foram seqüenciados cerca de 4.800 clones, onde foram obtidas reações de 

seqüenciamento para ambos os oligonucleotídeos, “Universal” e “Reverso”, observando-se, 

assim, 9.026 leituras (94%), que resultaram em 8.431 (88%) leituras de boa qualidade (≥ 20), 

com poucas bases de vetores (≤10%), e um tamanho médio de 501 pb. A leitura desses clones 

resultou no depósito de 10.046.403 pb, que corresponderiam a 1,28 vezes o genoma, com 

45,06% das bases com qualidade ≥ 20 e somente 3,57% de bases com vetores (Quadro 2). 

Foi previsto o seqüenciamento de bases que correspondessem a 10 a 15% do genoma 

da estirpe PRF 81, estimado em 7 a 8 milhões de pb, e confirmado em 7,85 Mb por PFGE . 

Foram obtidas leituras de qualidade ≥ 30 que corresponderiam a 46,24% do genoma. 

Contudo, pela natureza da biblioteca “shotgun”, em que vários fragmentos correspondem a 

seqüências idênticas, a cobertura real obtida foi de 27,71% (Quadro 2). 

 

 

4.4 Montagem e bioprospecção de genes 

 

A montagem inicial do genoma resultou em 1.668 “contigs”, com um número de 

leituras, em cada um deles, variando de uma a 108 (dados não mostrados). Contudo, a grande 

maioria dos contigs apresentou entre duas e 23 leituras e somente um último "contig" 

apresentou 108 leituras. 

O consenso foi conseguido através do alinhamento das seqüências geradas com a 

amplificação dos clones com os “primers” “Universal” e “Reverso”, e com leituras de 

qualidade phred ≥ 20. Alguns exemplos de “contigs” são apresentados na Figura 4. 

Após essa criteriosa anotação manual das CDSs da estirpe PRF 81 de R. tropici, foi 

possível a identificação de 2.192 CDSs das 3972 ORFs geradas pela anotação automática. 

Dentre elas, 1.255 (57%) foram identificadas como válidas (relacionadas a funções 

específicas), 668 (31%) como hipotéticas conservadas (presentes também em outros 
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organismos) e 269 (12%) foram designadas como hipotéticas (encontradas somente em R. 

tropici) (Figura 5). 

Segundo a base de dados COG (TATUSOV et al., 1997), foi possível a classificação 

de 1.612 (73%) CDSs da estirpe PRF 81 de R. tropici dentre as 2.192 CDSs identificadas 

(Tabela 2). Foram encontradas CDSs na maioria das categorias COG e, de modo semelhante 

ao observado nos genomas de Sinorhizobium meliloti, Mesorhizobium loti e R. etli, várias 

categorias de COG contêm diversas CDSs relacionadas ao metabolismo e transporte de 

aminoácidos, metabolismo e transporte de carboidratos e transcrição (COG E, G, e K, 

respectivamente) (Tabela 2; Figura 6). Em todos os rizóbios analisados a função de, 

aproximadamente, um terço das CDSs está relacionada às categorias de transporte (E, F, G, I, 

P e Q), sendo que, em S. meliloti, cerca 40% não pode ser classificada nas categorias do COG. 

Já para M. loti MAFF303099 e B. japonicum cerca um terço das CDSs também não pode ser 

classificada nesse banco de dados. Proporcionalmente, R. tropici apresentou o dobro de CDSs 

relacionadas a categoria V, referente aos mecanismos de defesa, quando comparada aos 

demais rizóbios analisados (Tabela 2). 

A classificação funcional das CDSs no banco de dados KEGG demonstrou a 

presença de genes putativos em todas as classes funcionais. Foi possível somente a 

classificação de 1.013 CDSs (40%) nas categorias do KEGG, sendo que o maior número de 

CDSs validados foi relacionado ao metabolismo de aminoácidos (11%), de carboidratos 

(8,3%) e de lipídios (2,9%) (Figura 7). 

Algumas observações devem ser destacadas com base no banco de dados KEGG, por 

exemplo, o elevado número de CDSs relacionadas à biodegradação de xenobióticos (2,8%), 

particularmente do benzoato (39 CDSs). Foram identificadas CDSs relacionadas à degradação 

de benzoato (pcaB, pcaC, pcaD, pcaG, pcaH e adhA, entre outras) pertencentes às duas 

principais vias: via ligação CoA, (com 25 CDSs), e via de hidroxilação (com 14 CDSs) 

(Figura 8). 

É importante destacar, ainda, a presença de três proteínas de secreção do tipo II: duas 

relacionadas à presença de “pili” (cpaD e cpaF) e uma a “fimbrae”; seis do tipo III, 

relacionadas à biossíntese de flagelos (tais como: fliF, fliP, fliR e flhA) e quatro do tipo IV, 

relacionadas à proteínas de transferência de conjugação: traG, apresentando similaridade 

elevada com S. meliloti, trbI (vir10), com similaridade com A. tumefaciens; trbD (virD4) e 

trbL (virB6), com maior similaridade com R. etli. 

Também foram identificadas, na estirpe PRF 81, CDSs relacionadas à fixação 

biológica de N2 (nifN, nifR nifS, nifU, nifW, fixA, fixB, e fixR) e à regulação da expressão 
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desses genes (nifA, ntrB, ntrC, ntrX e ntrY). Além disso, foram identificadas CDSs 

relacionadas ao processo de nodulação, destacando-se: nodC, responsável pela biossíntese da 

estrutura básica do fator Nod; nodG, nodN, nodS e nodU, que produzem as modificações na 

estrutura do fator Nod; nodI, nodJ, nodT, nolF e nolG, responsáveis pelo transporte e 

exportação de fatores de nodulação. A maioria apresentou similaridade elevada com a estirpe 

tipo R. tropici CIAT 899, com exceção de nodG e nodJ que foram mais semelhantes a R. 

leguminosarum e nolF e nolG que apresentaram maior similaridade com S. meliloti. 

Além das CDSs acima citadas, foi identificado um elevado número de CDSs 

pertencentes a "operons" relacionados a diversas funções celulares, destacando-se: 

transportadores (bra, ars, arg, cut, cob, sec, pep, phn, ssu); biossíntese de exopolissacarídeos 

(exo); biossíntese de cofatores (thi); biossíntese de proteínas ribossomais (rbs); proteção a 

estresse oxidativo (sox); resistência a diferentes drogas (acr, omp), catabolismo de rizopinas 

(moc). Pode-se citar, ainda, como exemplo entre as CDSs validadas, a proteína regulatória P-

II e as proteínas "heat shock" ClpX e Clp2 . 



 101

5. Discussão 

 

Neste estudo, procedeu-se ao seqüenciamento e à bioprospecção parcial de genes da 

estirpe PRF 81 de R. tropici. Com o uso da técnica de eletroforese em campo pulsado (PFGE), 

a partir do DNA total clivado com uma enzima de restrição de corte raro (SwaI), foi possível 

obter uma estimativa do tamanho do genoma da estirpe PRF 81 de R. tropici em, 

aproximadamente, 7,85 Mb, sendo que 5.305 kb (67,6%) correspondem ao cromossomo e 

2.545 kb (32,4%) a plasmídeos. Em comparação aos outros rizóbios já seqüenciados, R. 

tropici apresenta um genoma maior que R. tumefaciens (anteriormente Agrobacterium) (5,67 

Mb, WOOD et al., 2001), R. etli (6,53 Mb, GONZÁLEZ, et al., 2006), S. meliloti (6,69 Mb, 

GALIBERT et al., 2001), M. loti (7,6 Mb, KANEKO et al., 2000) semelhante à espécie R. 

leguminosarum (7,79 Mb, YOUNG et al., 2006) e inferior à (9 Mb, KANEKO et al., 2002). O 

tamanho do genoma da estirpe PRF 81 deve ser confirmado com o seqüenciamento completo 

do genoma. 

A classificação da maioria das CDSs (73%) de R. tropici no banco de dados COG 

permitiu a análise comparativa dos dados dessa bactéria com outros rizóbios já seqüenciados, 

como: S. meliloti, M. loti, B. japonicum e R. etli. Foi observada uma distribuição semelhante 

dos genes putativos em todos os rizóbios, para a maioria das categorias analisadas, exceto 

para a categoria G (transporte e metabolismo de carboidrato), que em B. japonicum (3,5%) 

foram inferiores, em comparação com essa categoria nos demais rizóbios (Tabela 2). A 

semelhança na distribuição da CDSs de PRF 81 em todas as categorias sugere que o número 

de seqüências obtidas foi suficiente para representar o genoma dessa estirpe. 

Demonstrou-se a presença de genes putativos em todas as categorias funcionais no 

banco de dados KEGG, embora somente 40% das CDSs de R. tropici tenham sido 

classificadas nessas categorias. Das 71 CDSs relacionadas à biodegradação e xenobióticos, 39 

delas foram referentes à degradação do benzoato, que é um composto intermediário da 

degradação de bifenis policlorinados (PCBs). Os PCBs são compostos organoclorados com 

várias aplicações industriais, como óleos hidráulicos, ou em sistemas de refrigeração, 

transformadores, capacitores e outros equipamentos elétricos, como isolantes térmicos. 

Devido a sua elevada estabilidade química e térmica, bem como por ser pouco solúvel em 

água e lipofílico, é considerado altamente tóxico à maioria dos organismos e, também persiste 

muitos anos à degradação sofrendo processos de bioacumulação e causando sérios problemas 

ambientais (SAFE, 1994). Em estudos recentes com Burkholderia xenovorans LB400 

(anteriormente Pseudomonas), uma estirpe potencialmente degradadora de PCBs, as vias de 
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degradação de benzoato foram melhor caracterizadas, sugerindo que diferentes vias são 

utilizadas, dependendo da fase de crescimento e do tipo de substrato utilizado (DENEF et al., 

2005). Dos 39 genes putativos que foram identificados na estirpe PRF 81, 25 deles pertencem 

ao catabolismo do benzoato via ligação CoA e 14 via hidroxilação, por exemplo, as CDSs, 

pcaB, pcaC, pcaD, pcaG e pcaH participam da clivagem do catecol, no processo de 

degradação do benzoato (DENEF et.al, 2005) (Figura 8). 

As CDSs referentes a pcaB, pcaC, pcaG e pcaH apresentaram maior similaridade 

com S. meliloti e a pcaD com a estirpe NGR234. Contudo, todos os genes putativos pcaB, 

pcaC, pcaD, pcaG e pcaH, também foram identificados em outros rizóbios sequenciados, 

como R. etli, R. leguminosarum e em B. japonicum, exceto em M. loti. Nos rizóbios já 

seqüenciados estes genes estão organizados em 2 unidades transcricionais (operons), 

pcaDCHGB e pcaIJF (PARKE et al., 1995; MACLEAN et al., 2006) sendo que em S. meliloti 

estão agrupados muito próximos no pSymB, além de serem regulados semelhantemente ao 

observado para A. tumefaciens (MACLEAN et al. 2006). 

Embora não tenham sido identificados todos os genes envolvidos na degradação do 

benzoato, foi observado que as CDSs identificadas codificam enzimas-chave para a 

degradação deste composto intermediário dos PCBs. A presença desses genes putativos 

reflete a versatilidade metabólica da estirpe PRF 81, sugerindo que essa bactéria possa utilizar 

as vias de degradação de benzoato como aporte secundário para obtenção de fonte de C e 

energia, auxiliando, assim, sua persistência e sobrevivência no solo, em condições ambientais 

desfavoráveis. Portanto, esses genes também podem estar relacionados à adaptabilidade e à 

capacidade competitiva elevada observada na estirpe PRF 81. 

Foram identificadas seis CDSs (cpaD, cpaF, fliF, fliP, fliR e flhA) relacionadas aos 

sistemas de secreção dos tipos II e III, todas apresentando similaridade elevada com R. 

tumefaciens. Os genes cpaD, cpaF e flhA foram identificados em M loti, S. meliloti, R. etli e 

R. leguminosarum. Quanto aos genes fliF, fliP e fliR além de estarem presentes nos quatro 

rizóbios citados, foram identificados também em NGR234 (fliF), em B. japonicum( fliP) e em 

NGR 234 e B. japonicum (fliP). 

O sistema T3SS (sistema de secreção do tipo III) é induzido pelo contato com células 

hospedeiras e libera os chamados fatores ou proteínas de “virulência” diretamente no citosol 

eucariótico (YIP et al., 2006). O T3SS completo é formado por 20 proteínas que formam um 

complexo interligado às membranas interna e externa da bactéria e é por onde ocorre o 

trânsito de moléculas, sem sofrerem clivagem proteolítica, para o interior da célula hospedeira 

(MARIE et al., 2003). As substâncias secretadas (proteínas e polissacarídeos) pelo T3SS 
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podem ser reconhecidas pela planta hospedeira como componentes da via de infecção e 

reagem a sua presença com um aumento na nodulação. Uma explicação plausível para isso é 

que essas substâncias secretadas funcionem como supressores dos mecanismos de defesa da 

planta (NIEHAUS et al., 1993; PERRET et al., 2000). Este sistema de secreção já foi 

identificado nos gêneros Rhizobium, Bradyrhizobium e em S. meliloti (MARIE et al., 2001). 

Em Rhizobium, a indução de formação de nódulos é co-regulada com a expressão 

dos genes de secreção do tipo III (T3S) sugerindo que as proteínas secretadas desempenham 

um papel importante no processo de nodulação e contribuem com o estabelecimento da 

simbiose com rizóbio-leguminosa (VIPRET et al., 1998; GONZÁLEZ et al., 2003; 

BUTTNER; BONAS, 2006). Estudos genéticos, bioquímicos e estruturais revelaram que pelo 

menos nove componentes do T3SS são conservados entre bactérias simbióticas e patogênicas, 

sugerindo que a arquitetura básica do T3SS é regulada por mecanismos comuns em diferentes 

bactérias, embora, estes mecanismos ainda não estejam bem elucidados (MARIE et al., 2001, 

2003, BUTTNER; BONAS, 2006). 

Na estirpe PRF 81 foram identificados quatro genes putativos,(traG, trbI, trbL e 

trbD) do sistema de secreção tipo IV (T4SS), relacionados a proteínas de transferência de 

conjugação, com similaridade elevada com S. meliloti (traG), NGR 234 (trbI) e R. etli (trbL e 

trbD). Na estirpe- tipo de R. etli, CFN 42, os genes virB1-virB11, relacionados ao T4SS foram 

localizados no plasmídeo simbiótico p42d. Embora o p42d não seja um plasmídeo auto-

conjugativo, foram encontrados os genes traACDG e o pseudogene traI truncado, sugerindo 

que este plasmídeo pode ter perdido a capacidade de auto-conjugação (GONZÁLEZ et al., 

2003). 

As CDSs relacionadas ao T4SS encontradas em R. tropici apresentam similaridade 

elevada, de cerca de 80% com os genes vir de A. tumefaciens, responsáveis pelo 

desenvolvimento da doença “galha-da-coroa” em plantas, sugerindo uma estreita relação entre 

o estabelecimento da simbiose e os processos de patogenicidade (virulência) observados 

nessas bactérias. Contudo, ambos os sistemas, T3SS e T4SS podem ser encontrados, 

completos ou truncados parcialmente, em outros patógenos bacterianos de plantas e animais, 

tais como Brucella melitensis 16M (O´CALLAGHAN et al., 1999), Caulobacter crescentus 

CB15 (NIERMAN et al., 2001), Xanthomonas citri 306 (da SILVA et al., 2002) enquanto em 

Rickettsia prowazekii Madrid E, alguns genes virB são conservados (ANDERSON et al., 

1998). Já a bactéria Pseudomonas aeruginosa UCBPP-PA14 contém o, T3SS completo com 

os 20 componentes protéicos, mas perdeu os homólogos do T4SS, enquanto em Xilella 

fastidiosa 9a5c foram encontradas nove proteínas de conjugação ortóloga no plasmídeo 
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pXF41, que correspondem aos genes virB encontrados em outros microorganismos 

(GONZÁLEZ et al., 2003). 

O papel do T4SS no desenvolvimento de doenças em plantas está bem estabelecido 

para R. tumefaciens (ZHU et al., 2000) e, apesar da identificação de T4SS em outros 

fitopatógenos, como X. citri (da SILVA et al., 2002) e X. fastidiosa (SIMPSON et al., 2000), 

sua função na promoção da doença causada por estes agentes ainda não está bem estabelecida 

(ALEGRIA et al., 2005). 

Quanto às CDSs relacionadas ao processo de nodulação, cinco delas (nodC, nodN, 

nodS, nodU nodI, e nodT) apresentaram similaridade elevada com a estirpe tipo de R. tropici, 

CIAT 899, duas (nodG e nodJ) com R. leguminosarum e outras duas (nolF e nolG) com S. 

meliloti. Manyani et al (2001) determinaram a organização dos genes nodHPQ na estirpe 

CIAT 899 e verificaram que os mesmos pertencem ao operon nodABCSUIJ. Foram 

encontrados homólogos desses genes na maioria dos rizóbios seqüenciados, sendo que nodC, 

nodI e nodJ foram encontrados em todos os rizóbios sequenciados, M. loti, B. japonicum, S. 

meliloti, R. etli, R. leguminosarum e NGR234; nodS e nodU foram identificados em todos os 

rizóbios, exceto em R. leguminosarum (YOUNG et al., 2006); nodN foi encontrado em todos 

os rizóbios, exceto em NGR234 (Freiberg et al., 1997); nodG foi identificado em M. loti, S. 

meliloti, R. etli e R. leguminosarum; nodT foi identificado em M. loti, R. etli e R. 

leguminosarum e finalmente nolF e nolG foram encontrados somente em S. meliloti. 

Desse modo, na estirpe PRF 81 foram identificados genes putativos responsáveis por 

modificações no esqueleto do fator Nod, destacando-se o nodS (metilação) e o nodU 

(carbamilação), que conferem especificidade na interação com hospedeiro, semelhante ao 

observado em R. tropici CIAT 899 (WAELKENS et al., 1995). Os fatores Nod produzidos 

pelos rizóbios, em resposta a compostos exsudados pela planta hospedeira, são moléculas 

chave no estabelecimento da simbiose e, embora o feijoeiro seja considerada uma planta 

promíscua, por ser capaz de reconhecer uma ampla gama de fatores Nod, existe uma 

hierarquia de preferência, onde a acetil-fucose no extremo redutor é preferida sobre as demais 

modificações (LAEREMANS; VANDERLEYDEN, 1998). Foi verificado que, para R. tropici 

estirpe CIAT 899, o gene nodS é indispensável para a nodulação, tanto do feijoeiro (LÓPEZ-

LARA et al., 2001), como de Leucaena leucocephala (WAELKENS et al., 1995), enquanto 

que o gene nodU promove um decréscimo na nodulação de Leucaena, mas não interfere na 

nodulação do feijoeiro. A introdução do operon nodABCSU da CIAT 899 em R. etli CE-3, 

que é uma estirpe que nodula somente o feijoeiro, amplia a capacidade de nodulação, para 

Leucaena leucocephala (WAELKENS et al., 1995). 
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Foram identificados genes putativos (nodT, nodJ, nodI) que codificam um complexo 

de proteínas de membrana relacionadas ao transporte dos fatores Nod para fora da célula, 

além dos genes nolG e nolF, cujos homólogos em S. meliloti apresentam função também 

relacionada a exportação de substratos através das membranas desta bactéria (SAIER et al., 

1994; BARNETT et al., 2001). Em estudos com mutantes do gene nodI em R. tropici CIAT 

899, foi observado que os mesmos secretam fatores Nod não sulfatados e dependem 

diretamente da expressão da proteína regulatória NodD dessa estirpe (MANYANI et al. 

2001). A função desses genes ainda não está bem estabelecida em R. tropici, mas em S. 

meliloti sabe-se que a ausência dos mesmos não inviabiliza o estabelecimento da simbiose, 

mas interfere na eficiência do processo de nodulação (SAIER et al., 1994). 

Na fixação biológica do N2 têm sido identificados vários genes, como os genes nif, 

que são homólogos aos encontrados em Klebiella pneumoniae, e requeridos para a estrutura, 

biossíntese e regulação da enzima nitrogenase. Já os genes fix são encontrados em adição aos 

genes nif, mas sem homologia com genes de K. pneumoniae. Ambos podem ser encontrados 

em organismos associativos, endofíticos e de vida livre. Na estirpe PRF 81 foram 

identificados seis genes nif (nifA, nifN, nifR, nifS, nifU e nifW), e três genes fix (fixA, fixB e 

fixR) sendo que os genes nifA, nifN, nifS, nifW e fixA apresentaram similaridade elevada com 

M. loti, nifR e fixB com R. etli e fixR com S. meliloti. 

Os genes nifN, nifS e nifU codificam produtos envolvidos na biossíntese do co-fator 

Fe- Mo e nifW está relacionado à estabilidade da nitrogenase (KAMINSKI et al., 1998). Já os 

genes putativos fixA e fixB fazem parte do operon fixABCX, sendo responsáveis por codificar 

as subunidades de flavoproteína (EARL et al., 1987; GONZÁLEZ et al., 2003). Além disso, 

foram identificados os genes ntrBC e ntrXY, responsáveis pela regulação da utilização de 

fontes alternativas de nitrogênio (nitrato e aminoácidos) (GALIBERT et al., 2001) e os genes 

nifA e nifR que codificam proteínas regulatórias da fixação biológica do N2 (MERRICK, 

1988; GONZÁLEZ et al., 2003). Esses sistemas de regulação envolvidos no processo de 

fixação biológica do N2 têm por finalidade regular a fixação ou inibir a expressão dos genes 

nif, de acordo com a presença ou ausência de uma quantidade adequada de oxigênio (O2), uma 

vez que o complexo da nitrogenase é muito sensível ao O2, podendo ser irreversivelmente 

inativado pela exposição aos níveis atmosféricos desse gás (MERRICK, 1988). 

R. tropici é uma bactéria que tem sido isolada de Phaseolus vulgaris cultivado em 

regiões tropicais e, como outros microrganismos de vida livre, está exposta a uma série de 

condições ambientais desfavoráveis, como escassez de nutrientes, altas temperaturas (às vezes 

superiores a 40ºC), e altos níveis de radiação. Essas variações requerem respostas adaptativas 
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rápidas, normalmente ativando mecanismos de transcrição de genes específicos. Na estirpe 

PRF 81, além da RNA polimerase e os fatores sigma, σ24 (rpoE), σ54 (rpoN), σ32( rpoH), está 

presente um grande número de ativadores e repressores transcricionais que interagem com 

fatores sigma alternativos envolvidos na resposta bacteriana ao estresse, dentre essas proteínas 

reguladoras estão: 12 LysR, 8 AraC, 6 GntR, 4 OmpR, 3 TetR, 3 ArsR, 2 DeoR, 2 MarR, 2 

IclR, 1 SoxR, 1 PurR, 1 AcrR, e duas proteínas de “cold shock” (cps4 e cpsA). Cerca de 60% 

dessas CDSs demonstraram elevada similaridade com reguladores de transcrição descritos em 

S. meliloti, e o restante com M. loti ou R. tumefaciens. Comparando os genes envolvidos na 

transcrição de R. etli CFN 42, com R. tropici, e assumindo que um número maior de 

reguladores indicaria um maior número de vias metabólicas, podemos inferir que o elevado 

número de reguladores transcricionais encontrado, pode estar relacionado à alta capacidade de 

sobrevivência dessas bactérias em condições ambientais desfavoráveis (GONZÁLEZ, et al., 

2006). 

A diversidade das vias metabólicas é outro fator que indica a elevada adaptabilidade 

de R. tropici, sendo que foram identificadas, pelo banco de dados KEGG, 626 CDSs 

relacionadas ao metabolismo central e intermediário, incluindo a síntese e catabolismo dos 

vinte aminoácidos bem como de cofatores, vitaminas e nucleotídeos (purinas e pirimidinas). 

Além disso, foram identificados 75 genes putativos relacionados à síntese e degradação de 

diferentes lipídeos (triacilglicerol, fosfolipídeos e lipopolissacarídeos), que podem ser 

utilizados como fonte de energia suplementar, na síntese de membranas ou como reserva 

energética (GONZÁLEZ et al., 2003). 

A capacidade de crescimento que a espécie R. tropici apresenta em temperaturas 

elevadas (40ºC) talvez possa ser explicada, pela presença de genes putativos de proteínas 

“heat shock” (clpX e clp2), que foram identificados na estirpe PRF 81. A identificação das 

CDSs uvrAB e uvrD, também presente em outros rizóbios, B. JAPONICUM (KANEKO et al., 

2002), R. etli (GONZÁLEZ et al., 2006), S. melitoti (GALIBERT et al., 2001) e R. 

leguminosarum (YOUNG et al., 2006) pode estar relacionada a tolerância à radiação ultra-

violeta (UV), como observado para a bactéria Chromobacterium violaceum 

(VASCONCELOS et al., 2003). 

As CDSs identificadas na estirpe PRF 81 que foram classificadas no banco de dados 

KEGG, quando comparadas a outros organismos, apresentaram maiores semelhanças com 

genes presentes em diversas espécies, sugerindo que esta estirpe é composta por um mosaico 

de genes de diferentes espécies, como por exemplo, os genes do sistema de secreção tipo IV 

(T4SS), (traG, trbI, trbL e trbD) relacionados a proteínas de transferência de conjugação, 
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apresentaram similaridade elevada com distintos rizóbios, tais como: S. meliloti (traG), NGR 

234 (trbI) e R. etli (trbL e trbD). 

As 1.255 CDSs validadas na estirpe PRF 81 apresentaram maior similaridade com R. 

leguminosarum (29%), seguido de R. etli (20%), S. meliloti (8%), A. tumefaciens (6,2%), M. 

loti MAFF303099 (4,7%), B. japonicum; (1,3%) e com demais organismos a semelhança foi 

inferior a 1% (Figura 9). Na estirpe PRF 81 de R. tropici foi observado que os genes putativos 

(pcaB, pcaC, pcaG e pcaH), relacionados a categoria funcional do KEGG de biodegradação 

de xenobióticos, apresentaram maiores semelhanças com S. meliloti. Contudo, todos esses 

genes também foram identificados nos outros rizóbios seqüenciados, porém com menor 

similaridade, como observado em R. etli, R. leguminosarum e em B. japonicum, exceto em M. 

loti. Além disso, também foram identificados seis genes putativos (cpaD, cpaF, fliF, fliP, fliR 

e flhA) relacionados a classe dos sistemas de secreção dos tipos II e III, todos apresentando 

similaridade elevada com A. tumefaciens. 

A partir da análise comparativa da similaridade das CDSs, do banco de dados 

KEGG, dos genomas dos rizóbios, (R. tropici, R. leguminosarum, R. etli, M. loti, S. meliloti e 

B. japonicum) observou-se que S. meliloti apresentou uma distribuição percentual das CDSs 

semelhante ao observado para R. tropici (Figura 9 e 10), sendo as maiores semelhanças 

encontradas em R. leguminosarum (23,2%), seguido de R. etli (18,5%), A. tumefaciens 

(14,5%), M. loti (7,5%) e B. japonicum (1,4%) (Figura 10). 

As maiores similaridades nos genomas foram observadas entre R. etli (80%) (Figura 

11) com R. leguminosarum e do R. leguminosarum (Figura 12) (62,9%) com R. etli. A 

elevada similaridade entre esses dois genomas era esperada, uma vez que, anteriormente, a 

espécie R. etli (SEGOVIA et al., 1993) foi descrita incluindo as estirpes anteriormente 

classificadas como R. leguminosarum bv. phaseoli do tipo I de origem americana 

(MARTÍNEZ et al., 1988), as quais constituem um biovar, R. etli bv. phaseoli e isolados não 

simbióticos originários do México (SEGOVIA et al.,1991). Todas as estirpes do grupo de R. 

etli são distingüíveis das outras espécies, em nível molecular, pelos resultados de teste de 

hibridização do DNA total, perfis enzimáticos de eletroforese e seqüências de genes 

ribossomais (SEGOVIA et al., 1993). 

De todos os rizóbios pertencentes à classe Alphaproteobacteria, o B. japonicum é o 

que apresenta o maior tamanho de genoma (9Mb) até hoje seqüenciado, e demonstra as 

maiores similaridades com outros organismos que não os rizóbios, tais como: Nitrobacter 

hamburgensis e Rhodopseudomonas palustris (Figura 13). Com os demais rizóbios 

seqüenciados apresenta baixa similaridade, por exemplo, com M. loti (4%), R. leguminosarum 
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(2,47%), S. meliloti (1,62%) e R. etli (0,97%) (Figura 13). 

Baseado na comparação dos genomas dos rizóbios já seqüenciados (S. meliloti, B. 

japonicum, M. loti, A. tumefaciens, R. leguminosarum bv viceae, NGR 234 e R. etli), as 

regiões simbióticas desses organismos são muito heterogêneas em relação às seqüências, à 

composição e à localização dos genes (cromossomo ou plasmídeos). Na estirpe PRF 81 de R. 

tropici, os genes e as regiões envolvidas no estabelecimento da simbiose, na nodulação e 

fixação do nitrogênio compõem mosaicos com grande diversidade e que, assim como 

observado para os demais rizóbios, podem estar sofrendo modificações como conseqüência de 

transposição, recombinação e eventos de transferência lateral de genes (FREIBERG et al., 

1997; GONZÁLEZ, et al., 2003). 

A identificação de um grande número de CDSs pertencentes as principais categorias 

funcionais do KEGG, a partir do seqüenciamento de 27,71% do genoma da estirpe PRF 81, 

confirma que a estratégia utilizada para a detecção de genes de R. tropici, mostrou-se 

confiável e adequada. Desse modo, a bioprospecção dos genes de R. tropici estirpe PRF 81 

permitiu a identificação de genes relacionados à adaptabilidade, à competitividade e à fixação 

biológica do N2 e, a partir desses resultados, foi possível identificar atributos diferenciais 

desse microssimbionte do feijoeiro. 
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6. Conclusões 

 

* O tamanho do genoma da estirpe PRF 81(=SEMIA 4080) de R. tropici foi estimado 

em 7,85 Mb pela técnica de eletroforese em campo pulsado (PFGE); 

 

* A semelhança na distribuição das CDSs da PRF 81 no banco de dados COG com 

os demais rizóbios, sugere que o número de seqüências obtidas foi suficiente para representar 

o genoma dessa estirpe; 

 

* Foram identificados genes putativos em todas as classes funcionais do banco de 

dados KEGG, obtendo-se um elevado número destes relacionados ao metabolismo de 

aminoácidos, carboidratos e lipídeos, destacando-se os genes relacionados à biodegradação de 

xenobióticos, além de genes relacionados à capacidade competitiva, saprofítica e ao processo 

de fixação biológica do N2; 

 

* A estratégia de panorama genômico mostrou-se viável e eficiente para visualizar a 

distribuição dos genes no genoma da estirpe PRF 81 de Rhizobium tropici, utilizada em 

inoculantes comerciais para a cultura do feijoeiro no Brasil. 
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Figura 1 – (A) DNA após a nebulização por meio físico e (B) purificação dos fragmentos obtidos para 
a inserção no vetor. 

 

 

 
 

Figura 2 – Exemplo do DNA plasmidial extraído (“mini-prep”) dos clones de uma placa. 
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Figura 3 – Fragmentos obtidos na análise de eletroforese de campo pulsado (PFGE) do DNA 

genômico da estirpe PRF 81. (M) marcador molecular Saccharomyces cerevisiae; (1) 
Digestão com a enzima de restrição SwaI; (2) DNA sem digerir. 

 

 

Tabela 1 – Número e tamanho dos fragmentos gerados pela digestão do DNA genômico da estirpe 
PRF 81 de R. tropici pela técnica de eletroforese de campo pulsado (PFGE, “pulsed field 
gel eletrophoresis”) com a enzima SwaI. 
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Quadro1 – Parâmetros analisados no seqüenciamento das bibliotecas da estirpe PRF 81 de Rhizobium tropici. 
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Quadro 2 – Parâmetros relativos ao panorama genômico obtido para a estirpe PRF 81 de Rhizobium 

tropici. 
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Tabela 2 – Distribuição das CDSs da estirpe PRF 81 de R. tropici em categorias do COG, em comparação com as demais espécies 
seqüenciadas de rizóbios. 
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Figura 4 – Exemplo de alguns “contigs” formados com as seqüências da estirpe PRF 81 
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Figura 5 – Classificação das CDSs da estirpe PRF 81 de R. tropici 

 

 

 
Figura 6 – Distribuição percentual das CDSs da estirpe PRF 81 de R. tropici segundo a base de dados 

COG. 
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Figura 7 – Distribuição percentual das CDSs da estirpe PRF 81 de R. tropici segundo a base de dados 

KEGG. 
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Figura 8 – Vias metabólicas de degradação do benzoato já identificadas em R. tropici estirpe PRF81. 

 

 

 

 



 127

 
Figura 9 – Semelhança percentual das CDSs de R. tropici PRF 81, segundo a base de dados KEGG, 

comparadas a outros organismos. 
 
 

 
Figura 10 – Semelhança percentual das CDSs de Sinorhizobium meliloti, segundo a base de dados 

KEGG, comparadas a outros organismos. 
 
 

 
Figura 11 – Semelhança percentual das CDSs de Rhizobium etli CFN 42, segundo a base de dados 

KEGG, comparadas a outros organismos. 
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Figura 12 – Semelhança percentual das CDSs de Rhizobium leguminosarum bv. viceae 3841, segundo 

a base de dados KEGG, comparadas a outros organismos. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13 – Semelhança percentual das CDSs de Bradyrhizobium japonicum, segundo a base de 
dados KEGG, comparadas a outros organismos. 
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