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RESUMO

O Brasil ¢ o maior produtor e consumidor mundial de feijado (Phaseolus vulgaris L.). O
rendimento médio nacional ¢ bastante baixo, devido, principalmente, ao baixo nivel de
tecnologia empregado na cultura, ao cultivo em solos de baixa fertilidade, especialmente
pobres em N. Conseqiientemente, o suprimento adequado de N pela simbiose com bactérias
diazotroficas, representa uma alternativa para aumentar os rendimentos nacionais a um baixo
custo, contudo, problemas relacionados a nodulacdo e fixacdo do N, com as estirpes nativas
dos solos sdo relatados com freqiiéncia. Neste trabalho foram conduzidos dois estudos, sendo
que no primeiro foi realizada a caracterizagdo de diversidade genética, pela avaliacdo de
genes simbidticos e ndo simbidticos, de estirpes de Rhizobium tropici, com alta capacidade de
fixagdo do N, em condigdes tropicais e isoladas de quatro regides brasileiras. A técnica de
PCR-RFLP dos genes ribossomais 16S e 23S e a analise do seqiienciamento do gene 16S
rRNA permitiram a identificagdo de dois grupos, um relacionado as estirpes de R. tropici tipo
A e outro as 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 intraespecifica elevada, pela analise por rep-PCR com os —primers*
BOX, ERIC ¢ REP. Contudo, na analise de PCR-RFLP dos genes simbidticos, nifH e nodC,
todas as estirpes de R. tropici apresentaram uma unica combinagdo de perfis, o que pode
refletir uma estratégia evoluciondria dessas estirpes para a maximizacdo da fixacdo de N,. No
segundo estudo foi realizado o seqiienciamento e a bioprospec¢ao parcial de genes da estirpe
PRF 81 (=SEMIA 4080) de R. tropici, altamente eficiente no processo de fixagdo do N, 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 validas (1255), hipotéticas conservadas (668) ou
hipotéticas (269). A estratégia de panorama gendmico, para a obten¢do de genoma parcial,
mostrou-se viavel 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 aminodcidos, carboidratos e lipideos, bem como relacionados a
biodegradacdo, quimiotaxia e, provavelmente, a mecanismos de infeccdo, com énfase em
genes relacionados aos sistemas de secreg@o dos tipos II e III. Além disso, foram identificados
genes relacionados a capacidade competitiva, saprofitica e ao processo de fixagdo biologica
do N, . A estratégia de panorama gendmico utilizada na estirpe PRF 81 indicou um mosaico
de similaridade com diversos outros rizobios. Além disso, foram identificados alguns genes
promissores para manipulagdes futuras visando obter incrementos no processo de fixacao
bioldgica do Ny, ndo s6 com o feijoeiro, como em outras leguminosas.

Palavras-chave: Feijao. Nitrogénio - fixagdo. Rizobio. 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 N 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 N,
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 N, 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 wvalid (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 N, 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 N, biological fixation process, not only in bean plants, but in other legume.

Keywords: Phaseolus vulgaris. Rizobium. Plant genetics.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

1 A CULTURA DO FEIJOEIRO (Phaseolus vulgaris L.)

O feijao (Phaseolus vulgaris) ¢ a leguminosa em grao de consumo humano
mais importante em escala mundial, especialmente em paises subdesenvolvidos ou em
desenvolvimento, sendo considerada a "carne da populagdo de baixa renda". Essa leguminosa
participa da alimentacdo de cerca de 500 milhdes de pessoas na América Latina e na Efrica e
estima-se que, para cerca de 100 milhdes de consumidores pobres, cuja dieta ¢ baseada em
amido, essa leguminosa representa a tUnica fonte protéica. E considerado, por alguns
nutricionistas, um alimento perfeito, pois apresenta, aproximadamente, o dobro do teor
protéico da maioria dos cereais, ¢ rico em fibras, carboidratos, além de ser uma importante
fonte de vitaminas hidrossoluveis, como a tiamina, a riboflavina, a niacina e a folacina
(COSTA; VIEIRA, 2000).

Ha um consenso entre os estudiosos de que o feijoeiro é originario das
Américas e apresenta centros de diversificacdo genética distintos. Analises baseadas em
diversos critérios, como caracteristicas morfoldgicas, padrdes eletroforéticos de faseolina,
isoenzimas ¢ RFLP, sugerem a existéncia de trés centros primarios de diversidade genética: o
centro Mesoamericano (México, América Central e Colombia), o sul dos Andes, que abrange
desde Peru até as provincias do noroeste da Argentina (GEPTS; BLISS, 1988; GEPTS 1990;
BEEBE et al., 2001) e o norte dos Andes, que abrange desde a Coldmbia, Venezuela, Equador
e norte do Peru (KAMI et al., 1995; AGUILAR et al., 2004). Além desses centros americanos
primarios, podem ser identificados varios outros centros secunddrios em algumas regides da
Europa, Esia e Efrica, onde foram introduzidos genétipos americanos. Atualmente, sua
distribui¢do € cosmopolita, sendo encontrados representantes em todos os continentes (Figura
1). O género Phaseolus compreende, aproximadamente, 55 espécies, das quais apenas cinco
sdo cultivadas: o feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris); o feijao de lima (P. lunatus); o feijao
Ayocote (P. coccineus); o feijdo tepari (P. acutifolius);e o yearlong (P. polyanthus)
(BROUGHTON et al., 2003).
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Figura 1 — Distribu¢do mundial do cultivo de P. vulgaris. As zonas de origem aparecem coloridas de
vermelho ¢ as areas introduzidas de verde.

Fonte: Moro6n, (2004)

Os feijoes estdo entre os alimentos mais antigos da humanidade. Eram
cultivados no antigo Egito e na Grécia, sendo também, cultuados como simbolo da vida. Os
antigos romanos usavam extensivamente feijoes nas suas festas gastrondmicas, utilizando-os
até mesmo como pagamento de apostas. Foram encontradas referéncias aos feijoes na Idade
do Bronze, na Suica, e entre os hebraicos, cerca de 1.000 a.C. As ruinas da antiga Troia
revelam evidéncias de que os feijoes eram o prato favorito dos robustos guerreiros troianos. A
maioria dos historiadores atribui a disseminagdo dos feijdes no mundo em decorréncia 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 feijdo para as mais remotas
regides do planeta (EMBRAPA, 2005).

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) ¢ a espécie mais cultivada entre
as demais do género Phaseolus. Considerando todos os géneros e espécies de feijdo
englobadas nas estatisticas da FAO (Food and Agriculture Organization of the United
Nations), publicadas em 2005, a produgdo mundial de feijado situou-se em torno de 18,7
milhdes de toneladas, ocupando uma area de 26,9 milhdes de hectares. Os paises em
desenvolvimento respondem por 89,2% da produc¢io mundial e, entre os continentes, a Esia é
o maior produtor mundial, com 45,7%, seguida das Américas (36,7%), Efrica (13,9%),
Europa (3,4%) e Oceania (0,2%). Cerca de 66% da producdo mundial foi oriunda de apenas
sete paises, tendo o Brasil como o maior produtor mundial dessa leguminosa. Na ultima
década, a Europa diminuiu o consumo de feijao em cerca de 7%, enquanto neste mesmo
periodo, os Estados Unidos aumentaram seu consumo na alimentacao em 8 % (FAO, 2006).

Este incremento pode ser devido a varias causas, dentre elas, a inclusdo dessa leguminosa
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como parte da oferta de pratos facilmente acessiveis em vias publicas e restaurantes de
comida rapida e o surgimento de numerosas campanhas publicitarias, nas quais se recomenda
incorporar a dieta proteinas de origem vegetal.

O Brasil ¢, hoje, o maior produtor e consumidor mundial de feijao comum
(Phaseolus vulgaris), com a safra 2006 estimada em 3,4 milhdes de toneladas, o que equivale
a cerca de 16% da producdo mundial de feijdo. A area plantada cresceu 6,4%, e ocupa cerca
de 4,2 milhdes de hectares. A produtividade superou a da safra anterior em 6,5%, atingindo
assim, o rendimento de 872 kg/ha™. (CONAB, 2006).

O consumo per capita de feijio, na década de 70, era de 18,5 kg™ hab™
ano™”, j4 em 2005 baixou para 14 kg’ hab' ano' (EMBRAPA, 2005). Essa queda est4
intimamente associada a mudangas nos habitos alimentares da populagdo e as novas
alternativas de alimentacdo mais rapida, como —fast food* muito apreciada, principalmente,
pelos jovens de todo o mundo.

No Brasil, os grdos dessa leguminosa siao largamente consumidos,
representando de 20% a 28% das proteinas ingeridas pela populagdo e o teor de proteina das
sementes varia de 20 a 33%, sendo ainda, um alimento energético contendo cerca de
340cal/100g (EMBRAPA, 2005).

A importancia social e econdémica da cultura do feijoeiro para o Brasil
(Phaseolus vulgaris L.) é evidenciada, principalmente, pelo contingente de pequenos
produtores, que praticam agricultura familiar de baixa utilizacdo de insumos. A produtividade
do feijoeiro varia de menos de 500 kg ha™, considerada muito baixa, para mais de 5.000 kg
ha em condicdes experimentais (EMBRAPA, 2005; FAO, 2006) e, pela inoculagio com
estirpes eficientes, estdo sendo relatados rendimentos de até 4.000 kg ha™ (HUNGRIA et al.,
2000, 2003). Desse modo, ¢ relevante o potencial de utilizacdo do processo de FBN para
incrementar o rendimento médio nacional dessa leguminosa.

O baixo nivel de tecnologia e o cultivo em solos marginais, devido ao baixo
retorno econdmico da cultura, contribuem para a baixa produtividade do feijoeiro e, nesse
contexto, o fornecimento adequado de nutrientes, particularmente o nitrogénio (N) e o fosforo
(P), representam um dos fatores limitantes a obtengdo de maiores rendimentos nacionais
(ARAUIJO, 1994). Os teores de N nos solos brasileiros, de um modo geral, ndo sdo elevados
e, com a intensificagdo da agricultura, as exigéncias nutricionais de N, sdo ampliadas,
conseqiientemente, se faz necessario a reposicdo do N nestes solos. Neste contexto, o
processo de fixagdo bioldgica do nitrogénio (FBN) assume grande importancia, 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 manutengao da fertilidade do solo e para a
preservacdo ambiental de rios, lagos e lencois freaticos pelo menor uso de fertilizantes

nitrogenados (HUNGRIA et al., 1997).
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2 A FIXACAO BIOLOGICA DO NITROGENIO

Em termos globais, consideram-se a disponibilidade de 4gua e dos
nutrientes nitrogénio (N) e fésforo (P) como os principais fatores limitantes a producao
agricola. Em caso de deficiéncia, a agua precisa ser fornecida as culturas por meio de
irrigacdo, enquanto o P deve ser suprido como fertilizante. O N ¢ o nutriente requerido em
maior quantidade pelas plantas e estd presente na natureza como N molecular (N;), ions de
nitrato (NOj;), amdnia (NH3) ou incorporado em compostos organicos nitrogenados. Depois
do carbono (C) e do hidrogénio (H), o N ¢ o elemento mais importante na constitui¢ao da
matéria organica, representando de 8 a 16% do total. Esse elemento participa da formacao de
moléculas fundamentais em diversos processos bioldgicos, tais como, producdo de acidos
nucléicos e proteinas. Apesar de sua abundancia na atmosfera na forma de N, (80%), o N
constitui, juntamente com a agua, o principal fator limitante da produgdo agricola mundial,
pois nenhum animal ou planta é capaz de utiliza-lo diretamente, devido a tripla ligacdo que
existe entre os dois dtomos do N, que ¢ altamente estavel e possui uma elevada energia de
ativacdo (MANYANI et al., 2000).

As principais formas de disponibilizagdo de N para o crescimento das
plantas sdo: 1) N do solo, proveniente da decomposicdo da matéria organica e das rochas
bastante limitado, podendo ser esgotado rapidamente apds alguns cultivos; 2) N fornecido
pelos fertilizantes através da conversdao do N, em amonia, constitui a forma de assimilagdo
mais facil e com menor custo energético pelas plantas, porém, possui um elevado custo
econdmico e ambiental; 3) N fornecido pela fixacdo ndo-bioldgica, ¢ resultante de processos
naturais onde o N, atmosférico ¢ convertido em nitrato, principalmente através de descargas
elétricas, combustdo e vulcanismo; e 4) N resultante do processo de fixa¢dao biologica do
nitrogénio atmosférico (N,), denominado como FBN, ¢ a principal via de incorporagdo do N a
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 N, em
amoénia (NHj3) requer: 1. hidrogénio (derivado de gas de petroleo); 2. catalisador contendo
ferro; 3. altas temperaturas (300° a 600°C); e 4. altas pressdes (200 a 800 atm). Desse modo, o
gasto de fontes energéticas nao-renovaveis ¢ estimado em seis barris de petréleo por tonelada
de NH; sintetizada. Além disso, raramente a eficiéncia de utilizagdo dos fertilizantes

nitrogenados ¢ superior a 50% e a distribuicdo, armazenamento e aplicagdao 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 responsaveis por uma grande parte das emissoes
globais de gases de efeito estufa, bem como pela poluicdio de lagos e rios (GRAHAM;
VANCE, 2003).

A FBN ¢ um processo pelo qual os organismos, denominados de
diazotroficos ou fixadores e nitrogénio, sdo capazes de reduzir o N, atmosférico a amonia,
que ¢, posteriormente, utilizada para a sintese de compostos organicos nitrogenados. Esses
microrganismos adquiriram durante sua evolucdo a capacidade de sintetizar o complexo
enzimdatico da nitrogenase composto por duas proteinas diferentes, a dinitrogenase (Mo-Fe
proteina) e dinitrogenase-redutase (Fe- proteina) que catalisa a conversdao de N, atmosférico a
amonia, a custa de grande quantidade de energia (VARGAS; HUNGRIA, 1997).

A contribui¢do mais relevante da FBN ocorre pela simbiose estabelecida
entre algumas bactérias conhecidas, coletivamente, como rizébios e plantas da familia
Leguminosae (Fabaceae nos E.U.A.). Em termos quantitativos, estima-se que 44 a 66
millhdes de toneladas métricas de N, sdo fixados por leguminosas de importincia agricola
anualmente, com outros 3 a 5 milhdes 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 ¢ um componente essencial para a sustentabilidade da agricultura,
tanto que inoculantes rizobianos tém sido aplicados, freqlientemente, como biofertilizantes.
Contudo, trata-se de uma tecnologia barata, custo de U$ 2-3 ha' em simbiose com
leguminosa e, globalmente, estima-se que a fixacdo nao bioldgica contribua com cerca de
10% da entrada anual de N na Terra, enquanto a producdo industrial contribui com 25%.
Portanto, o processo bioldgico contribui com 65% da fixacdo anual de N, sendo o maior
provedor desse nutriente para a manuten¢do da vida na Terra (HUNGRIA et al., 2001)

Os teores de N nos solos brasileiros sao baixos, de modo que, para garantir
o rendimento da cultura do feijoeiro, ¢ necessario fornecer N através de fertilizantes e/ou
maximizar o processo de fixa¢do bioldgica do nitrogénio. Maximizar a contribuicdo do
processo de FBN representa, portanto, uma alternativa de baixo custo, protetora do meio
ambiente e com uma grande contribui¢do para o tipo de manejo que hoje ¢ buscado
mundialmente, o de uma agricultura sustentdvel (HUNGRIA et al.,, 1997, VARGAS;
HUNGRIA, 1997).
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3 TAXONOMIA DE RIZOBIOS E MICROSSIMBIONTES DO FEIJOEIRO

A classificacdo taxonomica dos rizébios foi, inicialmente, baseada em sua
especificidade hospedeira, a qual, embora ambigua, tinha um aspecto pratico pela sua
utilidade para os usuarios e fabricantes de inoculantes. Baseado essencialmente nesta
especificidade, as bactérias que nodulam o feijoeiro foram classificadas como pertencentes a
espécie R. phaseoli (FRED et al., 1932). A classificagcdo posterior, proposta por Jordan
(1984), levando em consideragdo caracteristicas fisioldgicas, bioquimicas e genéticas dividiu
as bactérias de crescimento lento e rapido em meio de cultura especifico, resultou na divisao
em dois géneros: Bradyrhizobium e Rhizonium, respectivamente. O género Rhizobium foi
subdividido em trés espécies, R. meliloti, R. loti e R. leguminosarum. Este ultimo foi entdo
subdividido em trés 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 géneros foram
incluidos: Mesorhizobium (JORDAN, 1984; JARVIS et al., 1982; NOUR et al., 1994;
LINDSTROM 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 rizobios do feijoeiro apresentavam caracteristicas fisiologicas
e genéticas distintas, permitindo a sua divisao em dois grupos, denominados tipo I e tipo II, de
acordo com diferengas nos plasmideos simbidticos (pSym), com a presenca ou auséncia de
reiteracdes (multiplas copias) de genes ligados a fixacdo de nitrogénio e a capacidade de
nodular outros hospedeiros (MARTINEZ et al., 1985; FLORES et al., 1987; BROM et al.,
1988). Inicialmente acreditava-se que a presenga destas reiteragdes representasse uma
vantagem evolutiva para R. leguminosarum bv. phaseoli (MARTINEZ et al., 1985; ROMERO
et al., 1988), no entanto, posteriormente verificou-se que estdo relacionadas a constante
variabilidade de diversos fenotipos (SOBERON-CHAVES et al., 1986; FLORES et al., 1988).
As estirpes do tipo I possuem multiplas copias dos genes nifH e, acreditava-se, possuiam um
circulo restrito de hospedeiras, centralizado no feijoeiro, enquanto que as estirpes do tipo II
possuem uma Unica copia destes genes e eram capazes de nodular também Leucaena spp
(MARTINEZ, et al., 1985; BROM et al., 1988). Foi observado que estes grupos apresentavam
diferencas na estrutura de seus polissacarideos extracelulares (GIL-SERRANO et al.,1990) e,
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posteriormente, verificou-se que o circulo de hospedeiras destas espécies era bem menos
restrito e definido do que se acreditava (HERNANDEZ-LUCAS et al., 1995).

Martinez-Romero e colaboradores em 1991, reclassificaram as estirpes do
tipo II em R. tropici a partir de uma caracterizagdo genotipica baseada no sequenciamento
parcial do 16S rRNA, hibridizagdio DNA-DNA ¢ organizagdo do DNA ribossomal. Dois
subgrupos, IIA e IIB, foram descritos para esta espécie de modo a acomodar o baixo nivel de
homologia de DNA (36%) e diferencas em caracteristicas fenotipicas e genotipicas,
diferencgas estas, que foram enfatizadas, pela presenca de um megaplasmideo especifico em
cada grupo (GENIAUX et al., 1995). As bactérias pertencentes a essa nova espécie foram
isoladas de regides tropicais, nodulam e fixam N, com P. vulgaris, Leucaena esculenta ¢ L.
leucocephala, sdo aerdbias, Gram-negativas, com pH 6timo para crescimento variando entre 5
e 7, crescendo em temperatura de até 40°C.

A estirpe CFN 299 foi designada como estirpe padrdo R. tropici tipo I1A
que apresenta como caracteristicas a necessidade de calcio para crescimento em meio PY, ndo
crescem em meio LB, sdo imoéveis em meio contendo 0,3% de agar e a temperatura maxima
de crescimento ¢ de 35 a 37°C e apresenta 4 plasmideos com tamanho aproximado de 150,
185, 510 e acima de 1000 Kb. Entretanto, as estirpes do tipo IIB, representadas pela CIAT
899, ndo requerem calcio para crescimento, crescem em meio LB, sdo méveis em meio 0,3%
de agar, sua temperatura maxima de crescimento ¢ de 40°C, e também sdo mais resistentes a
antibioticos e metais pesados (MARTINEZ-ROMERO et al., 1991), apresentam maior
tolerancia a 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 plasmideos 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 (MARTINEZ et al., 1988), os quais constituem um biovar, R. etli bv.
phaseoli, e isolados ndo simbioticos origindrios 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 sdo 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
(LINDSTROM et al., 1995). A estirpe padrio de R. etli bv. phaseoli é a CFN 42 (= USDA
9032) que nodula Phaseolus vulgaris, foi descrita como sendo aerdbia, Gram-negativa, com

temperatura maxima de crescimento de 35°C, ndo apresenta crescimento em meio LB nem em
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meio PY com calcio e € sensivel aos antibidticos carbenicilina, espectinomicina, cloranfenicol
ou rifampicina. Todas as estirpes desse grupo sdo resistentes ao acido nalidixico e sdo
distingiiiveis das outras espécies em nivel molecular pelos resultados de teste de hibridiza¢ao
do DNA total, perfis enzimaticos de eletroforese e seqiiéncias de genes ribossomais
(SEGOVIA et al., 1993).

Os limites interespecificos entre R. leguminosarum e R. etli sdo bastante
flexiveis. O nivel de homologia de DNA (45%) e a homologia entre véarias regides
cromossOmicas, tais como para os genes que codificam para lipopolissacarideos, observada
para as duas espécies (LAGUERRE et al., 1993), sugerem que possam ter ocorrido
transferéncias génicas e recombinagdes entre estas duas espécies (AMARGER et al., 1997).
Além disso, os genes dos plasmideos simbidticos destas duas espécies sdo homologos e
organizados similarmente (VASQUEZ et al., 1991). Acredita-se que R. leguminosarum bv.
phaseoli possa ter surgido através da transferéncia horizontal do plasmideo simbidtico 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 analise da seqiiéncia 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 tnico isolado de nodulos de feijoeiro (Van
BERKUM et al., 1996) e Rhizobium rhizogenes, a qual ¢ proximamente relacionada a R.
tropici (WILLEMS; COLLINS, 1993). R. tropici foi originalmente isolado de P. vulgaris ¢
Leucaena em solos 4cidos do Cerrado brasileiro (MARTINEZ-ROMERO et al., 1991;
MERCANTE et al., 1998). Uma vez que tanto o feijoeiro quanto a leucena sdo plantas
introduzidas nas regides do Cerrado, acredita-se que R. tropici fosse originalmente simbionte
de alguma outra leguminosa destas regides. Esta espécie foi recuperada de nddulos de
Bolusanthus e Spartium (DAGUTAT; STEIN, 1995) em solos africanos, tendo sido isolada de
feijoeiro em solos do Kenya (ANYANGO et al., 1995). Uma hipétese para sua dispersdo em
solos africanos teria sido a sua introdugdo pelos portugueses juntamente com as sementes do
feijoeiro (MARTINEZ-ROMERO; CABALLERO-MELLADO, 1996).

R. Tropici foi recuperado de nodulos de feijoeiro em trés diferentes
localidades da Franca, em areas caracterizadas como de solos arenosos e acidos (AMARGER
et al., 1994). Isolados bastante diversos e eficientes de rizobio capazes de nodular o feijoeiro
tem sido detectados em solos africanos sem nenhum historico de cultivo anterior ou
inoculacdo (ANYANGO et al., 1995). Além disso, em solos franceses foram detectados

quatro grupos distintos de rizobio nodulando o feijoeiro, R. leguminosarum bv. phaseoli
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(LAGUERRE et al., 1993), R. tropici (AMARGER et al., 1994) ¢ R. gallicum ¢ R. giardinii
(AMARGER et al., 1997). Embora o feijoeiro ndo seja originario

da Europa Ocidental, continente que possui um histdrico de cultivo de cerca
de 500 anos, a grande diversidade de microssimbiontes existentes nestes solos sugere que,
Rhizobium spp capaz de nodular o feijoeiro, sdo pré-existentes nestas regides, o que
explicaria a rapida disseminacao da cultura na Europa (STRALIOTTO; TEIXEIRA, 2000).

No Brasil, trés espécies distintas de rizobio sdo de reconhecida importancia
como microssimbiontes do feijoeiro, R. Leguminosarum bv. phaseoli, R. etli e R. tropici.
Diversas espécies de rizobios, assim como, estirpes isoladas de leguminosas florestais foram
relatadas como capazes de nodular esta planta, embora ndo se conheca sua importancia
ecoldgica, uma vez que resultam de experimentos de inoculagdo artificial em laboratério e
ndo de ocorréncia natural em nivel de campo (EARDLY et al.,, 1985; BROMFIELD;
BARRAN, 1990; SADOWSKY et al.,, 1988; BAL et al., 1982; HERRERA et al., 1985;
MARTINEZ-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 genotipicos na literatura a cerca
dos rizobios, devido ao desenvolvimento das técnicas de biologia molecular nos tltimos anos,
a correlacdo destes com as caracteristicas fenotipicas ¢ uma das condigdes primordiais para a
descricao de novos géneros e espécies bacterianas.

Atualmente, a taxonomia dos rizébios se desenvolve rapidamente e nos
ultimos anos varias espécies novas tém sido descritas, ¢ a aplicagdo de métodos de biologia
molecular na taxonomia, tem ajudado a definir os novos rizobios. A taxonomia atual se baseia
em um enfoque polifasico, que inclui caracterizagcdes de morfologia, bioquimica, fisiologia,
genética e filogenia, entre outras, além disso, este enfoque polifasico tem conferido a
taxonomia uma base mais natural e confidvel. Estima-se, que os rizobios ainda nao
conhecidos representem um magnifico recurso bioldgico, ainda inexplorado, e as leguminosas
sdo um dos maiores e mais diverso grupo de plantas, e se encontram distribuidas em distintos
ecossistemas. Até hoje, foram investigados apenas os microssimbiontes de um pequeno
nimero dessas leguminosas e seguramente novos rizobios serdo conhecidos a medida que se

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

O feijoeiro ¢ considerado um hospedeiro promiscuo com relagdo ao rizdbio,
uma vez que, uma grande diversidade de espécies pode formar associagdes mais ou menos
eficiente com esta planta (MERCANTE et al., 1998). Considerando-se a baixa eficiéncia de
uso do fertilizante nitrogenado pela cultura do feijoeiro e os problemas ambientais
ocasionados pelo excesso de sua utilizagdo, a fixacdo biologica de nitrogénio assume uma
importancia ainda mais evidente, representando a alternativa mais viavel para o fornecimento
de nitrogénio a cultura. Assim, o suprimento de nitrogénio a cultura via fertilizante mineral
exige aplicagdes cada vez mais freqlientes e, conseqiientemente, representa um aumento
significativo nos custos de produgdo. Entretanto, em muitos casos, tem-se observado baixa
freqliéncia de resposta a inoculacdo do feijoeiro em condigdes de campo, que tem sido
atribuida a susceptibilidade de ambos os parceiros simbioticos a estresses ambientais, como
deficiéncia hidrica e temperatura elevada do solo (MARTfNEZ— ROMERO et al., 1991;
MERCANTE, 1993; HUNGRIA et al., 1993), ao ataque de pragas e doengas, ao ciclo curto
da cultura (HARDARSON, 1993) e a baixa competitividade das bactérias inoculadas em
relagdo as estirpes de rizobio nativas dos solos (MARTINEZ-ROMERO et al., 1991; THIES
etal., 1991; MERCANTE et al., 1998).

Acredita-se que o principal fator limitante 8 FBN resida na populacdo nativa
de rizobios capazes de nodular o feijoeiro encontrada nos solos brasileiros que, na maioria das
areas, ¢ elevada, competitiva, mas com baixa capacidade de FBN e, sendo dificilmente
deslocada pelos métodos tradicionais de inoculagdo, dificulta o estabelecimento de estirpes
superiores (GRAHAM, 1994; HUNGRIA et al., 1997, 2003; ANDRADE et al., 2002). Véarios
fatores podem ser citados como responsaveis pela superioridade das estirpes nativas, desde a
questdo numérica (THIES et al.,, 1991) até as capacidades de mobilidade no solo, de
quimiotaxia em dire¢do aos exsudatos da planta, a taxa de crescimento em substratos de solo,
a presen¢a de determinados polissacarideos de superficie celular, a producdo de toxinas, a
velocidade de infecgdo das raizes, entre outros, além de diversos fatores abidticos, como por
exemplo, a acidez do solo (HUNGRIA et al., 1997; HUNGRIA; VARGAS, 2000).

O conhecimento sobre a diversidade dos rizobios capazes de nodular o
feijoeiro em solos brasileiros ainda é pequeno, contudo, nos poucos estudos conduzidos tem-
se constatado grande variabilidade fenotipica e genotipica entre as estirpes, inclusive com

variabilidade elevada quanto a eficiéncia no processo de fixagdo biologica do N, (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 nitrogénio
em feijoeiros, incluem-se: Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli (Jordan, 1984), R. tropici
(MARTINEZ- 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 reiteracdo dos genes nif, surgiu como a solugdo para a
obtencdo de estirpes que apresentassem menor alteracdo das caracteristicas simbioticas
(FLORES et al., 1988; MARTINEZ-ROMERO et al., 1991). A partir de um programa de
selecdo de estirpes baseado na diversidade de rizobios nativos, realizado pela Embrapa Soja e
pelo TAPAR, foi possivel a identificagcdo da estirpe PRF 81 (=SEMIA 4080) de Rhizobium
tropici. Em diversos ensaios de campo contendo populagdes elevadas de estirpes nativas,
estimadas em 10°-10° células g™ de solo, a inoculacdo com a PRF 81 resultou em incrementos
no rendimento de até 900 kg ha™, o que conduziu a sua recomendagio para o uso em
inoculantes comerciais desde 1998 (HUNGRIA et al., 2000). A difusdo dos resultados obtidos
com a PRF 81 aos agricultures e extensionistas também expandiu a comercializagdo de
inoculantes para a cultura do feijoeiro, com um incremento da ordem de 25% (HUNGRIA et
al., 2003).

Neste sentido, a recomendagdo de inoculantes para o feijoeiro com estirpes
de R. tropici tem contribuido significativamente para o aumento da fixagdo de N nessa
cultura, uma vez que, apresentam estabilidade genética cerca de 1000 vezes superior as
demais espécies, além de outras caracteristicas agronomicamente importantes para as
condicdes dos solos tropicais, como tolerancia a temperaturas elevadas, toxidez de aluminio,
acidez elevada e tolerancia a altos niveis de antibiético (MARTINEZ-ROMERO et al., 1991).

Contudo, a recomendacao generalizada de inoculante para o feijoeiro com
as mesmas estirpes de rizobio para todas as regides do pais, independente dos cultivares
utilizados e das condi¢gdes ambientais locais, tem ocasionado ampla variabilidade de resposta
a inocula¢do em condi¢des de campo, demonstrando, freqiientemente, limitagdes do potencial

simbidtico nesta interagao.
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5 TECNICAS MOLECULARES UTILIZADAS PARA ANALISAR A DIVERSIDADE
DE RI1ZOBIOS

Durante os ultimos vinte anos foram descritas muitas espécies e géneros
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 ntimero de espécies de rizobios
isoladas, bem como, o nimero de leguminosas identificadas com potencial para a agricultura
(SESSITSCH et al., 2002). As técnicas moleculares tém 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 informagdes refinadas, que
permitem o entendimento de grupos funcionais de microrganismos e, especialmente, suas
relacdes com ambientes e condigdes particulares (SCHLOTER et al., 2000).

Os estudos de inferéncia filogenética dos rizobios podem ser baseados em
trés critérios principais. Primeiro, nos genes cromossomais do genoma basico, para localizar
sua posicdo filogenética, através da andlise de genes comuns e conservados em todas as
bactérias (como os genes ribossomais 16S, 23S), a fim de estimar sua posi¢do no dominio
Bacteria. Segundo, na filogenia dos genes de fixacdo do nitrogénio, disponibilizando
informagdes acerca das relagdes entre os rizobios e outras bactérias fixadoras de nitrogénio,
que ¢ uma caracteristica ancestral de amplo espectro filogenético. E, terceiro, na filogenia dos
genes de nodulacdo, que sdo excelentes marcadores da coevolu¢do dos rizobios com seu
hospedeiro, assim como, de sua origem geografica (WANG; MARTINEZ-ROMERO, 2000;
LLORET; MARTINEZ-ROMERO, 2005).

Atualmente, a analise de seqiiéncias nucleotidicas do gene ribossomal 16S
rDNA foi estabelecida como padrio de andlise em estudos de taxonomia e filogenia
(HEYNDRICKX et al., 1996; GARRITY; HOLT, 2001; KRIEG, 2001). A conservagao dos
genes TRNA, devido a sua func¢do estrutural nos ribossomos, e a existéncia de variabilidade
em alguns dominios torna as seqiiéncias desses genes ideais para comparacao de organismos e
inferéncia filogenética (WEISBURG et al., 1991; GARRITY; HOLT, 2001). Comparagdes
entre as seqiiéncias de nucleotideos completas ou parciais do gene rrs (16S rRNA) tem sido
amplamente utilizadas para avaliara as relagdes filogenéticas entre muitas espécies de rizobios

(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 andlises filogenéticas dos
rizobios construidas 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 ginll (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 B da ATP sintetase, recA
(GAUNT, et al., 2001; VINUESA et al., 2005a) que codifica para a proteina responsavel pela
recombinagdo homoéloga em bactérias, dnaK (STEPKOWSKI et al., 2003; EARDLY et al.,
2005) que codifica para uma chaperona envolvida em varios processos celulares e rpoB (
MOLLET et al., 1997, KHAMIS et al., 2003) que codifica para a subunidade  da RNA
polimerase. O agrupamento filogenético dos rizobios com estes genes cromossomais coincide
com a filogenia inferida a partir do gene 16S rRNA na topologia dos principais clados, mas
podem ser observadas diferencas ao nivel intragenérico (LLORET; MARTINEZ-ROMERO,
2005).

Outras metodologias também podem ser utilizadas para avaliagdo da
diversidade genética de rizoébios como, por exemplo, uma variagdo da técnica de PCR,
baseada no uso de iniciadores correspondentes a sequéncias repetitivas e conservadas
dispersas em locais caracteristicos do genoma procaridtico. Essas seqliéncias quando
associados a amplificagdo do DNA pela técnica de PCR geram marcadores moleculares e
genomicos altamente especificos, além de reprodutiveis, diferenciando espécies e, até mesmo,
estirpes, com otima precisao (DE BRUIJIN, 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 trés familias de elementos repetitivos para este tipo de
analise, incluindo a seqiiéncia REP (Repetitive Extragenic Palindromic) (35-40 pb), a
seqliéncia ERIC (Enterobacterial Repetive Intergenic Consensus) (124-127 pb) e os
elementos BOX (43-50 pb). As seqiiéncias repetitivas parecem estar localizadas em distintas
posicdes intergénicas no genoma, em ambas as orientagcdes, € os iniciadores podem ser

sintetizados a partir de repetigdes invertidas desses elementos, e entdo um unico 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 relagdes
filogenéticas ¢ a eletroforese em gel de campo alternado (Pulsed Field - PFGE). Nesta
técnica, utiliza-se campos elétricos alternados que for¢am as moléculas de DNA a mudar
continuamente de direcdo. Esta separacao ¢ baseada no maior tempo que moléculas de maior
dimensdo levam a mudar de direcdo de migracdo. Quanto maior for a molécula de DNA,
maior ¢ o tempo necessario para a sua reorientagdo e ¢ nesta diferenga dos tempos de
reorientacdo que se baseia a separacdo das moléculas. O pardmetro critico que afeta a
separacao das moléculas € o tempo do pulso (duragdo da aplicagdo do campo elétrico numa
dada direcdo). Por ser uma técnica reprodutivel e com muito bom poder discriminatorio, tem
sido muito utilizada em estudos epidemiologicos e na distingdo de isolados clinicos. As suas
limitagdes resultam do fato de ser uma técnica que exige experiéncia na sua aplicagdo, e que ¢
dispendiosa e demorada, principalmente devido ao tratamento da amostra, ja que a extragao
de DNA das células exige cuidados especiais para que a quebra mecanica do DNA ndo 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 investigacdo das relagdes filogenéticas de rizobios ¢ a
técnica de PCR-RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism). Esta técnica utiliza
enzimas de restricdo, 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 distingdo entre as seqiiéncias de nucleotideos nas fitas de DNA. Quando ¢ utilizada
para gerar fragmentos de restrigdo em genes ribossomais amplificados por PCR (Polymerase
Chain Reaction) esta técnica também ¢ 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 intraespecifica, fornecendo uma analise complementar a caracterizagdo prévia por
outras metodologias (GRANGE; HUNGRIA, 2004; ALBERTON et al., 2006).

O genoma dos rizobios apresenta um unico cromossomo e pode conter um
nimero variavel de plasmideos, sendo que os genes envolvidos nas diferentes etapas do
processo de nodulacdo, nod, nol e noe, na maioria das vezes, estdo contidos em um tUnico

plasmideo simbiotico (pSym) (HUGHES, 2000). Os demais plasmideos sdo denominados de
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cripticos e estdo relacionados a capacidade de sobrevivéncia dos rizébios no solo (AMARAL
et al., 1995), a biossintese de polissacarideos de superficie, bem como para a nodulacao e
capacidade competitiva (BROME t al., 2002). As estirpes de Rhizobium, normalmente
apresentam de um a seis plasmideos, que podem representar até 25% do genoma total da
bactéria (BROM et al., 2002). Eckhardt (1978) desenvolveu a técnica para separagdo de
plasmideos ¢ DNA cromossomal por eletroforese em gel de agarose e esta vem sendo
adaptada por diversos autores. Sobretudo, entre intimeras utilizagdes da técnica, tem—se o
estudo da diversidade de rizobios de feijoeiro, através dos perfis de plasmideos (ANDRADE
et al., 2002). A estirpe R. etli CFN 42 contem seis plasmideos (p42a ce p42f) variando de 150
a 600 kb e ¢ utilizada em muitos estudos, por exemplo, por Brom et al. (2002). O plasmideo
p42d (390 kb) correponde ao plasmideo pSym, o p42b carrega seqiiéncias requeridas para a
biossintese de lipossacarideos e para o estabelecimento da simbiose; o p24a ¢ um plasmideo
autotransferivel, indispensavel para a mobilizagdo do plasmideo pSym e o p42f, contem os
genes fixL e fixXNOQP (BROM et al., 2002).

Baseado nesse contexto, para o melhor posicionamento filogenético de
estirpes de rizobios, ¢ recomendada a utilizacdo de andlise polifasica, ou seja, que sejam
considerados de dois a trés parametros de analises (LAGUERRE et al., 2001). Os métodos
que demonstraram maior confiabilidade dos resultados foram o seqiienciamento do gene 16S
rRNA e também de outros genes cromossomais, a amplificacdo com primers especificos pela
PCR e a fragmentacdo de DNA por enzimas de restri¢do pela técnica de RFLP. Contudo, para
que FBN traga maiores beneficios para a cultura do feijoeiro € necessario que maiores estudos
sejam realizados quanto a diversidade das estirpes brasileiras, envolvendo parametros
morfolégicos, fisiologicos e genéticos e que dentro desta diversidade possam ser identificadas
estirpes mais competitivas, mais estdveis geneticamente e com maior capacidade de fixagao

de nitrogénio.
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6 ESTABELECIMENTO DA SIMBIOSE RIZOBIO-LEGUMINOSA

Os rizdbios sdo um grupo heterogéneo de bactérias classificadas em quatro
familias: Rhizobiaceae, Phyllobacteriaceae, Hyphomicrobiaceae e Bradyrhizobiaceae
(GARRITY; HOLT, 2001). De todos os géneros englobados nestas familias, somente
Rhizobium, Sinorhizobium, Mesorhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium e Allorhizobium
sdo capazes de estabelecer simbiose com as leguminosas.

A interacdo simbidtica rizobio-leguminosa inicia-se com a formagao de um
novo 6rgdo na raiz da planta, denominado de nédulo, cujo no seu interior, posteriormente, ird
ocorrer a FBN. A grande complexidade do processo estd nas numerosas trocas de sinais
moleculares entre a bactéria e a planta durante a infec¢do, desenvolvimento e funcionamento
dos ndédulos com aproximadamente, 100 genes bacterianos e da planta envolvidos neste
processo (VANCE, 2002).

A formagdo dos nddulos ¢ um processo que ocorre em varias etapas e
envolve mudangas fisiologicas e morfoldgicas, tanto na planta hospedeira quanto na bactéria.
As alteragdes na bactéria visam, especialmente, o recebimento de fontes de carbono da planta
hospedeira, para prover o ATP e poder redutor, necessarios para o processo da fixacao
biologica, enquanto as mudancas na planta hospedeira visam assimilar a amonia produzida
pelas bactérias (HUNGRIA et al., 1994).

O estabelecimento da simbiose rizobio-leguminosa inicia-se com a
excrecao, pela planta hospedeira, de compostos de agdo quimiotdtica sobre o rizobio
(HUNGRIA et al., 1997), facilitando a colonizacao rizosférica e estimulando o crescimento da
bactéria (HUNGRIA; STACEY, 1997). Geralmente, estes compostos excretados sdo aglicares,
aminoacidos e acidos dicarboxilicos que promovem a adesdo dos rizobios aos pélos
radiculares das plantas, num processo relativamente estavel e irreversivel, que ocorre em duas
etapas: Na primeira etapa, as bactérias isoladas se aderem as que estdo presas aos pélos
radiculares (HUNGRIA et al., 1997) ¢ simultaneamente a esta a adesdo, tem inicio uma troca
de sinais moleculares entre 0o microssimbionte e a planta hospedeira, que libera compostos
fendlicos, geralmente flavondides, e também quaterndrios de amoénia denominados
coletivamente de betainas, que sdo responsaveis pela indugdo de transcricdo de genes
bacterianos, essenciais a nodulagao (genes nod, nol e noe) (BRENCIS; WINANS, 2005).
Ainda nesta etapa, as lectinas das plantas hospedeiras servem como receptores para os

exopolissacarideos (EPS) bacterianos e sdo moléculas que desempenham um importante papel
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no estabelecimento da simbiose rizobio- leguminosa (HIRSCH, 1999; BRENCIS; WINANS,
2005). Na segunda etapa de troca de sinais moleculares (Figura 2), os rizobios produzem
sinais especificos para cada planta hospedeira, por meio dos genes de nodula¢do, conduzindo
a producdo dos fatores de nodulagdo, ou fatores Nod, que sdo oligossacarideos lipoquitinicos
(LCOs) que induzem modificacdes radiculares no estagio de pré-infeccdo, como: formacao de
raizes curtas e grossas, deformacgdo, encurvamento e aumento no nuamero dos pélos
radiculares, seguido por invaginacdo da parede celular e formagdo de um corddo de infeccao
no interior do pélo radicular. Associado com a infec¢do ocorre a indugdo de divisdo celular
nas células do cortex e a formagdo do primérdio nodular, cujo desenvolvimento dé origem ao
nodulo (PICHON et al., 1992) (Figura 3). A partir do estabelecimento do nédulo radicular, as
bactérias que se encontram dentro das células radiculares hospedeiras param de se multiplicar,
aumentam de tamanho e sofrem varias alteracdes bioquimicas para se diferenciarem em
bacterdides, formas capazes de fixar N, Quando o nddulo estd formado, sdo sintetizadas as
enzimas relacionadas com a quebra da tripla ligagdo do N e com a assimilagdo do N fixado
inicia-se o processo de FBN.

Essa interagdo simbiotica requer um alto grau de compatibilidade entre o
rizobio e a planta hospedeira, pois a sinalizagdo molecular, através dos flavonoides e dos
fatores Nod, ¢ altamente especifica e coordenada (SCHULTZE; KONDOROSI, 1998).
Entretanto, o grau de especificidade varia muito em fun¢do do rizobio e da leguminosa
considerados. A prosmicuidade simbiotica ndo estd associada com nenhum grupo taxondomico

em particular, mas esta amplamente distribuida na natureza (PERRET et al., 2000).
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Figura 2 — Intercambio de sinais especificos entre os simbiontes.
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Figura 3 — Estabelecimento da simbiose entre rizobio e leguminosa. (Micrografias cedidas por Belén
Moron)
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7 ASPECTOS GENETICOS DA FBN

Os rizobios sdo capazes de reduzir o N, a amodnia, além de outros compostos
devido a presenga de um complexo enzimatico denominado dinitrogenase, que ¢ formado por
duas unidades protéicas: a Ferro-proteina (Fe-proteina) codificada pelo gene nifH ¢ que coleta
a forca redutora ¢ a Molibdénio-Ferro-proteina (MoFe-proteina) codificada pelos genes nifD e
K, que coleta e reduz o substrato. Durante o processo de redu¢do do Ny, a dinitrogenase ¢
auxiliada por uma terceira molécula transportadora de elétrons, a ferrodoxina, responsavel
pela transferéncia de um elétron para a unidade Fe-proteina que, entdo, reduzida, doa um
elétron para a MoFe-proteina, que acumula os elétrons. O processo ocorre até que oito
transferéncias de elétrons sejam acumuladas, possibilitando a redu¢do completa do N, a NHs.
Estes oito elétrons sdo necessarios porque, obrigatoriamente, também ocorre a redugdo de

protons de hidrogénio (H") a H, . A reacio pode ser assim expressa:

+

N + Se-+ 8§H +16 ATP — 2 NHs+ Hx+ 16 ADP + 16 Pi.

Por ser um processo de alta demanda energética, hd um rigoroso controle
genético do metabolismo da FBN através dos genes de fixagao, nif ¢ fix. Em Rhizobium, a
sintese da nitrogenase ¢ codificada pelos genes estruturais nifD, K e H que estdo organizados
em “cluster” e encontram-se em um Unico plasmidio simbiodtico (BECKING, 1992; WANG;

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

7.1 ESTRUTURA DOS FATORES NODULAGCAO

Os fatores de nodulagdo (fatores Nod) desempenham um papel fundamental
no inicio do desenvolvimento do nédulo e na invasao bacteriana (BROUGHTON et al., 2000;
PERRET et al., 2000; D'HAEZE; HOLSTERS, 2002). Em resposta ao sinal liberado pela
planta (flavonoides, betainas e acidos aldonicos), os rizobios sintetizam os factores Nod,
dirigidos a planta hospedeira (DAKORA, 2003). Os genes bacterianos envolvidos na
biossintese e excrecdo dos fatores Nod sdo denominados de genes de nodulagdo. Inicialmente
se denominaram como genes Nod, mas como o numero seguia crescendo se utilizaram outras

designagdes como nol e noe. Na maioria das espécies de rizobios, estes genes se encontram
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localizados em um plasmidio simbidtico (pSym), como em R. tropici. J4 em outras espécies
como B. japonicum ou M. loti, estes genes se localizam no cromossomo (DOWNIE, 1998).

O processo de ativacdo dos genes de nodulagdo envolve reguladores
transcricionais da familia “LysR-like” , conhecidos como NodD e que se expressam
constitutivamente. A proteina NodD se liga a seqiiéncias altamente conservadas de 47 pares
de bases (pb) encontradas nas regides promotoras dos genes de nodulagdo, denominadas
"caixas nod" (PERRET et al., 2000), além de interagir com os sinais moleculares da planta ¢
coordenar a transcri¢do de demais genes de nodulacdo, responsaveis pela sintese dos fatores
implicados na formag¢do do nodulo. Todos os rizobios capazes de nodular efetivamente
apresentam multiplas copias do gene nodD. R. leguminosarum bv. phaseoli e Rhizobium sp.
NGR234 contém trés e duas copias, respectivamente (LAEREMANS; VANDERLEYDEN,
1998). R. etli apresenta trés copias e R. tropici ITA CEN 299 ¢ I1IB CIAT 899 contém 5 copias
(Van RHIJIN et al., 1995).

A sintese do esqueleto basico do fator Nod ¢ constituido por 3 a 5 moléculas
de N- acetilglucosamina (GlcNAc) unidas por ligagdes B-1,4, codificado pelos genes
nodABC, presentes em todos os rizobios até hoje investigados e, por esse motivo,
denominados genes nod comuns, juntamente com o gene regulador nodD. Moléculas de N-
acetilglucosamina sintetizadas pela bactéria sdo polimerizadas mediante a atividade
transferase da proteina NodC. A proteina NodA promove a transferéncia de um grupo acil ao
grupamento amina livre gerado na extremidade ndo redutora enquanto a proteina NodB age na
desacetilacdo do residuo de N-acetilglucosamina da extremidade redutora do fator Nod
(MANYANI, 2000). A estrutura basica do fator Nod pode sofrer modificacdes quimicas tanto
no seu extremo redutor quanto no ndo redutor, sendo mais freqiientes modificagdes como
sulfatagdo metilagdo, acetilagao e fucosilacio, que podem variar em cada espécie e biovar de
rizobio (LLORET; MARTINEZ-ROMERO, 2005). A sintese e transferéncia de grupos
quimicos sdo determinadas por genes conhecidos como hsn (host specific nodulation), ou
genes de nodulacdo especificos do hospedeiro (SCHULTZE; KONDOROSE, 1998;
BROUGHTON et al., 2000; PERRET et al., 2000).

As espécies de rizobios diferem quanto aos genes de nodulacdo que
apresentam, e esta heterogeneidade ¢ responsavel pelas diversas estruturas dos fatores Nod
liberados. As decoragdes dos fatores Nod ¢ atribuida a especificidade ou promiscuidade da
interagdo com seu hospedeiro (BROUGHTON et al., 2000), assim como o regulador, gene
nodD, cujo numero e especificidade pelo seu hospedeiro é variavel (HONMA et al., 1987,
SPAINK et al., 1994, LLORET; MARTINEZ-ROMERO, 2005) .
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Os genes de nodulagdo se classificam em dois grupos, de acordo com sua
fung¢@o: comuns e especificos. Os genes comuns, tais como NOJABC, estdo presentes em
todos os rizobios estudados até hoje, e os especificos que constituem a maioria dos genes de
nodulag¢do descritos, sdo responsaveis pelas modificacdes no esqueleto oligossacaridico.
Devido a que a presenga de determinadas modificagcdes nos factores Nod ¢ imprescindivel
para a nodulacao de certas leguminosas, estes genes sao considerados como um dos principais
determinantes da especificidade hospedeira (KONDOROSI et al., 1984).

Nem todas as leguminosas tém os mesmos requerimentos em relagdo as
decoragdes presentes nos LCOs para que estes sejam reconhecidos pelos receptores da planta
e realizem sua fungdo. A falta de fatores Nod comum com decoragdes especificas nas estirpes
que nodulam o feijdo, sugere que esta planta deve ter desenvolvido mecanismos de infec¢do e
nodulacdo distintos das plantas que sd3o noduladas por um nimero limitado de rizobios

(LAEREMANS; VANDERLEYDEN, 1998).
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8 GENOMA DE DIAZOTROFOS SIMBIOTICOS

Nesta década, grandes avancos no conhecimento de sistemas genéticos de
varios organismos vivos, especialmente de bactérias, vém sendo obtidos, sem sombra de
davida, pela técnica de seqiienciamento de genomas. O seqiienciamento completo de genomas
prové ndo somente a informagdo necessaria para a realizacdo de andlises funcionais dos
genes, como também conduz a novas percepgdes relacionadas as fungdes destes genes e
evolucdo do genoma por comparagdo da composicdo dos genes e sua organizagdo 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). Ja em 2006 estdo 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 ¢ referente
a bactérias patogénicas ao homem ou extremofilicas (NCBI, 2006).

Os genomas de bactérias sdo 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 seqiiéncias de diversos plasmideos de rizobios (Rhizobium sp.
NGR 234 (agora classificado como Sinorhizobium fredii), Rhizobium etli e Rhizobium
rhizogenes, este tultimo renomeado como Agrobacterium rhizogenes) também estdo
disponiveis. O banco de genes do NCBI conta, ainda, com seqiiéncias parciais de genomas e
plasmideos de bactérias e o seqiienciamento de outros 612 genomas estdo em progresso
(NCBI, 2006). Além disso, outra estratégia vem sendo utilizada, com o seqiienciamento
parcial de genomas, permitindo obter valiosas informagdes. Esse foi o caso, por exemplo, da
determinacdo 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 ¢ dentre estes, cinco sdo de rizobios: 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 (GONZALEZ et al., 2006) ¢ Rhizobium
leguminosarum biovar viciae estirpe 3841 (YOUNG et al., 2006). Nos géneros Rhizobium ¢
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Sinorhizobium, o plasmideo Sym contém a maioria dos genes responsaveis pela nodulacdo e
fixagdo do nitrogénio. O seqiienciamento do plasmideo simbidtico de Rhizobium sp. NGR234
identificou a presenca de 416 genes funcionais, incluindo 26 genes para nodulagdo e 26 genes
para fixacdo do nitrogénio (FREIBERG et al., 1997).

A seqiiéncia completa do genoma de Mesorhizobium loti MAFF303099
demonstrou que seu genoma consiste de um unico cromossomo, de 7 Mb e dois plasmideos,
pMLa, de 351,9 kb e pMLDb, de 208,3 Kb. O cromossomo contém 6.752 genes codificadores
de proteinas, além dos genes para RNAs ribossdmicos e transportadores. Dos genes
funcionais, 54% mostraram similaridade com genes de fungdes conhecidas. Um segmento de
DNA de 611 Kb foi identificado como uma possivel ilha simbiotica, contendo 30 genes para
fixacdo de nitrogénio e 24 genes para nodulagdo. Os genomas dos plasmideos pMLa e pMLb
contém, respectivamente, 320 e 209 genes potenciais para diferentes fungdes bioldgicas.
Contudo, apenas um unico gene plasmidial para nodulagdo foi identificado (KANEKO et al.,
2000).

O genoma de S. meliloti estirpe 1021 também foi completamente
seqiienciado, consistindo em um cromossomo de 3,7 Mb e dois plasmideos, pSymA de 1,4
MB e pSymB de 1,7 Mb. Foram anotados 6.204 genes funcionais, sendo que 59,7% podem ter
suas fungdes determinadas por comparacdes em bancos de dados. O cromossomo de S.
meliloti ¢ tipico de bactérias aerdbicas heterotroficas. O plasmideo pSymB extende os
potenciais metabdlicos, permitindo que a bactéria possa metabolizar uma variedade de
pequenos compostos encontrados no solo ou na rizosfera da planta, além de permitir a sintese
de polissacarideos envolvidos na colonizacao do hospedeiro. O plasmideo pSymA contém a
maioria dos genes relacionados a nodulagao e fixa¢do do nitrogénio, conferindo a capacidade
para a bactéria colonizar ambientes de baixa tensdo de oxigénio e metabolizar uma variedade
de formas quimicas de nitrogénio (GALIBERT et al., 2001).

No género Bradyrhizobium, os genes envolvidos no evento de nodulagio
(genes nod, nol e noe), fixagdo do nitrogénio (genes fix) e sintese de nitrogenase (genes nif)
estdo localizados no cromossomo. A seqiiéncia completa do genoma de B. japonicum estirpe
USDAT110 confirmou que seu genoma consiste em um Unico cromossomo de 9 Mb, sem a
presenca de plasmideos. O cromossomo contém 8.317 genes codificadores de proteina, além
dos genes para RNAs ribossomicos e transportadores. Dos genes funcionais, 52% puderam ter
suas fungdes determinadas por comparagdes em bancos de dados, 34% dos genes de
apresentam similaridade com M. loti e S. meliloti e 23% s3o Unicos desta espécie. Um

segmento de 681 kb foi identificado como uma possivel ilha simbiotica, incluindo a regido
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cromossomica de 410 kb onde estdo agrupados os genes de nodulacdo e fixacdo. Foram
atribuidos 655 genes codificantes de proteina para essa regido, sendo que 301 deles estdao
envolvidos na transmissdo de DNA e fixacdo de N,. Foram anotados 167 genes para
transposases, em 104 copias de seqiliéncias de inser¢ao identificadas no genoma, além de 100
outros genes relacionados as transposases localizados na ilha simbiotica. Foi observado, em
14 posi¢des diferentes do genoma, um segmento de DNA de 4 a 97 kb inserido nos genes de
tRNA, com capacidade de gerar duplicagdo parcial nos genes alvos do tRNA. Estas
observagdes sugerem uma plasticidade elevada no genoma de B japonicum, a qual,
provavelmente, ocorre devido ao rearranjamento complexo do genoma, incluindo
transferéncia horizontal e insercao de varios elementos de DNA e recombinagdo homologa
(KANEKO et al., 2002).

A comparagdo entre os genomas de S. meliloti e M. loti, a regido
cromossomal de 410 Kb de B. japonicum e o plasmideo simbidtico de 536 Kb de Rhizobium
sp NGR 234. permite algumas conclusdes como: 1) 35% dos genes de M. loti ndo apresentam
equivalentes em S. meliloti; 2) as informagdes genéticas carregadas nos plasmideos pSymA e
pSymB em S. melilotii encontram-se dispersas no genoma de M. loti; 3) M. loti contém ilhas
simbidticas, além dos genes de nodulagdo e fixacdo de nitrogénio, que ndo tém equivalente
em S. meliloti; 4) S. meliloti ndo apresenta um sistema de secre¢dao do tipo III, comum aos
outros géneros; e 5) 54% dos genes no plasmideo simbidtico de Rhizobium sp. ndo
apresentam equivalentes em S. meliloti. Todas estas observacdes indicam que rizobios
diferem significativamente quanto ao conteiido e organizagdo génica, independentemente de
suas relagdes taxonomicas e habitos simbidticos (GALIBERT et al., 2001).

O genoma de R. leguminosarum biovar viceae estirpe 3841 também foi
completamente seqiienciado, consistindo em um cromossomo de 5,05 Mb e seis plasmideos
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 proteinas, 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 plasmideos. 2056 genes tem ortdlogos nos genomas de Agrobacterium
tumefaciens, S. meliloti ¢ M. loti. Dos genes funcionais, 69% demonstraram similaridade com
genes de func¢des conhecidas (YOUNG et al., 2006).

A seqiiéncia completa do genoma de Rhizobium etli CFN42 demonstrou que
seu genoma consiste de um tnico cromossomo, de 4,38 Mb e seis plasmideos, p42a (194 kb),

p42b (184 Kb), p42c (250 Kb), plasmideo simbidtico 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 proteinas, 4287
(71%) dos genes funcionais demonstraram similaridade com genes de funcdes conhecidas e
2892 deles estdo localizados no cromossomo. Varios genes relacionados a simbiose estdo
localizados nos p42b (Ips) e p42f (fix) e outros também no cromossomo. Os plasmideos p42a
e p42d sdo moléculas atipicas no contexto do restante do genoma, pois apresentam regioes
altamente conservadas (vir, tra e sym) semelhantes as encontradas nos plasmideos de A.
tumefaciens (pTiC58), Rhizobium spp (pNGR234a) e M. loti (pMLa). Os outros quatro
plasmideos apresentam atributos coerentes entre eles € com o cromossomo, indicando assim
um longo tempo de coevolugdo entre eles. As caracteristicas estruturais do genoma de R. etli
CFN 42 refletem importantes taxas evolucionarias de transferéncia horizontal de genes,
duplicagdes, delecdes e rearranjos gendmicos (GONZALEZ et al., 2006).

O Brasil €, provavelmente, o pais que mais tem utilizado os beneficios da
FBN em culturas de graos (HUNGRIA et al., 2003). Por isso, torna-se importante desenvolver
estudos de genomica com estirpes brasileiras, mas o custo de um genoma completo ¢ bastante
elevado. Uma alternativa de estudo, no caso de grandes genomas, ¢ utilizar uma estratégia
denominada de panorama gendmico que consiste no seqiienciamento parcial do genoma a
partir da constru¢do de bibliotecas pela técnica de “shotgun”, e que foi utilizada em
Rhizobium NGR234, curada do plasmideo simbidtico pPNGR234a por Viprey et al., (2000). A
leitura de 2.275 seqiiéncias, 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 identificagdo de 1.130 seqiiéncias codificando proteinas putativas
e a andlise dessas seqiiéncias, em comparagdo com outros genomas, sugere que esse numero
foi suficiente para representar o genoma dessa bactéria. Além disso, diversas seqiiéncias
pioneiras foram identificadas, indicando que informagdes relevantes podem ser obtidas, a um
custo acessivel, pelo seqiienciamento parcial do genoma (VIPREY et al., 2000).

Estima-se que o genoma de R. tropici esteja entre 7 e 8 milhdes de pares de
bases. Desse modo, considerando-se a metodologia proposta por Viprey et al. (2000), a
analise de, aproximadamente, 10% a 15% do genoma, seria necessdria, para obter um
panorama gendmico da estirpe PRF 81, cerca de 3.000 leituras de boa qualidade, com 300 pb
0 que equivale a, aproximadamente, 5.000 leituras no MegaBace1000. Acredita-se que, com
essa cobertura, seja possivel identificar cerca de um ter¢co de genes de importadncia na
dindmica do genoma de R. tropici PRF 81, buscando aqueles com potencial de exploragdo
biotecnoldgica, com énfase em genes que aumentem o potencial de FBN, tais como: genes de

nodulagdo, nod, noe, nol ¢ fixagdo, fix e nif, ou proteinas regulatorias de transcri¢do
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relacionadas a competitividade, bem como com a capacidade saprofitica da estirpe. Pretende-
se, pela analise desses genes, identificar diferencas na distribuicdo dos genes dessa estirpe
eficiente e competitiva e que permitam delinear novas estratégias que contribuam para
minimizar as limitagdes a FBN, freqiientemente relatadas na simbiose com a cultura do

feijoeiro.
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Abstract

Common bean (Phaseolus vulgaris) is native to the Americas, and Rhizobium etli is the
dominant microsymbiont in both the Mesoamerican and the Andean centers of genetic
diversification. Wild common beans are not found in Brazil, although the legume has been
cropped there throughout time and all but one of the rhizobial species that nodulate it
(Rhizobium gallicum) have been broadly detected in Brazilian soils. However, the majority
of the effective rhizobial strains isolated so far from field-grown plants belong to R. tropici.
This study describes the analysis of symbiotic and non-symbiotic genes of fifteen effective
R. tropici strains, isolated from four geographically distant regions in Brazil. With RFLP-
PCR of the 16S and 23S rRNA genes and sequence analysis of 16S rRNA, two clusters
were observed, one related to R. tropici type A and another to type B strains. Diversity in
ribosomal genes was high, indicating that type A strains might represent a new species.
High intraspecies diversity was also observed in the rep-PCR analysis with BOX, ERIC
and REP primers. However, in the RFLP-PCR analysis of nifH and nodC genes, all R.
tropici showed unique combinations of profiles, which might reflect an evolutionary

strategy to maximize N, fixation.

Keywords: Bacterial genetic diversity; Biological nitrogen fixation; Common bean;

Rhizobium etli; Rhizobium tropici
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1. Introduction

Commom bean (Phaseolus vulgaris L.) represents the most important source of protein
for the poorer populations of Central and South America, with Brazil being the largest
grower and consumer of the legume worldwide (Embrapa, 2006). Phaseolus vulgaris is
considered native to the Americas, and domestication thought to have taken place
separately in two major centers of genetic diversification: the Mesoamerican center or
northern group (from Mexico to the northern region of South America), and the Andean
center or southern group (from southern Peru to the north of Argentina); a third minor
domestication center might exist in Colombia (Gepts and Bliss, 1988; Gepts 1990; Kami et
al., 1995). Archeological evidences indicate that common bean was spread by migration
and trade among Indian populations throughout history.

An important feature of the common bean plant is its ability to establish a symbiotic
partnership with specific bacteria, setting up the biological N,-fixation process in root
nodules that may supply the plant’s needs for N. Five species of Rhizobium have been
described as capable of nodulating—and in most cases fixing N>—with common bean: R.
leguminosarum bv. phaseoli (Jordan, 1984), R. tropici (Martinez-Romero et al., 1991), R.
etli bv. phaseoli (Segovia et al., 1993), R. gallicum (bv. gallicum and bv. phaseoli) and R.
giardinii (bv. giardinii and bv. phaseoli) (Amarger et al., 1997). Furthermore, other
genetically diverse isolates have been isolated from common bean nodules, possibly
representing new species (Eardly et al., 1995; van Berkum et al., 1996; Straliotto et al.,
1999; Grange and Hungria, 2004), while others can nodulate common bean but usually do
not fix N, under laboratory conditions, and have not yet been isolated from field-grown
plants (e.g., Michiels et al., 1998; Lok et al., 2006; Wang and Martinez-Romero, 2006).

Studies have indicated that R. efi is the dominant microsymbiont in both the
Mesoamerican and the Andean centers of genetic diversification (Segovia et al., 1993;
Souza et al., 1994; Aguilar et al., 1998, 2004; Bernal and Graham, 2001; Martinez-Romero,
2003). After colonization by Europeans, common bean was introduced into Europe and
seeds may have carried R. et/i which transferred its symbiotic plasmid to indigenous R.
leguminosarum (Segovia et al., 1993). Later, R. leguminosarum may have transferred the
plasmid to R. gallicum bv. phaseoli and R. giardinii bv. phaseoli (Amarger et al., 1997). R

tropici was originally isolated from common bean nodules in Colombia and was then found
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to be abundant in Brazilian soils, trapped by either common bean or Leucaena sp.
(Martinez-Romero et al., 1991; Mercante, 1993; Mercante et al., 1998). However, R.
tropici has also been isolated from nodules of common bean and other legumes in Europe
(e.g., Amarger et al., 1994), Africa (e.g., Anyango et al., 1995; Odee et al., 2002), Australia
(e.g, Lafay and Burdon, 1998, 2001), and Central America (e.g., Acosta-Duran and
Martinez-Romero, 2002).

All described common bean rhizobial species have been detected in Brazilian soils,
except for R. gallicum, (S& et al., 1993; Mercante et al., 1998; Straliotto et al., 1999;
Oliveira et al., 2000; Mostasso et al., 2002; Grange and Hungria, 2004). In population
studies, high percentages of R. et/i (Grange and Hungria, 2004; Grange et al., 2006) and of
R. leguminosarum (Straliotto et al., 1999; Andrade et al., 2002; Mostasso et al., 2002) were
recovered when dilutions of Brazilian soils were used as inocula for common bean plants
under axenic conditions. However, R. tropici was clearly dominant in field-grown plants,
even when cultivars of the Mesoamerican group were used as trap hosts (Hungria et al.,
1997, 2000, 2003; Oliveira et al., 2000; Mostasso et al., 2002). The dominance of R. tropici
in nodules of field-grown plants has been attributed to the intrinsic properties of the
species, particularly tolerance of acidic and high-temperature conditions (Martinez-Romero
et al., 1991; Graham et al., 1994; Hungria et al., 2000, 2003), resulting in stronger
competitiveness under the often-stressful tropical conditions in Brazil (Mercante, 1993;
Hungria and Stacey, 1997; Hungria et al., 1997, 2000, 2003; Mercante et al., 1998; Hungria
and Vargas, 2000; Mostasso et al., 2002).

In light of these results, together with the important feature of higher symbiotic stability
of R. tropici (Martinez-Romero et al., 1991), probably due to the presence of a unique copy
of the nifH gene (Martinez-Romero et al., 1991; Geniaux et al., 1993), a strain-selection
program was established in Brazil in 1994 aimed at selecting strains belonging to this
species that are effective in fixing N,. The first criterion considered in this program was the
ability to nodulate both common bean and Leucaena sp. and to grow in vitro at elevated
temperatures (Martinez-Romero et al., 1991), although these properties may not be
exclusive to R. tropici (e.g., Hernandez-Lucas et al., 1995). Three strains (CIAT 899, PRF
81 and H 12) have been identified in this selection program, capable of supplying sufficient
N to support grain yields of 2,500 kg ha™' or more (Hungria et al., 2000, 2003); they have

been officially recommended for the use in Brazilian commercial inoculants for common
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bean crops (MAPA, 2006). However, despite economic importance and the promising

results achieved, Brazilian strains of high N,-fixation capacity are still poorly
characterized. Accordingly, the aim of this study was to characterize very effective putative
R. tropici strains isolated from different Brazilian regions using a polyphasic approach that

includes phenotypic properties and genetic analysis of ribosomal and symbiotic genes.

2. Material and methods

2.1. Rhizobial strains

Rhizobium tropici type A strain CFN 299 (=USDA 9039; =USDA 9029; =LMG 9517,
=UMR1026; =CENA 183), and type B strain CIAT 899" (=USDA 9030; USDA 2744,
=UMR1899; =TAL 1797, =HAMBI 1163; =CMO01; =SEMIA 4077; =ATCC 49672;
BR322), and R. etli bv. phaseoli strain CFN 42" (=USDA 9032) were supplied by Dr.
Esperanza Martinez, Centro de Ciencias Gendmicas, Cuernavaca, Mexico. R.
leguminosarum bv. phaseoli USDA 2671 (=RCR 3644), R. leguminosarum bv. viciae
USDA 2370" (=ATCC 10004), and R. leguminosarum bv. trifolii ATCC 14480 (=USDA
2145, =LMG 8820) were provided by Dr. Peter van Berkum (USDA, Beltsville, MD,
USA). R. giardinii bv. giardinii strain H152" and R. gallicum bv. gallicum strain R602"
were provided by Dr. Noelle Amarger, INRA, Dijon, France.

Eleven (Table 1) strains used in this study, isolated by our group, were chosen as the
most effective in fixing N, in previous work. They were isolated from the southern state of
Parana (PR) (Hungria et al., 2000), in the Federal District (FD), from the central state of
Goias (GO) (Mostasso et al., 2002), and from PR and the northeastern state of Pernambuco
(PE) (Grange and Hungria, 2004) (Fig. 1); some of their properties were described in those
studies. Strains PRF 81 (Hungria et al., 2000) and H 12 (Mostasso et al., 2002; Hungria et
al., 2003) have also received the denominations of SEMIA 4080 and SEMIA 4088,
respectively.

Four other Brazilian strains (CPAO 2.11, CPAO 12.5, CPAO 29.8 and CPAO 1135)
were isolated from the state of Mato Grosso do Sul (MS), in the central-western region

(Fig. 1) and are described for the first time in this study. They were identified as the most
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effective strains in fixing N, among 527 isolates collected from 87 sites in 34 districts
covering all common bean producing areas of the state.

Strains were maintained in yeast-mannitol (YM) liquid broth (YMB, Vincent, 1970)
mixed with glycerol (25%) and stored at —80°C, and working cultures were maintained on
YM agar slants at 4°C. Rhizobia were cultured routinely at 28°C in YMB on a rotary
shaker operating at 65 cycles min™'. All strains have been deposited in the “Diazotrophic

and PGPR Bacteria Culture Collection” of Embrapa Soja.

2.2. Morpho-physiological characterization

Colony morphology (size, color, mucosity, transparency, borders and elevation) and
acid/alkaline reaction in vitro were evaluated as described by Vincent (1970), after 3 and 5
days of growth in the dark, at 28°C, on YM solid medium (YMA, containing 12 g of agar
L"), with bromothymol blue (0.00125%) as a pH-change indicator. Growth in Luria broth
(LB) and in peptone-yeast extract (PY) minus Ca medium (Martinez-Romero et al., 1991),
as well as in tryptone-yeast-extract medium (TY, Somasegaran and Hoben, 1994) at 40°C

and in TY modified for a pH of 4.0 was verified as described before (Hungria et al., 2000).

2.3. Genetic characterization

2.3.1. Extraction of total DNA

Total DNA of the strains was extracted as described by Kaschuk et al. (2006). To
obtain clean DNA, the extraction procedure included the addition, for each 400 pL of
bacteria resuspended in TE 50/20, of 50 pL of 10% SDS, 5 puL of proteinase-K (20 mg mL"
", 10 pL of lysozyme (5 mg mL™), and 2 uL of RNAse (10 mg mL™"). After two steps of
purification with ethanol at 99.5% and at 70%, the pellet was resuspended in 50 pL of TE
10/1 to estimate the concentration of the DNA. Samples were then diluted to 20 ng of DNA
uL " and kept at —20°C.

2.3.2. rep-PCR fingerprinting with BOX, ERIC and REP primers
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PCR amplification of repetitive regions of the DNA (rep-PCR) was carried out with
BOX-AIR (5-CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3’) (Versalovic et al, 1994),
enterobacterial repetitive intergenic consensus (ERIC) (ERICIR, 3’-
CACTTAGGGGTCCTCGAATGTA-5’; and ERIC2, 5’-
AAGTAAGTGACTGGGTGAGCG-3’), and repetitive extragenic palindromic (REP)
(REPIR, 3’-CGGICTACIGCIGCIIII-5’; and REP2-I, 5’-CGICTTATCI GGCCTAC-3")
(de Bruijn, 1992) primers. DNA fingerprintings with the BOX primer were obtained
following the procedure described by Kaschuk et al. (2006), while the amplification with
ERIC and REP primers was performed as described by Santos et al. (1999). The reactions
were performed in an MJ Research Inc. PT 200 thermocycler. The amplified fragments
were separated by electrophoresis on 1.5% agarose (low EEO, type I-A) gels (20 x 25 cm),
at 120 V, for 7 h. The 1 kb Plus DNA Ladder (Invitrogen™™) was used as a molecular size
marker on the right, left and central lanes of each gel. The gels were stained with ethidium
bromide and photographed under UV radiation with a Kodak Digital Science 120

apparatus. The profiles obtained were confirmed in triplicate.

2.3.3. Restriction fragment length polymorphism (RFLP) of the PCR-amplified DNA region
coding for the 16S rRNA gene

The DNA of each strain was amplified with the universal primers rD1 (3’-
AAGGAGGTGATCCAGCC-5’) and D1 (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’), which
correspond to positions 8-27 and 1524—-1540, respectively, of Escherichia coli strain K12
(Weisburg et al., 1991). Volumes and cycles used in the reaction were as described before
(Germano et al., 2006). Six-uL aliquots of the PCR products were then digested separately
with each of the following restriction enzymes: Hpall (=Mspl) (5 — C/CGG — 3°), Hhal
(=Cfol) (5° - GCG/C — 3°), Ddel (5> — C/TNAG — 3’) and Haelll (5> — GG/CC — 3’)
(Invitrogen'™), as recommended by the manufacturers. The fragments obtained were
analyzed by electrophoresis in a 3% agarose gel (17 x 11 cm) at 120 V for 4 h. The 1-kb
Plus DNA Ladder (Invitrogen'™) was used as a molecular marker in the right, left and
central lanes of each gel. Gels were stained with ethidium bromide and photographed under
UV radiation with a Kodak Digital Science 120 apparatus. The profiles obtained were

confirmed twice.
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2.3.4. RFLP-PCR of the DNA region coding for the 23S rRNA gene

The DNA of each strain was amplified with primers P3 (5’-
CCGTGCGGGAAAGGTCAAAAGTAC -3’) and P4 (5’-CCCGCTTAGTGCTTTCAGC -
3’) (Terefework et al., 1998), and the volumes and the cycles were performed as described
by Germano et al. (2006). Six-uL aliquots of the PCR products were digested with three
restriction enzymes, Hhal, Haelll and Hinfl (5’-GANT/C-3") (Invitrogen'"), as
recommended by the manufacturers. The fragments obtained were visualized and

photographed as described in item 2.3.3, and the profiles obtained were confirmed twice.

2.3.5. RFLP-PCR of the DNA region coding for the nifH and nodC genes

For the nifH region, the DNA of each strain was amplified with primers nifHF
(5’-TACGGNAARGGSGGNATCGGCAA-3’) and nifHI
(5’-AGCATGTCYTCSAGYTCNTCCA-3’) (Laguerre et al., 2001), as described before
(Grange et al., 2000), resulting in a product of approximately 780 bp. Amplification of the
nodC region was achieved using nodCF (5’-AYGTHGTYGAYGACGGTTC-3") and
nodCI (5’-CGYGACAGCCANTCKCTATTG-3’) primers (Laguerre et al., 2001), also as
described by Grange et al. (2006), and resulting in a fragment of about 930 bp. After
amplification, 6-uL aliquots of the PCR products were digested separately with the
following restriction enzymes (Invitrogen'): Hpall, Haelll and Mboll (=Ndel) for the
nifH DNA region and Hpall, Haelll, Mboll, Rsal and Hinfl for the nodC DNA region, as
recommended by the manufacturers. The fragments obtained were visualized and

photographed as described in item 2.3.3, and the profiles obtained were confirmed twice.

2.3.6. Sequencing analysis of the DNA region coding for the 16S rRNA gene

To obtain the full-length portion of the 16S rDNA (approximately 1,500 bp), five
reactions were carried out with the primers described by Menna et al. (2006) [fDI
(Weisburg et al., 1991, item 2.3.3); Y2 (5'-CCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGT-3’,
Young et al., 1991); 362f (target region 339-362) (5°-



254
255
256
257
258
259
260
261
262
263
264
265
266
267
268
269
270
271
272
273
274
275
276
277
278
279
280
281
282
283
284
285

CTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGG-3’); 786f (target region 764-786) (5°-

CGAAAGCGTGGGAGCAAACAGG-3’); and 1203f (target 1179-1203) (5°-
GAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTC-3’)]. Reactions and sequencing analyses were
carried out using the same procedures as described before (Menna et al., 2006). Sequencing
was performed in a MegaBACE 1000 DNA Analysis System (Amersham Biosciences),

with the dye terminator chemistry.

2.3.7. Plasmid profiles

The plasmid profiles were obtained as described previously by Eckhardt (1978), with
modifications. Cells were grown in 2 mL of PY liquid medium at 28°C to an optical density
of 0.3 at 600 nm and 200 pL were pelleted by centrifugation (12,000 rev min”, 4°C, 1
min). After that, 900 pL of N-lauroylsarcosine 0.3% were added and centrifuged again.
The cells were lyzed by adding 20 pL of saccarose solution 10% (with RNAse 0.4 mg/mL;
lysozyme 2 pg/mL). The plasmids were separated by electrophoresis on 0.8% agarose (low
EEO, type 1-A) gels (12 x 25 cm), at 10 V, for 12 h. R. etli strain CFN 42 was used as a

molecular size reference.

2.4. Data analyses

2.4.1. DNA profiles obtained in the rep-PCR and RFLP-PCR analyses

The sizes of the fragments in each analysis were normalized according to the MW of
the DNA markers. The fingerprintings obtained in the RFLP-PCR and in the rep-PCR
analyses were analyzed using BioNumerics software (Applied Mathematics, Kortrijk,
Belgium, version 1.50), setting up a position tolerance of 2%. In the RFLP-PCR analysis,
the analysis was performed first with the profiles obtained with each restriction enzyme and
then with the combined profiles obtained with all restriction enzymes. The analyses were
performed using the unweighted pair-grouping method with arithmetic mean (UPGMA)
algorithm (Sneath and Sokal, 1973) with the coefficient of Jaccard (Jaccard, 1912).

2.4.2. Analyses of the complete sequences of the 16S rRNA genes
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The high-quality sequences obtained for each strain were assembled into contigs using
the phred, phrap and consed programs as described before (Menna et al., 2006). Sequences
confirmed in the 3" and 5" directions were submitted to the GenBank database
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) to seek significant alignments.

Of the Brazilian rhizobia, R. tropici strains PRF 81 (AF260274), PRF 35 (AF260298)
(Chueire et al., 2003), and PRF 77 (AY117667) have been sequenced (Grange and
Hungria, 2004). Strains H 12, H 20, H 52, H 53 have been partially sequenced before, but
have not been deposited in the GenBank database. Therefore, the full sequences for the
strains were obtained, submitted to the GenBank database and received the accession
numbers (EF054889, EF054890, EF054891 and EF054892), respectively. A partial
sequence of strain 233 (AY117622) was known (Grange and Hungria, 2004); in this study,
sequencing of the entire gene was achieved and the database was updated. Sequences
coding for the entire 16S rRNA genes of the strains 130, 131 and 141 were obtained and
when submitted to the GenBank database received the accession numbers EF054884,
EF054885 and EF054886, respectively. Finally, accession numbers EF054887, EF054883,
EF054888 and EF054882 were given to strains CPAO 2.11, CPAO 12.5, CPAO 29.8 and
CPAO 1135, respectively.

Multiple alignments were performed with ClustalX version 1.83 (Thompson et al.,
1997). Phylogenetic trees were generated using MEGA version 3.1 (Kumar et al., 2004)
with default parameters, K2P distance model (Kimura, 1980) and the Neighbor-Joining
algorithm (Saitou and Nei, 1987), using Azospirillum brasilense strain A154 (DQ104848)
as an outgroup reference for the 16S rRNA phylogeny. Statistic supports for tree nodes
were evaluated by bootstrap analysis (Felsenstein, 1985) with 2,000 samplings (Hedges,
1992).

The sequences obtained were aligned and compared to those of the following
type/reference strains (accession numbers of the GenBank Data Library in parentheses): R.
etli CFN 42" (U28916); R. tropici (type A) CFN 299 (X98514); R. tropici (type B) CIAT
899" (U89832); R. leguminosarum bv. phaseoli USDA 2671 (U29388); R. leguminosarum
bv. viciae USDA 2370" (U29386); R. leguminosarum bv. trifolii ATCC 14480
(AY509900); R. giardinii bv. giardinii strain H152" (U86344); R. gallicum bv. gallicum
strain R602" (U86343); and Rhizobium rhizogenes strain ATCC 11325 (AY945955).
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3. Results

3.1. Morpho-physiological characterization

All Brazilian and reference/type common bean rhizobial strains used in this study
formed circular colonies with regular borders, flat in elevation, opaque in color, showing
intermediate to high production of mucus. After 3 to 5 days of growth on YMA at 28°C, all
strains acidified the medium (as indicated by the bromothymol blue) and colony diameter
ranged from 2 to 5 mm (data not shown).

Three out of the four strains from the state of Mato Grosso do Sul (MS) (CPAO 2.11,
CPAO 12.5 and CPAO 29.8, as well as strains 77 (from Pernambuco, PE), 130, 141 and
PRF 35 (from Parana, PR) were unable to growth in LB or PY minus Ca media (Table 1),
typical characteristics of all common bean rhizobial species except for the great majority of
R. tropici type B strains (Martinez-Romero et al., 1991). Three other strains from PR (PRF
81, 131, 233) and all strains from the Federal District (FD) grew poorly on both media,
giving colony sizes of only approximately 10% of those observed for CIAT 899'. In
relation to the growth at 40°C and in medium of pH 4.0, the great majority of the Brazilian
strains grew as well as R. tropici type B strain CIAT 899", The exceptions were poorer
growth of strains 77 and 141, similar to R. tropici type A strain CFN 299, and the absence

of growth of strain 130, as observed for all other common bean rhizobial species (Table 1).

3.2. Analysis of combined BOX, ERIC and REP- PCR genomic fingerprints

A high level of genetic diversity was observed in the rep-PCR fingerprintings (Fig. 2).
When the combined profiles obtained with the three sets of primers (BOX, ERIC and REP)
were submitted to cluster analysis using the UPGMA algorithm and the coefficient of
Jaccard, five groups emerged, joined at a final level of similarity of 46%, with each strain
identified by a unique combination of profiles. Group I clustered with a similarity of 52%,
containing R. tropici type B strain CIAT 899" with seven Brazilian strains from the central
(DF), central-western (MS) and southern regions (PR). The second cluster joined the three

reference strains of R. leguminosarum with strain 130 (PR), with a similarity of 67%. Type
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strains CFN 42" and R602" had a low similarity of 48% in the third group. The fourth
cluster included strain CFN 299 of R. tropici with the three CPAO strains from MS and
with strains 77 (from PE) and 141 (from PR), with a similarity of 57%. Finally, strains 131
and 233, both from PR, were linked to R. giardinii H152" in cluster V, also with a
similarity of 57% (Fig. 2).

3.3. RFLP-PCR of the 16S ¥rDNA and 23rDNA regions

The DNA amplification with the primers for the 16S rDNA region resulted in a single
product of about 1,500 bp for seventeen strains, while the PCR product obtained with five
Brazilian strains (77, 141, CPAO 2.11, CPAO 12.5 and CPAO 29.8), as well as with R.
tropici type A CFN 299 had about 1,600 bp (data not shown). Five combinations of profiles
were obtained when the products were digested with four restriction enzymes (Table 2, Fig.
3) The five Brazilian strains mentioned above also shared similar profiles as strain CFN
299, while nine others were similar to R. tropici type B CIAT 899'. The only Brazilian
rhizobium that did not share similar profiles with R. tropici was strain 130, with profiles
similar to R. leguminosarum. Enzyme Hhal allowed the identification of all R. tropici, and
the combination of only three restriction enzymes (Ddel, Haelll and Hhal or Hpall)
allowed the identification of four out of the five rhizobial species. However, four restriction
enzymes did not allow differentiation between R. etli and R. gallicum (Table 2).

A unique fragment of ~2.3 kb was obtained for all common bean rhizobial strains when
the DNAs were amplified with the primers for the 23S rDNA region (data not shown).
After the digestion of the PCR fragments with three restriction enzymes, seven
combinations of profiles were obtained (Table 2, Fig. 3). All five rhizobial species were
identified by unique combinations of profiles. Similar to what has been observed for the
RFLP-PCR of the 16S rDNA, R. tropici type A resulted in a different combination of
profiles than type B CIAT 899'. However, for the 23S rRNA region, restriction enzyme
Haelll resulted in different profiles for type B strains, one including strain CIAT 899" and
three Brazilian strains (H 12, H 20 and 131) and another with six other Brazilian strains
(CPAO 1135, 233, H 52, H 53, PRF 35 and PRF 81) (Table 2). The cluster analysis of the
RFLP-PCR products of the 16S rDNA and 23S rDNA regions indicates high variability of

the ribosomal genes within the species R. tropici (Fig. 4).
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3.4. Phylogeny based on the 16S rRNA gene

Almost full sequences of the 16S rRNA genes were obtained for all strains and 1,450
bp were considered in the multiple alignment analysis to build a phylogenetic tree. All
strains that shared similar RFLP-PCR profiles with R. tropici were joined in one cluster,
strongly supported by the bootstrap analysis (99%), that also included R. rhizogenes strain
ATCC 11325 (Fig. 5). However, within this cluster, R. tropici type A strains were
positioned in a different subcluster with a bootstrap support of 100%. The subcluster with
the other R. tropici strains was more diverse and four Brazilian strains (PRF 35, H 52, H 53
and PRF 81) were split into another group. Sequencing analysis confirmed the similarity of
nucleotides of strain 130 with R. leguminosarum, and none of the Brazilian strains was
clustered with R. gallicum or R. etli (Fig. 5). Finally, the sequencing analysis strongly
supported the results obtained in the RFLP-PCR analysis (Table 2).

3.5. RFLP-PCR of the DNA region coding for the nifH and nodC genes

The amplification reaction with nifH primers produced a fragment of about 780 bp for
all strains except for R. giardinii bv. giardinii H152" (data not shown), as expected, since
this biovar probably lacks nifKDH genes (Geniaux et al., 1993; Amarger et al., 1997).
When the PCR products were digested with three restriction enzymes, a combination of six
profiles was obtained, one for each species or biovar included in the study (Table 2, Fig. 6);
furthermore, the nifH pattern of each species was recognized by the use of only one
restriction enzyme (Table 2).

The DNA amplification with primers for the nodC gene resulted in a single product of
about 930 bp for all strains including R. giardinii. When the PCR products were digested
with five restriction enzymes, six different combinations of profiles were obtained (Fig. 6).
Once more all R. tropici strains shared similar profiles, and contrarily to the results
obtained with nifH, R. etli and R. leguminosarum bv. phaseoli showed similar profiles of

RFLP-PCR of the nodC gene (Table 2).

3.6. Plasmid profiling
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Eleven plasmid profiles were detected (Fig. 7), consisting of three to four plasmids for
each strain, except for R. etli strain CFN 42", characterized by six plasmids. Six plasmid
profiles could be discerned among the fifteen bean strains (Table 2; Fig. 7). The most
abundant profile (P2) was shared by R. tropici type B CIAT 899", together with the four
Brazilian strains (77, CPAO 2.11, CPAO 12.5, CPAO 29.8) that have shown similar
ribosomal genes as CFN 299 and with four (H 12, H 20, 131, 233) of the nine strains that
shared similarity with CIAT 899" (Table 2). Similar plasmid profiles were observed for
strain 130 and R. leguminosarum bv. phaseoli USDA 2671 (Table 2).

4. Discussion

Common bean is native to the Americas (Gepts and Bliss, 1988; Gepts 1990; Kami et
al., 1995), and despite being one of the most promiscuous hosts in its symbiotic
associations with rhizobia (Michiels et al., 1998; Herrera-Cervera et al., 1999; Martinez-
Romero, 2003), there is evidence that R. et/i bv. phaseoli is the dominant microsymbiont in
both the Mesoamerican and the Andean centers of genetic diversification (Kipe-Nolt et al.,
1992; Segovia et al., 1993; Souza et al., 1994; Aguilar et al., 1998, 2004; Bernal and
Graham, 2001; Martinez-Romero, 2003). However, there is archeological evidence that for
centuries seeds were exchanged among American Indian populations, resulting from trade
and migration (e.g., Prous, 1986; Freitas, 2001, 2006), likely carrying viable cells of R. etli
(Pérez-Ramirez et al., 1998; Andrade and Hungria, 2002). Later, with colonization by
Europeans, seeds of common bean—probably carrying R. etli—were introduced into
Europe, and the symbiotic plasmid transferred to local R. leguminosarum bv. phaseoli
(Segovia et al., 1993), and then to R. gallicum bv. phaseoli (Amarger et al., 1997).

The origin of the symbiotic association of common bean with R. fropici is not as clear
as that with R. etl/i. One hypothesis is that R. fropici is indigenous to South America
(Martinez-Romero et al., 1991), and Brazil is a strong candidate, representing the source of
the great majority of the strains isolated so far (Hungria et al., 1993, 1997, 2000; Mercante,
1993; Mercante et al., 1998; Straliotto et al., 1999; Andrade et al., 2002; Mostasso et al.,
2002; Grange and Hungria, 2004; this study). However, in view of the fact that wild

common beans are not found in Brazil (Debouck, 1986), R. tropici could be a
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microsymbiont of other indigenous host legumes, and possible candidates are species of
the genera Mimosa and Gliricidia, reported to establish very effective symbioses with R.
tropici under field conditions (Menna et al., 2006). It is noteworthy that R. tropici has also
been reported as a microsymbiont of indigenous legumes in Mexico, Gliricidia (Acosta-
Durén and Martinez-Romero, 2002) and in Africa, Bolusanthus and Spartium (Dagutat and
Stein, 1995). Finally, it should also be considered that the presence of R. tropici as the
microsymbiont of common bean plants in other countries (e.g., Amarger et al., 1994;
Anyango et al., 1995) could also be explained by trade or migration, e.g., common bean
seeds may have carried from Brazil to Africa in the sixteenth century.

In our study, fifteen common bean rhizobia very effective in fixing N,, isolated in four
surveys performed in different regions of Brazil (Hungria et al., 2000; Mostasso et al.,
2002; Grange and Hungria, 2004; this study) were genetically characterized in relation to
conserved and symbiotic genes. Based on the RFLP-PCR analysis of the 16S and 23S
rRNA genes, and on the sequencing of the 16S, all strains but one (130) were classified as
R. tropici. A first conclusion is that the results confirm that the species is capable of
establishing effective symbioses with common bean in a variety of Brazilian ecosystems,
from the humid subtropics in the southern region, through the savannah-type climate of the
central and central-western regions, to the semi-arid climate of the northeast. Two factors
may have contributed to the broad association of R. tropici with common bean in Brazil.
First, the broadly infective nature of R. tropici, and its high capacity to establish effective
symbioses even with exotic newly introduced crops, e.g., leucaena (Mercante, 1993;
Mercante et al., 1998) and soybean (Hungria et al., 2006). Second, the intrinsic properties
of R. tropici of high competitiveness and genetic stability under the acidic-soil (Hungria
and Stacey, 1997; Hungria and Vargas, 2000) and high-temperature (Hungria and Franco,
1993; Hungria et al., 1993; Mercante, 1993; Sa et al., 1993; Amaral, 1998; Pinto et al.,
1998; Amaral and Baldani, 1999; Hungria and Vargas, 2000; Raposeiras et al., 2002)
conditions that predominate in Brazil.

One major feature of the Brazilian R. tropici strains in our study was their high
variability in ribosomal genes. Based on the 16S rRNA sequence, on the rRNA operon, and
on the DNA-DNA hybridization (values lower than 36%), it has been suggested that R.
tropici species could be separated in two subgroups, namely types A and B (Martinez-

Romero et al, 1991; Laguerre et al. 1994; Geniaux et al., 1995). Among several intrinsic
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characteristics of type A group, Willems and Collins (1993) and van Berkum et al.
(1994) reported an insertion of seventy-two nucleotides in the 16S rRNA genes, although
later Laguerre et al. (1994) found that not all strains shared this characteristic. In our study,
five strains, from the states of Pernambuco, Parana and Mato Grosso do Sul were clustered
together in the RFLP-PCR analysis (Fig. 4) and showed complete identity of bases of the
16S rRNA gene (Fig. 5) with type A strain CFN 299—apparently also a Brazilian strain
(Martinez et al., 1987; Navarro et al., 1993; van Berkum et al., 1996)—and also had the
inserted nucleotides. Furthermore, the cluster of the 16S rRNA sequences of type A strains
was dissimilar to that including type B strain CIAT 899",

The variability in the ribosomal genes observed in the type B strains was very high. In
both the RFLP-PCR of the 16S and of the 23S rRNA and in the sequencing analysis of the
16S rRNA gene, strain CIAT 899" was positioned in a first subcluster, together with two
strains from the state of Parana, one from Mato Grosso do Sul and two from the Federal
District. Those strains shared similar profiles in RFLP-PCR of both 16S and 23S rRNA
genes and differed by 0.5 to 0.63% of nucleotides in comparison to CIAT 899"
Additionally, a second subcluster was observed, which included two strains from the state
of Parana and two from the Federal District, very dissimilar from subcluster I, with strains
differing in up to 0.89% of nucleotides in comparison to CIAT 899". Therefore, one major
conclusion is that our work reinforces the concept that type A strains represent a new
species. However, the intrinsic properties of type A and type B strains should be re-
evaluated, as at least the Brazilian strains showed mixed morphological and physiological
characteristics of both types (Hungria et al., 2000; this study). Additionally, our work also
showed that all but one of the Brazilian strains share similarity of ribosomal genes with
type A strain CFN 299 and had plasmid profiles similar to that of type B CIAT 899" (Table
2).

High intraspecies diversity among the Brazilian R. tropici strains was also revealed by
the analysis with the consensus sequences BOX, ERIC and REP (Fig. 2), capable of
amplifying repetitive and conservative elements diffused in DNA. rep-PCR profiles may be
very useful for strain identification, although often not for phylogenetic characterization
(Laguerre et al., 1996; Mostasso et al., 2002; Grange and Hungria, 2004; Kaschuk et al.,
2006), and in our study each strain was characterized by a unique combination of rep-PCR

profiles.



510
511
512
513
514
515
516
517
518
519
520
521
522
523
524
525
526
527
528
529
530
531
532
533
534
535
536
537
538
539
540

In contrast to the variability observed in conserved genomic regions, all Brazilian R.
tropici strains shared similar RFLP-PCR nifH and nodC profiles (Fig. 6), indicating that the
genes might be closely related. nifH genes may be strongly conserved, and less variability
than with the ribosomal genes has been observed before, e.g., for Bradyrhizobium
Japonicum (Batista et al., 2006); the similarity could be related, for example, to the
conserved structure of the nitrogenase iron protein. In relation to the similarity in nodC
genes, it is possible that rhizobia showing closely related nod genes produce similar Nod
factors more effective for specific common bean receptors, enabling nodulation. Finally,
similarity of nifH and nodC genes might indicate horizontal gene transfer of ancestral
common bean rhizobia to indigenous R. tropici, a subject that deserves further
investigation.

Although both R. etli and R. leguminosarum are broadly present in Brazilian soils
(Straliotto et al., 1999; Andrade et al., 2002; Mostasso et al., 2002; Grange and Hungria,
2004; Grange et al., 2006), when very effective rhizobia were isolated from common bean
field-grown plants, R. tropici represented the majority of the strains (e.g., Hungria et al.,
2000, 2003; Mostasso et al., 2002; this study). Strong competitiveness, tolerance of
stressful environmental conditions and genetic stability of symbiotic genes in R. tropici
make it a good choice for use in inoculants for application to common bean in Brazil. Two
R. tropici strains (PRF 81 and H 12) have already been recommended for use in
commercial inoculants, supporting high grain yields (Hungria et al., 2000, 2003). That
strategy might be considered in other countries showing similar soil and environmental
conditions, e.g., in Africa. The relevance of our study lies in the addition of genetic
information on Brazilian R. tropici very effective in fixing N,. Our results highlight an
intriguing characteristic of the strains: high variability in ribosomal genes supports the
theory that the current R. tropici comprises two species, and high similarity in nifH and

nodC genes may reflect an evolutionary advantage maximizing N, fixation.
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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.

Strain Species Geopgraphic onigin IB PY 40°FC pH
4.0
CFN 299  Rhizobium mopici type A Brazil Nt N P P
CIAT 899" R fropicitype B Colombia ¥ ¥ ¥ b
UsDA R leguminosarum bv. USA N N N N
23707 viciae
USDA 2671 R leg. bv.phasecli England N N N N
ATCC R leg. bv. mfoln unknown N N N N
14480
CFN 427 R etli bv phasechi Mexico N N N N
R6027 R gallicum bv. gallicum France N N N N
H B gimdini by glardin | France e A NN
e
CPAO 2.11 Campo Grande, M3 N N ¥ T
CPAO 125 Taguarssu, MS N N ¥ T
CPAO 298 Diois Inm3os do Buriti, N N ¥ T
MS
CPAO 1135 Dourados, M3 P P Y T
H12 Planaltina, DF P P Y T
H20 Planaltina, DF P P Y T
H32 Planaltina, DF P P Y T
H33 Planaltina, DF P P Y T
Ti Santo Antémo, PE N N P P
130 530 Jodo, FR. N N N N
131 S50 Jodo, FR F P ¥ T
141 580 Jodo, PR N N P P
233 Francizco Alves, PR P P Y T
PRF 35 Londnna, PR N N ¥ T
PRF 81 Londrina, PR P P ¥ T

A1l characteristics were confirmed in three replicates. Y, yes, normal growth; N, no
growth; P, poor growth, of about 10% of that observed in the strains classified as

79



Table 2

Profiles of plasmids and of RFLP-PCR? 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 N, with common bean and reference/type
strains of the described species microsymbionts of this legume

Strain Species Plasmid 165 fDNA 235 1DNA nifH nadC

pr-::-ﬁle Ddel Hiral Hpall Haelll Haelll Hhal Hinf Hoelll Hpall Mbol  Hoelll Mbol Rsal Hinfl HpeIl
CFN 299 R mopici type A Pl A" A A A A A A A A A A A A A A
7 R mopici Fl A A A A A A A A A A A A A A A
141 R mopici F3 A A A A A A A A A A A A A A A
CPAO211 R mopici Fl A A A A A A A A A A A A A A A
CPAO 125 R mopict Fl A A A A A A A A A A A A A A A
CPAO IS R mopici Fl A A A A A A A A A A A A A A A
CIAT 899" R mopici type B Fl B B B B B B A A A A A A A A A
CPAO1135 R iropici F6 B B B B A B A A A A A A A A A
H12 R mopict Fl B B B B B B A A A A A A A A A
H20 R mopici F2 B B B B B B A A A A A A A A A
131 R mopict F2 E B B B B B A A A A A A A A A
233 R mopici Fl B B B B A B A A A A A A A A A
H32 R mopici F3 B B B B A B A A A A A A A A A
H33 R mopict P35 B B B B A B A A A A A A A A A
FEF 35 R mopict F3 B B B B A B A A A A A A A A A
FRF 81 R mopici P4 B B B B A B A A A A A A A A A
130 R leg. bv.phaseoh F B C C B C A B B B B D D DDD
USDA 2671 R leg bv. phaseoli F B C C B C A B BE B B D DDDD
USDA 2370 R leg bv. viciae PR B C C B C A B D D D B B B B B
ATCC 14480 R leg bv. tnfoln P10 BE C C B C A B C C C C C C C C
CFN 427 R etli bv. phaseoh P11 B C C C D C B B B B D D DD D
RA02T E gallictim bv. gallicum P9 B C C C A A B E E E E E E E E
H152T R giardinii by, giardinii P4 C C B B A CC no nifH F F F F F

* Identical patterns are designated by the same letter for each resmiction enzyme. Profiles for the BFLP-PCE. of 165 and 235 rEMNA genes are shown m figure 3, of nodC

and #ifH genes in figure 6, and of the plasmid profiles in figure 7.
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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 N, 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 (Invitrogen™) 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 N, 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 (Invitrogen™) 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 N, 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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ESTUDO 2

Panorama gendmico e bioprospeccdo de genes na estirpe PRF 81 (=SEMIA 4080) de
Rhizobium tropici, utilizada em inoculantes comerciais para a cultura do feijoeiro

(Phaseolus vulgaris L.)

1. Introducéo

O Brasil ¢, hoje, o maior produtor e consumidor mundial de feijao (Phaseolus
vulgaris L.). O rendimento médio nacional é bastante baixo, devido, principalmente, ao baixo
nivel de tecnologia empregado na cultura e ao cultivo em solos pouco férteis, especialmente
pobres em nitrogénio (N). Conseqiientemente, o suprimento adequado de N pela simbiose
com bactérias diazotroficas, pelo processo de fixagdo bioldgica de nitrogénio atmostérico (Ny)
representa uma alternativa para aumentar os rendimentos nacionais a um baixo custo, além de
evitar a contaminagao dos recursos hidricos pelo nitrato e de diminuir a emissdo de gases de
efeito estufa.

A eficiéncia do processo de fixagdo biologica do N, (FBN) na cultura do feijoeiro
tem sido considerada baixa. Tal fato ¢ atribuido a problemas relacionados a nodulagdo, pela
dificuldade de introducdo de melhores estirpes e pouca tolerdncia a estresses ambientais,
como temperaturas elevadas e deficiéncia hidrica. O conhecimento sobre a diversidade dos
rizobios capazes de nodular o feijoeiro em solos brasileiros ainda é pequeno, contudo, nos
poucos estudos conduzidos tem-se constatado grande variabilidade fenotipica e genotipica
entre as estirpes, inclusive com variabilidade elevada quanto a eficiéncia no processo de
fixacdo bioldgica do N, (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 selecdo de estirpes, que
resultou na identificacdo da estirpe PRF 81 (=SEMIA 4080) de Rhizobium tropici
(HUNGRIA et al., 2000). Em diversos ensaios de campo contendo populagdes elevadas de
estirpes nativas, estimadas em 10° a 10° células g de solo, a inoculagio com a PRF 81
resultou em incrementos no rendimento de até 900 kg ha™', o que conduziu a recomendagio da
mesma para o uso em inoculantes comerciais desde 1998 (HUNGRIA et al., 2000; 2003).

Como o Brasil ¢, hoje, o pais que mais utiliza inoculantes com rizobios, torna-se
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importante desenvolver estudos genéticos com estirpes brasileiras. A relevancia desses
estudos ¢ ainda maior no caso do microssimbionte do feijoeiro, cultura que necessita de
impulso tecnoldgico para incrementar rendimentos a um baixo custo.

Viprey et al., (2000) propuseram uma estratégia de obtencdo parcial do genoma,
denominada de “panorama gendémico”, baseada no seqiienciamento 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 varias leguminosas hospedeiras, inclusive, a
ndo leguminosa Parasponia sp. A hipdtese desse estudo foi de que, utilizando a mesma
metodologia de Viprey et al. (2000), seria possivel identificar, por homologia com os demais
genomas, genes relacionados as altas capacidades competitiva e saprofitica, e a eficiéncia de
fixacdo N, da estirpe PRF 81 de Rhizobium tropici. Pela analise desses genes seria possivel,
ainda, identificar genes dessa estirpe eficiente e competitiva ¢ que permitam delinear novas
estratégias que contribuam para minimizar as limitagcdes a FBN, freqiientemente relatadas na

simbiose com a cultura do feijoeiro.

2. Objetivo

* Obter o panorama genomico 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 genomico foi realizado segundo Suzuki et al. (2001), com
modificacdes. A suspensdo bacteriana da estirpe PRF 81 foi obtida apds o crescimento em
meio de cultura, centrifugagdo a 10.000 g por 2 minutos e o descarte do sobrenadante. Foram
adicionados, & suspensdo bacteriana, 250 puL. de tampao SET (10 mM Tris-HCI pH 7.5,
200mM de NaCl, 100mM EDTA), 250 pL 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 4°C por 15 minutos, até completa solidificagdo. Em seguida, os blocos (agarose + células)
foram transferidos para uma solucdo de ruptura ("lise") (10 mM Tris-HCI pH 7,5, 100mM
EDTA, 1M NaCl, desoxicolato de sodio 0,2%, triton X-100 0,5%, laurilsarcosinato de sédio
0,5%, 1mg.mL-1 lisozima) e incubados a 37°C por 24 horas. Apds esta etapa, a solucdo de
lise foi substituida por tampao SET adicionado de proteinase K (0,5 mg.mL™") e incubada a
50°C por 48 horas. A digestio do DNA gendémico com enzima de restricdo foi realizada
cortando-se os blocos em pequenas seccoes de 2 -3 mm e incubando-as em fluoreto de
metilfenilsulfonil (PMSF) a 0,1 M por 30 minutos, em temperatura ambiente. As sec¢des
foram lavadas trés vezes em tampao SET por 30 minutos. O tampao foi substituido por 200
uL do tampdo 1X, especifico da enzima, e os blocos foram incubados por 2 horas a
temperatura ambiente. O tampao foi substituido por 100 pL do tampao da enzima
acrescentado de 20 U da enzima Swal (New England Biolabs). Os blocos de agarose foram
incubados por 12 horas a 25°C para a enzima Swal. Em seguida, foram submetidos a
eletroforese em campo pulsado, em gel de agarose a 1,0%, utilizando o aparato CHEF DR III
(Bio-Rad), adotando-se as seguintes condi¢des de corrida: pulso constante a 70s , angulo
120°, temperatura de 14°C, corrida de 18 horas a 6 volts/cm em TBE 0,5X ( Tris base 50 mM,
acido borico 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 migragdo em PFGE do DNA cromossomal de Saccharomyces cerevisiae, utilizado

como padrdo de tamanho molecular (Bio-rad).
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3.2 Extragdo do DNA gendmico

As células da estirpe PRF 81 (=SEMIA 4080) foram obtidas apds o crescimento em
meio de cultura YM (Vincent, 1970), centrifugagdo a 10.000 g por 20 minutos e estocagem a
-70°C. O DNA genomico das bactérias foi extraido pelo método usual descrito por Maniatis et
al. (2001). Nesse método, apos o rompimento da parede celular das bactérias, os restos de
parede celular, polissacarideos e proteinas remanescentes sdo seletivamente precipitados com
o reagente CTAB (“hexadecyltrimethylammonium bromide”, Sigma-Aldrich) e o DNA de
alto peso molecular é recuperado do sobrenadante por precipitagdo com etanol (Merck, para
analise, p.a.). O DNA de alto peso molecular e de boa qualidade foi utilizado para a

construgao das bibliotecas de “shotgun”.

3.3 Construcao de bibliotecas “shotgun”

Ap6s a purificacdo do DNA gendmico, o DNA foi fragmentado mecanicamente por
nebuliza¢io (2,0 kgf.cm™). 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 analitico
(Promega) (Fig. 1 - A). Para esta etapa da construgdo, foram escolhidos os fragmentos de 1,5
a 2,5 kb (Fig. 1 - B). Apo6s a extragdo 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
ligagdo ao vetor pUCI18, previamente digerido com a enzima de restricdo Smal (Amersham
Pharmacia Biotech.) e desfosforilado com a enzima enzima BAP (bacterial alkaline
phosphatase) (Promega).

O DNA genomico fragmentado foi também clonado no vetor pCR4Blunt-TOPO,
com o uso do “kit” “TOPO Shotgun Subcloning Kit” (Invitrogen), segundo as instrugdes do
fabricante. O DNA clonado foi utilizado para transformacdo de células de Escherichia coli
Top10 (Invitrogen), através da técnica de eletroporagcao (MANIATIS et al., 2001). Apos a
eletroporagdo, as células foram plaqueadas em meio LB (MANIATIS et al., 2001) contendo
ampicilina (250 tg.mL"', previamente esterilizada com o uso de filtro 0,2 tm, Millipore), ao
qual foram adicionados, por distribui¢do com al¢a, 100 tL de IPTG 0,1M ¢ 20 tL de X-Gal 50

tgtL™! e crescidas de 12 a 16 horas a 37°C. Os clones recombinantes produzidos foram
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transferidos para placas de crescimento de 96 pogos, contendo meio liquido “Terrific Broth”
(Invitrogen) suplementado com ampicilina (250 tg.mL™) e, apds crescimento sob agitacdo
por, aproximadamente, 16 horas a 370C, foram mantidos em glicerol a 80% (Sigma, >99.5%)

e armazenados a -70°C.

3.4 Sequienciamento dos clones

O DNA dos clones recombinantes foi extraido pelo método usual de “lise”
(rompimento) alcalina (Maniatis et al., 2001), modificado por Vasconcelos et al. (2003). O
DNA purificado foi ressuspenso em agua 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
seqiienciamento com o uso do “kit” —DYEnamicTM ET dye terminator cycle sequencing
(MegaBACE™) (Amersham Pharmacia Biotech). As rea¢des de PCR (“polymerase chain
reaction”, reacdo em cadeia da polimerase) foram realizadas com os oligonucleotideos
“Universal” e “Reverso” (Invitrogen ou RW genes), para se conseguir a amplificacdo dos
genes. Os produtos da reacdo foram analisados em um seqiienciador automatico
(MegaBacel1000, Amersham), pelo método dos terminadores fluorescentes. As seqiiéncias
obtidas foram enviadas para a “homepage” http://www.bnf.Incc.br e submetidas a um
conjunto de programas de alinhamento de seqiiéncias e construgdo de possiveis “contigs”

(Phred, Phrap e Consed).

3.5 Montagem e anotacdo automatica de genes

A partir das seqiiéncias submetidas e armazenadas no Laboratério de Bioinformatica
do LNCC teve inicio a leitura dos dados (cromatograma) utilizando o programa “Phred”, a
montagem inicial das seqiiéncias utilizando 0 programa “Phrap”
(http://www.phrap.org/phredphrapconsed.html) e a visualizag@o e edi¢do das montagens das
seqliéncias foi realizada usando o programa “Consed” (GORDON et al., 1998, 2001) e
“phrapview”.

O programa “Phred” faz a leitura dos dados de sinais de fluorescéncia oriundos do
seqiienciador automatico, define as bases (base-calling) e atribui valores de qualidade (q) a

cada uma das bases através da seguinte formula: q = - 10 x log;o (p), onde p ¢ a probabilidade
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de erro estimado para cada base-call. Somente sdo aceitas as bases com qualidade de phred
=> 20, o que significa que serdo aceitos apenas 1 erro em 100 bases analisadas. Os valores de
qualidade sdo escritos para arquivos em formato FASTA ou PHD, que podem ser utilizados
pelo programa de montagem “Phrap” para aumentar acurdcia da seqiiéncia montada. Em
seguida, este mesmo programa lé as seqiiéncias dos arquivos de entrada (gerados pelo
“Phred”), e os dados dos arquivos de qualidade correspondentes; identifica todos os
pareamentos potenciais de seqiiéncias com sobreposi¢do; calcula valores de qualidade
ajustados para cada base em cada read e junta varios reads em contigs, comecando a partir dos
pares com sobreposicao que apresentem os maiores valores de LLR (log likelihood ratio) que
sao a medida de comprimento e qualidade da sobreposi¢dao. Posteriormente, ¢ utilizado o
programa “Consed” (GORDON et al., 1998; 2001) para visualizagdo e edi¢do de montagens
de seqiiéncias feitas pelo programa “Phrap”. Por possuir uma interface grafica para
visualiza¢dao das montagens ¢ de grande utilidade para analise da qualidade da montagem.

A partir das seqiiéncias consenso obtidas, as regides codificadoras de genes (CDS,
“coding sequences”) presentes no genoma foram identificadas utilizando os programas
“Glimmer” (DELCHER et al., 1999) e “GeneMark” de predicdes de ORF (Open Read
Frame). A busca por homologia posteriormente a predi¢do foi realizada, por comparagdo com
o banco de dados de seqliéncias 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 familias, dominios e sitios funcionais de
proteinas) (APWEILER et al., 2000; MULDER et al., 2003), PSORT (desenvolvido para
localiza¢ao das proteinas) (NAKAI; KANEHISA, 1991), UniProt/SwissProt (BAIROCH et
al., 2006) estao entre aqueles mais usados atualmente para predi¢do da fungdo e topologia de
seqliéncias das proteinas. Todas essas ferramentas de bioinforméatica que foram utilizadas para
a montagem dos “contigs” estdo integradas em um “software” para montagem e anotacio
automatica de Genomas: SABIA System of Automated Bacterial Integrated Annotation

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

Ap0s a anotacdo automatica dos "contigs", cada CDS foi anotada manualmente, com
base em todas as informagdes disponibilizadas pelo programa SABIA. Na montagem
automatica, varias ORFs estavam sobrepostas ¢ a validagcdo ou ndo dessas ORFs foi baseada
na analise cuidadosa de todas as informagdes disponiveis na interface de anotagao.

Inicialmente, foram considerados os alinhamentos nos diversos bancos de dados, a
qualidade das seqiiéncias e os possiveis "coédons" iniciadores de proteinas foram procurados.
O proximo passo consistiu na anotagao funcional, baseada nas bases de dados COG (genes
ortdlogos) e KEGG (vias metabolicas). Nessa etapa, sdo consultados varios bancos, para a
identificacdo dos genes [GenelD (NCBI), GI (NCBI) e UniProt-Swiss-Prot (WU et al.,
2006)], bem como bancos especificos de E. coli, a bactéria modelo dos genomas de
procariotos, incluindo o banco Colibri (Institute Pasteur), Regulon DB (Universidade
Autonoma do México) e Wisconsin (com o Institute Pasteur). Ainda com base no banco de
dados KEGG, sao fornecidas as informagdes de similaridade com proteinas e acidos
nucléicos. Informag¢des dos bancos InterPro e GO (Gene Onthology) também estdo
disponibilizadas na interface de anotagao.

Uma das consultas mais importantes ¢ a da similaridade de proteinas e de bases de
nucleotideos do GeneBank, no NCBI, pelo conjunto de algoritmos BLAST. Nessa etapa, sao
verificadas as maiores similaridades com outros organismos, bem como se 0s genes putativos
estdo completos, se estes genes sdo conservados ou hipotéticos, entre outros. Outro banco de
grande importancia ¢ o UniProt/Swiss-Prot, que apresenta uma detalhada descricdo das
familias das proteinas, vias metabolicas, fungdes, organismo relacionado, topologia da
sequencia e demais informagdes relevantes para classificagdo das proteinas. Finalmente, a
localizagdo celular da proteina pode ser predita pelo banco de dados PSORT ou mesmo pelo
Uniprot-Swiss-Prot. Familias de genes ortélogos foram definidas utilizando valores minimos
de “E-value” de 10, com pelo menos 60% de cobertura e 50% de identidade.

Somente apds a analise cuidadosa de todas as informagdes disponibilizadas ¢ que a
CDS pode ser anotada manualmente, como ndo valida ou valida. Dentre as CDS identificadas
como validas elas podem ser classificadas em valida propriamente dito (aquelas CDS que
apresentam uma funcdo conhecida), hipotética conservada (podem envolver CDS desde
indicando um dominio funcional até CDS sem fun¢do 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 Swal. A
digestao dos blocos de DNA gendmico 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 ¢ formado por um cromossomo de 5.305 kb (67,6%) e com base na analise do perfil
plasmidial desta estirpe (PINTO et al., 2007) foram identificados 4 plasmideos com tamanhos
em torno de 1700, 510, 185 e 150 kb (2.545 kb) correspondendo a 32,4% do genoma.

4.2 Construcédo de bibliotecas

O DNA gendémico da estirpe PRF 81 de R. tropici foi utilizado para construir
bibliotecas gendmicas, principalmente no vetor pUCI18, com insertos de, aproximadamente,
1,5 a 2,5 kb. Foram construidas oito bibliotecas genémicas (RTXX01, RTXX02, RTXXO03,
RTXXO05, 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 ndo exista contaminacao e
presenca excessiva de vetores.

A validagdo pode ser feita apenas com uma unica placa apos a analise de seqiiéncias
de vetores, atribui¢do de qualidade a cada base pelo programa “Phred” e mini-montagem das
seqiiéncias com o programa “Phrap” para verificar se ndo existem muitas sobreposicdes. A
biblioteca RTXXO01 ndo foi validada porque apresentou muitas seqiiéncias de vetores para
posterior seqiienciamento e, por isso, resultou no deposito de poucas bases. Somente uma
placa desta biblioteca, com 96 clones, foi amplificada com o oligonucleotideo “Reverso”,
seqiienciada e resultou no depdsito 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 eficiéncia na construgdo e validagdo das bibliotecas da estirpe PRF81 de R. tropici.

4.3 Sequenciamento dos clones

No inicio do projeto havia sido proposta a leitura de, aproximadamente, 2.500
clones. Contudo, foram seqiienciados cerca de 4.800 clones, onde foram obtidas reagdes de
seqlienciamento para ambos os oligonucleotideos, “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 deposito 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 seqiienciamento de bases que correspondessem a 10 a 15% do genoma
da estirpe PRF 81, estimado em 7 a 8§ milhdes 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 varios fragmentos correspondem a

seqiiéncias idénticas, a cobertura real obtida foi de 27,71% (Quadro 2).

4.4 Montagem e bioprospeccéo de genes

A montagem inicial do genoma resultou em 1.668 “contigs”, com um numero de
leituras, em cada um deles, variando de uma a 108 (dados ndo mostrados). Contudo, a grande
maioria dos contigs apresentou entre duas e 23 leituras e somente um ultimo "contig"
apresentou 108 leituras.

O consenso foi conseguido através do alinhamento das seqiiéncias geradas com a
amplificacdo dos clones com os “primers” “Universal” e “Reverso”, ¢ com leituras de
qualidade phred > 20. Alguns exemplos de “contigs” sao apresentados na Figura 4.

Apos essa criteriosa anotagao manual das CDSs da estirpe PRF 81 de R. tropici, foi
possivel a identificacdo de 2.192 CDSs das 3972 ORFs geradas pela anotacdo automatica.
Dentre elas, 1.255 (57%) foram identificadas como validas (relacionadas a fungdes

especificas), 668 (31%) como hipotéticas conservadas (presentes também em outros
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organismos) € 269 (12%) foram designadas como hipotéticas (encontradas somente em R.
tropici) (Figura 5).

Segundo a base de dados COG (TATUSOV et al., 1997), foi possivel a classificacdo
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, varias
categorias de COG contém diversas CDSs relacionadas ao metabolismo e transporte de
aminoacidos, metabolismo e transporte de carboidratos e transcricio (COG E, G, e K,
respectivamente) (Tabela 2; Figura 6). Em todos os rizobios analisados a funcdo de,
aproximadamente, um ter¢o das CDSs esta relacionada as categorias de transporte (E, F, G, I,
P e Q), sendo que, em S. meliloti, cerca 40% nao pode ser classificada nas categorias do COG.
Ja para M. loti MAFF303099 e B. japonicum cerca um ter¢o das CDSs também nao 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 rizobios analisados (Tabela 2).

A classificagdo funcional das CDSs no banco de dados KEGG demonstrou a
presenga de genes putativos em todas as classes funcionais. Foi possivel somente a
classificagdao de 1.013 CDSs (40%) nas categorias do KEGG, sendo que o maior niumero de
CDSs validados foi relacionado ao metabolismo de aminoécidos (11%), de carboidratos
(8,3%) e de lipidios (2,9%) (Figura 7).

Algumas observacdes devem ser destacadas com base no banco de dados KEGG, por
exemplo, o elevado numero de CDSs relacionadas a biodegradacdo de xenobioticos (2,8%),
particularmente do benzoato (39 CDSs). Foram identificadas CDSs relacionadas a degradagao
de benzoato (pcaB, pcaC, pcaD, pcaG, pcaH e adhA, entre outras) pertencentes as duas
principais vias: via ligacdo CoA, (com 25 CDSs), e via de hidroxilacdo (com 14 CDSs)
(Figura 8).

E importante destacar, ainda, a presenca de trés proteinas de secrecio do tipo II: duas
relacionadas a presenca de “pili” (cpaD e cpaF) e uma a “fimbrae”; seis do tipo III,
relacionadas a biossintese de flagelos (tais como: fliF, fliP, fliR e flhA) e quatro do tipo IV,
relacionadas a proteinas de transferéncia de conjugagdo: traG, apresentando similaridade
elevada com S. meliloti, trbl (virl0), 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 a fixacao

biologica de N, (nifN, nifR nifS, nifU, nifW, fixA, fixB, ¢ fixR) e a regulagdo da expressdo
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desses genes (nifA, ntrB, ntrC, ntrX e ntrY). Além disso, foram identificadas CDSs
relacionadas ao processo de nodulagdo, destacando-se: nodC, responsavel pela biossintese da
estrutura basica do fator Nod; nodG, nodN, nodS e nodU, que produzem as modificagcdes na
estrutura do fator Nod; nodl, nodJ, nodT, nolF e nolG, responsaveis pelo transporte e
exportagdo de fatores de nodulagdo. A maioria apresentou similaridade elevada com a estirpe
tipo R. tropici CIAT 899, com exce¢do 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 niimero de CDSs
pertencentes a "operons" relacionados a diversas fungdes celulares, destacando-se:
transportadores (bra, ars, arg, cut, cob, sec, pep, phn, ssu); biossintese de exopolissacarideos
(ex0); biossintese de cofatores (thi); biossintese de proteinas ribossomais (rbs); prote¢do a
estresse oxidativo (SOX); resisténcia a diferentes drogas (acr, omp), catabolismo de rizopinas
(moc). Pode-se citar, ainda, como exemplo entre as CDSs validadas, a proteina regulatoria P-

IT e as proteinas "heat shock" ClpX e Clp2 .
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5. Discussao

Neste estudo, procedeu-se ao seqiienciamento e a bioprospeccdo 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 restri¢do de corte raro (Swal), foi possivel
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 plasmideos. Em comparacdo aos outros rizébios ja seqiienciados, R.
tropici apresenta um genoma maior que R. tumefaciens (anteriormente Agrobacterium) (5,67
Mb, WOOD et al., 2001), R. etli (6,53 Mb, GONZALEZ, et al., 2006), S. meliloti (6,69 Mb,
GALIBERT et al., 2001), M. loti (7,6 Mb, KANEKO et al., 2000) semelhante a espécie R.
leguminosarum (7,79 Mb, YOUNG et al., 2006) ¢ inferior a (9 Mb, KANEKO et al., 2002). O
tamanho do genoma da estirpe PRF 81 deve ser confirmado com o seqiienciamento completo
do genoma.

A classificacao da maioria das CDSs (73%) de R. tropici no banco de dados COG
permitiu a analise comparativa dos dados dessa bactéria com outros rizobios ja seqiienciados,
como: S. meliloti, M. loti, B. japonicum e R. etli. Foi observada uma distribui¢do semelhante
dos genes putativos em todos os rizobios, 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 comparagdo com essa categoria nos demais rizobios (Tabela 2). A
semelhanca na distribuicdo da CDSs de PRF 81 em todas as categorias sugere que o nimero
de seqiiéncias obtidas foi suficiente para representar o genoma dessa estirpe.

Demonstrou-se a presenca 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 a biodegradagdo e xenobidticos, 39
delas foram referentes a degradacdo do benzoato, que ¢ um composto intermediario da
degradagdo de bifenis policlorinados (PCBs). Os PCBs sdo compostos organoclorados com
varias aplicagdes industriais, como oOleos hidraulicos, ou em sistemas de refrigeracao,
transformadores, capacitores e outros equipamentos elétricos, como isolantes térmicos.
Devido a sua elevada estabilidade quimica e térmica, bem como por ser pouco soluvel em
agua e lipofilico, ¢ considerado altamente toxico a maioria dos organismos e, também persiste
muitos anos a degradacdo sofrendo processos de bioacumulagdo 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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degradacao de benzoato foram melhor caracterizadas, sugerindo que diferentes vias sao
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 ligacdo CoA e 14 via hidroxilagdo, por exemplo, as CDSs,
pcaB, pcaC, pcaD, pcaG e pcaH participam da clivagem do catecol, no processo de
degradacao do benzoato (DENEEF 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 rizobios sequenciados,
como R. etli, R. leguminosarum e em B. japonicum, exceto em M. loti. Nos rizébios ja
seqiienciados estes genes estdo organizados em 2 unidades transcricionais (operons),
pcaDCHGB ¢ pcalJF (PARKE et al., 1995; MACLEAN et al., 2006) sendo que em S. meliloti
estdo agrupados muito proximos no pSymB, além de serem regulados semelhantemente ao
observado para A. tumefaciens (MACLEAN et al. 2006).

Embora ndo tenham sido identificados todos os genes envolvidos na degradag¢do do
benzoato, foi observado que as CDSs identificadas codificam enzimas-chave para a
degradagdo deste composto intermediario dos PCBs. A presenca desses genes putativos
reflete a versatilidade metabdlica da estirpe PRF 81, sugerindo que essa bactéria possa utilizar
as vias de degradagdo de benzoato como aporte secundario para obten¢do de fonte de C e
energia, auxiliando, assim, sua persisténcia e sobrevivéncia no solo, em condi¢cdes ambientais
desfavoraveis. Portanto, esses genes também podem estar relacionados a adaptabilidade e a
capacidade competitiva elevada observada na estirpe PRF 81.

Foram identificadas seis CDSs (cpaD, cpaF, fliF, fliP, fliR e flhA) relacionadas aos
sistemas de secrecdo 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 ¢
R. leguminosarum. Quanto aos genes fliF, fliP ¢ fliR além de estarem presentes nos quatro
rizobios citados, foram identificados também em NGR234 (fliF), em B. japonicum( fliP) e em
NGR 234 ¢ B. japonicum (fliP).

O sistema T3SS (sistema de secrecdo do tipo III) é induzido pelo contato com células
hospedeiras e libera os chamados fatores ou proteinas de “viruléncia” diretamente no citosol
eucariotico (YIP et al., 2006). O T3SS completo ¢ formado por 20 proteinas que formam um
complexo interligado as membranas interna e externa da bactéria e ¢ por onde ocorre o
transito de moléculas, sem sofrerem clivagem proteolitica, para o interior da célula hospedeira

(MARIE et al., 2003). As substancias secretadas (proteinas e polissacarideos) pelo T3SS
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podem ser reconhecidas pela planta hospedeira como componentes da via de infecg¢do e
reagem a sua presenca com um aumento na nodulacao. Uma explicacdo plausivel para isso ¢
que essas substancias secretadas funcionem como supressores dos mecanismos de defesa da
planta (NIEHAUS et al., 1993; PERRET et al., 2000). Este sistema de secre¢do ja foi
identificado nos géneros Rhizobium, Bradyrhizobium e em S. meliloti (MARIE et al., 2001).

Em Rhizobium, a indu¢ao de formagao de nddulos é co-regulada com a expressdo
dos genes de secre¢ao do tipo III (T3S) sugerindo que as proteinas secretadas desempenham
um papel importante no processo de nodulacdo e contribuem com o estabelecimento da
simbiose com rizobio-leguminosa (VIPRET et al.,, 1998; GONZALEZ et al., 2003;
BUTTNER; BONAS, 2006). Estudos genéticos, bioquimicos e estruturais revelaram que pelo
menos nove componentes do T3SS sdo conservados entre bactérias simbioticas e patogénicas,
sugerindo que a arquitetura basica do T3SS ¢ regulada por mecanismos comuns em diferentes
bactérias, embora, estes mecanismos ainda ndo estejam bem elucidados (MARIE et al., 2001,
2003, BUTTNER; BONAS, 2006).

Na estirpe PRF 81 foram identificados quatro genes putativos,(traG, trbl, trbL ¢
trbD) do sistema de secregdo tipo IV (T4SS), relacionados a proteinas de transferéncia de
conjugacdo, com similaridade elevada com S. meliloti (traG), NGR 234 (trbl) e R. etli (trbL e
trbD). Na estirpe- tipo de R. etli, CFN 42, os genes virB1-virB11, relacionados ao T4SS foram
localizados no plasmideo simbiodtico p42d. Embora o p42d ndo seja um plasmideo auto-
conjugativo, foram encontrados os genes traACDG e o pseudogene tral truncado, sugerindo
que este plasmideo pode ter perdido a capacidade de auto-conjugacio (GONZALEZ 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, responsaveis pelo
desenvolvimento da doenca “galha-da-coroa” em plantas, sugerindo uma estreita relagao entre
o estabelecimento da simbiose e os processos de patogenicidade (viruléncia) observados
nessas bactérias. Contudo, ambos os sistemas, T3SS e T4SS podem ser encontrados,
completos ou truncados parcialmente, em outros patdogenos 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 sdo conservados (ANDERSON et al.,
1998). Ja a bactéria Pseudomonas aeruginosa UCBPP-PA14 contém o, T3SS completo com
os 20 componentes protéicos, mas perdeu os homologos do T4SS, enquanto em Xilella

fastidiosa 9a5c¢c foram encontradas nove proteinas de conjugacdo ortdloga no plasmideo
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pXF41, que correspondem aos genes VirB encontrados em outros microorganismos
(GONZALEZ et al., 2003).

O papel do T4SS no desenvolvimento de doengas em plantas estd bem estabelecido
para R. tumefaciens (ZHU et al., 2000) e, apesar da identificagio de T4SS em outros
fitopatogenos, como X. citri (da SILVA et al., 2002) e X. fastidiosa (SIMPSON et al., 2000),
sua fun¢do na promogao da doenca causada por estes agentes ainda nao estd bem estabelecida
(ALEGRIA et al., 2005).

Quanto as CDSs relacionadas ao processo de nodulagdo, cinco delas (nodC, nodN,
nodS, nodU nodl, 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 organiza¢do dos genes NOdHPQ na estirpe
CIAT 899 e verificaram que os mesmos pertencem ao operon NOJABCSUIJ. Foram
encontrados homologos desses genes na maioria dos rizobios seqiienciados, sendo que nodC,
nodl e nodJ foram encontrados em todos os rizobios sequenciados, M. loti, B. japonicum, S.
meliloti, R. etli, R. leguminosarum e NGR234; nodS e nodU foram identificados em todos os
rizébios, exceto em R. leguminosarum (YOUNG et al., 2006); nodN foi encontrado em todos
os rizobios, 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 responsaveis por
modificagdes no esqueleto do fator Nod, destacando-se o nodS (metilagdo) e o nodU
(carbamilagdo), que conferem especificidade na interagdo com hospedeiro, semelhante ao
observado em R. tropici CIAT 899 (WAELKENS et al., 1995). Os fatores Nod produzidos
pelos rizébios, em resposta a compostos exsudados pela planta hospedeira, sdo moléculas
chave no estabelecimento da simbiose e, embora o feijoeiro seja considerada uma planta
promiscua, por ser capaz de reconhecer uma ampla gama de fatores Nod, existe uma
hierarquia de preferéncia, onde a acetil-fucose no extremo redutor ¢ preferida sobre as demais
modificagdes (LAEREMANS; VANDERLEYDEN, 1998). Foi verificado que, para R. tropici
estirpe CIAT 899, o gene nodS ¢ indispensavel para a nodulagio, tanto do feijoeiro (LOPEZ-
LARA et al., 2001), como de Leucaena leucocephala (WAELKENS et al., 1995), enquanto
que o gene nodU promove um decréscimo na nodulagdo de Leucaena, mas ndo interfere na
nodulacdo do feijoeiro. A introdugdo do operon nodABCSU da CIAT 899 em R. etli CE-3,
que ¢ uma estirpe que nodula somente o feijoeiro, amplia a capacidade de nodulacdo, para

Leucaena leucocephala (WAELKENS et al., 1995).
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Foram identificados genes putativos (nodT, nodJ, nodl) que codificam um complexo
de proteinas de membrana relacionadas ao transporte dos fatores Nod para fora da célula,
além dos genes nolG e nolF, cujos homodlogos em S. meliloti apresentam fungdo também
relacionada a exportacdo de substratos através das membranas desta bactéria (SAIER et al.,
1994; BARNETT et al., 2001). Em estudos com mutantes do gene nodl em R. tropici CIAT
899, foi observado que os mesmos secretam fatores Nod nao sulfatados e dependem
diretamente da expressdo da proteina regulatoria NodD dessa estirpe (MANYANI et al.
2001). A fungdo desses genes ainda ndo estd bem estabelecida em R. tropici, mas em S.
meliloti sabe-se que a auséncia dos mesmos ndo inviabiliza o estabelecimento da simbiose,
mas interfere na eficiéncia do processo de nodulacao (SAIER et al., 1994).

Na fixagdo biologica do N, tém sido identificados varios genes, como os genes nif,
que sdo homologos aos encontrados em Klebiella pneumoniae, e requeridos para a estrutura,
biossintese e regula¢do da enzima nitrogenase. Ja os genes fix sdo encontrados em adi¢do aos
genes nif, mas sem homologia com genes de K. pneumoniae. Ambos podem ser encontrados
em organismos associativos, endofiticos e de vida livre. Na estirpe PRF 81 foram
identificados seis genes nif (nifA, nifN, nifR, nifS, nifU e nifW), e trés 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 biossintese do co-fator
Fe- Mo e nifW esta relacionado a estabilidade da nitrogenase (KAMINSKI et al., 1998). Ja os
genes putativos fixA e fixB fazem parte do operon fixABCX, sendo responsaveis por codificar
as subunidades de flavoproteina (EARL et al., 1987; GONZALEZ et al., 2003). Além disso,
foram identificados os genes ntrBC e ntrXY, responsaveis pela regulacdo da utilizagdo de
fontes alternativas de nitrogénio (nitrato e aminodcidos) (GALIBERT et al., 2001) e os genes
nifA e nifR que codificam proteinas regulatorias da fixagdo biologica do N, (MERRICK,
1988; GONZALEZ et al., 2003). Esses sistemas de regulagdo envolvidos no processo de
fixagdo bioldgica do N, tém por finalidade regular a fixacdo ou inibir a expressdo dos genes
nif, de acordo com a presenga ou auséncia de uma quantidade adequada de oxigénio (O;), uma
vez que o complexo da nitrogenase ¢ muito sensivel ao O,, podendo ser irreversivelmente
inativado pela exposi¢do aos niveis atmosféricos desse gas (MERRICK, 1988).

R. tropici ¢ uma bactéria que tem sido isolada de Phaseolus vulgaris cultivado em
regides tropicais e, como outros microrganismos de vida livre, estd exposta a uma série de
condi¢des ambientais desfavoraveis, como escassez de nutrientes, altas temperaturas (as vezes

superiores a 40°C), e altos niveis de radiacao. Essas varia¢des requerem respostas adaptativas
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rapidas, normalmente ativando mecanismos de transcri¢do de genes especificos. Na estirpe
PRF 81, além da RNA polimerase e os fatores sigma, 6> (rpoE), o°* (rpoN), 6°*( rpoH), esta
presente um grande nimero de ativadores e repressores transcricionais que interagem com
fatores sigma alternativos envolvidos na resposta bacteriana ao estresse, dentre essas proteinas
reguladoras estdo: 12 LysR, 8 AraC, 6 GntR, 4 OmpR, 3 TetR, 3 ArsR, 2 DeoR, 2 MarR, 2
IcIR, 1 SoxR, 1 PurR, 1 AcrR, e duas proteinas de “cold shock™ (cps4 e cpsA). Cerca de 60%
dessas CDSs demonstraram elevada similaridade com reguladores de transcrigdo descritos em
S. meliloti, e o restante com M. loti ou R. tumefaciens. Comparando os genes envolvidos na
transcricdo de R. etli CFN 42, com R. tropici, e assumindo que um namero maior de
reguladores indicaria um maior numero de vias metabdlicas, podemos inferir que o elevado
nimero de reguladores transcricionais encontrado, pode estar relacionado a alta capacidade de
sobrevivéncia dessas bactérias em condi¢des ambientais desfavoraveis (GONZALEZ, et al.,
2006).

A diversidade das vias metabolicas ¢ 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 intermediario, incluindo a sintese e catabolismo dos
vinte aminoacidos bem como de cofatores, vitaminas e nucleotideos (purinas e pirimidinas).
Além disso, foram identificados 75 genes putativos relacionados a sintese e degradagao de
diferentes lipideos (triacilglicerol, fosfolipideos e lipopolissacarideos), que podem ser
utilizados como fonte de energia suplementar, na sintese de membranas ou como reserva
energética (GONZALEZ et al., 2003).

A capacidade de crescimento que a espécie R. tropici apresenta em temperaturas
elevadas (40°C) talvez possa ser explicada, pela presenca de genes putativos de proteinas
“heat shock™” (clpX e clp2), que foram identificados na estirpe PRF 81. A identifica¢do das
CDSs uvrAB e uvrD, também presente em outros rizobios, B. JAPONICUM (KANEKO et al.,
2002), R. etli (GONZALEZ et al,, 2006), S. melitoti (GALIBERT et al., 2001) e R.
leguminosarum (YOUNG et al., 2006) pode estar relacionada a tolerancia a radiagdo ultra-
violeta (UV), como observado para a Dbactéria 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 semelhancas com
genes presentes em diversas espécies, sugerindo que esta estirpe € composta por um mosaico
de genes de diferentes espécies, como por exemplo, os genes do sistema de secrecdo tipo IV

(T4SS), (traG, trbl, trbL e trbD) relacionados a proteinas de transferéncia de conjugagao,
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apresentaram similaridade elevada com distintos rizobios, tais como: S. meliloti (traG), NGR
234 (trbl) 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 semelhanga 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 biodegradagao
de xenobidticos, apresentaram maiores semelhangas com S. meliloti. Contudo, todos esses
genes também foram identificados nos outros rizobios seqiienciados, 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 secreg¢ao dos tipos II e III, todos apresentando
similaridade elevada com A. tumefaciens.

A partir da analise comparativa da similaridade das CDSs, do banco de dados
KEGG, dos genomas dos rizobios, (R. tropici, R. leguminosarum, R. etli, M. loti, S. meliloti e
B. japonicum) observou-se que S. meliloti apresentou uma distribuigdo percentual das CDSs
semelhante ao observado para R. tropici (Figura 9 e 10), sendo as maiores semelhangas
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
(MARTINEZ et al., 1988), as quais constituem um biovar, R. etli bv. phaseoli ¢ isolados néo
simbidticos originarios do México (SEGOVIA et al.,1991). Todas as estirpes do grupo de R.
etli sdo distingliiveis das outras espécies, em nivel molecular, pelos resultados de teste de
hibridizacdo do DNA total, perfis enzimaticos de eletroforese e seqiiéncias de genes
ribossomais (SEGOVIA et al., 1993).

De todos os rizobios pertencentes a classe Alphaproteobacteria, o B. japonicum ¢ o
que apresenta o maior tamanho de genoma (9Mb) até hoje seqilienciado, e demonstra as
maiores similaridades com outros organismos que ndo os rizobios, tais como: Nitrobacter
hamburgensis e Rhodopseudomonas palustris (Figura 13). Com os demais rizobios

seqlienciados 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 comparagdo dos genomas dos rizobios ja seqiienciados (S. meliloti, B.
japonicum, M. loti, A. tumefaciens, R. leguminosarum bv viceae, NGR 234 ¢ R. etli), as
regides simbiodticas desses organismos sdo muito heterogéneas em relagdo as seqiiéncias, a
composi¢ao e a localizagdo dos genes (cromossomo ou plasmideos). Na estirpe PRF 81 de R.
tropici, os genes e as regides envolvidas no estabelecimento da simbiose, na nodulagdo ¢
fixagdo do nitrogénio compdem mosaicos com grande diversidade e que, assim como
observado para os demais rizobios, podem estar sofrendo modificacdes como conseqiiéncia de
transposi¢do, recombinacdo e eventos de transferéncia lateral de genes (FREIBERG et al.,
1997; GONZALEZ, et al., 2003).

A identifica¢do de um grande niimero de CDSs pertencentes as principais categorias
funcionais do KEGG, a partir do seqiienciamento de 27,71% do genoma da estirpe PRF 81,
confirma que a estratégia utilizada para a deteccdo de genes de R. tropici, mostrou-se
confiavel e adequada. Desse modo, a bioprospec¢ao dos genes de R. tropici estirpe PRF 81
permitiu a identificagdo de genes relacionados a adaptabilidade, a competitividade e a fixagao
bioldgica do N, e, a partir desses resultados, foi possivel identificar atributos diferenciais

desse microssimbionte do feijoeiro.
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6. Conclustes

* 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 semelhanca na distribuicao das CDSs da PRF 81 no banco de dados COG com
os demais rizobios, sugere que o nimero de seqiliéncias obtidas foi suficiente para representar

0 genoma dessa estirpe;

* Foram identificados genes putativos em todas as classes funcionais do banco de
dados KEGG, obtendo-se um elevado niimero destes relacionados ao metabolismo de
aminoacidos, carboidratos e lipideos, destacando-se os genes relacionados a biodegradacgio de
xenobidticos, além de genes relacionados a capacidade competitiva, saprofitica e ao processo

de fixagdo bioldgica do Ny;

* A estratégia de panorama gendmico mostrou-se viavel e eficiente para visualizar a
distribui¢do 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 apos a nebulizagdo por meio fisico e (B) purificagdo dos fragmentos obtidos para
a inser¢do no vetor.
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Figura 2 — Exemplo do DNA plasmidial extraido (“mini-prep”) dos clones de uma placa.
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Figura 3 — Fragmentos obtidos na analise de eletroforese de campo pulsado (PFGE) do DNA
gendmico da estirpe PRF 81. (M) marcador molecular Saccharomyces cerevisiae; (1)
Digestdo com a enzima de restri¢gao Swal; (2) DNA sem digerir.

Tabela 1 — Numero e tamanho dos fragmentos gerados pela digestdo do DNA genomico da estirpe
PRF 81 de R. tropici pela técnica de eletroforese de campo pulsado (PFGE, “pulsed field
gel eletrophoresis™) com a enzima Swal.

Fragmento Peso molecular (kh)
1 2.084
1.525
028
238
7667
360
304
324
222
112
o1

g =gl R - R T




'E

Parametros RTXX01 RTRX02 RTXX03 RTXX05 RETXN06 ETXX07 RTRX09 RTXX11
Numero de leituras B i 559 77 532 &4l S0 1402
Nimero de leifuras 52 108 712 110 a7 498 4317 1193
MNimero de "contizs" 2 T 103 5 11 54 1.142 168
;‘D:“;;z;’fmﬂ';"g‘ 1 4 79 3 10 35 605 28
. de “singleton” e 140 562 166 128 521 1352 530
: “I‘";” & HmEeton (49.43% das { 57,38% das { 62,51% das (93,79%das | (61,65% das | (8128 % das | (26,80% das | ( 37,80 % das
Leofados leituras) leitnras) laituras) leituras) ledtmas) leituras) leituras) leituras)
Numero de bazes
depositadas (pares de
][J:::ﬁjﬂ: vetor 102662 302319 045830 170.028 626398 B16.565 5.708.337 1374264
incluindo bazes de
baixa gquabidade)

Nimero de bazes de

gqualidade ==20 & % em 16 408 42 562 110.576 4241 12423 77216 2.174.920 572,974

relaciio = bazes (15,75%) (13,28%) (11,31%) 244%) (1,95 %) (9,33 %) { 36,70 %) [ 35.43 %)

depositadas

:‘_‘“‘""?}:e b““‘i de 1.515 18.176 32.037 3.698 9.659 10.933 217.582 78.697

::‘gﬁ;; d:"‘:.::&'fs“ (1,45%) (5.67%) (3,28%) (2,13 %) (1,52 %) (132°%) [3.67%) (5.42 %)
L= Dases Cepositaca —

ekt 0 67 4 0 73 M 2,090 656

,::‘_I;E"‘“” e 0 o7 30 0 185 59 345 33

B 57 13 35 177 81 3 46 57

Quadrol — Parametros analisados no seqiienciamento das bibliotecas da estirpe PRF 81 de Rhizobium tropici.




Parimetro EResultado
Tamanho estimado do genoma (ph) 7.850.000
Mimero total de leituras 9026
Mimero total de letturas sem vetores (==10% vator) 8.431

" de bases depositadas (ph)
exchundo vetor, incluindo bases de baixa qualidade

10.046.403 (100%)

Cobertura do genoma com as bases depositadas 128 vezes (128%)
Nimero de bases com gualidade ==20 (pb) (%= do total de .
bases depositadas) 4.526.803 (45,06%)
Cobertura do genoma com as bases ==20 57.67%

Nimerc de bases com gualidade ==30 (pb) (%= do total de - o
bases depositadas) 3.620.712 (36,13%)
Cobertura do genoma com as bases ==30 £6.24%

Tamanho médio das letturas com qualidade==20 (ph) 301

Mimero total de “contigs” 2788

Tamanho médio dos “contizs” (ph) 1.303.99

Cobertura por “contigs” phrap (pb) 2097134

Nimero médic de leituras em um “contig” 3.4

(ualidade media das bases nos “confizs” (phrap) 2304

Cobertura do genoma, considerando-se a soma dos
“configs” (pb) & em %%

2175048 27 71%%)

tropici.
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Quadro 2 — Parametros relativos ao panorama genémico obtido para a estirpe PRF 81 de Rhizobium



Tabela 2 — Distribuigdo das CDSs da estirpe PRF 81 de R. tropici em categorias do COG, em compara¢do com as demais espécies
seqiienciadas de rizobios.

B. japemicumn . M. lon Misn R el R & melilon R mopici %
USDA 110 MAFF3I03099 BNC1 CFN 42  legummosarnm 1021 PEF 51
b, vicieae 3541 {SEMIA 4080)

Proteinas no

CrOImOs50Im

Classificadas 5362 4580 - 2859 - 3341 1612

no COG

Nio 2955 2163 - 1176 - 2490 580

Clazsificadas

no COG

Nao - - 4084 4509 - -

Analizadas ne

COG

N® Total de 3317 6743 4064 4035 4699 55831 2192

Proteinas no

CrOINOS50me

Classificacio | CategoriaDescricio - -
A, Processamento e modificagio de ENA 0 0 - 0 - 0 0
B, Estutura dindrea da cromatina 1] 0 - 0 - 0 0
€, Produgio e conversio de energia 457 200 - 182 - 183 105
D, Confrole do ciclo cellular M 'l - 24 - 25 ]
E, Transporte e metzbelisme da aminoacides 110 44 - 320 - 333 239
F, Transporte & metabolismeo de mucleotideos g3 8l - m - i 34
&, Transporte & metabolismo de carbeidratos 7 45 - 270 - 152 155
H, Metabolismo de Coenzimas 1835 171 - 100 - 104 56
L, Transporte & Metabolisme de lipidies 395 268 - 132 - 1n7 &
J, Tradugao, estutura & biogénese nbossomal 162 161 - 143 - 140 59
K. Transerigéo 459 495 - 287 - 222 154
L, Replicagio, recombinacao e reparo do DNA 286 240 - 132 - 157 41
M, Pareds cellular & biogénese da membrana k] 2B3 - 222 - 133 75
N, Motlhdade e secregio celular 137 48 - &5 - 48 13
O, Modificagdes pos-traducionars, “turmover” 2 ¥ - 126 - 13 45
protéico, proteinas “chaperones™
P, Transporte & metabolismo de fons inorganices i3 237 - 144 - 137 a1
(), Biosmitess, tansporte & catabolismo de 30 204 - 24 - yri 51

metabolitos secundanos
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E. Fungio geral desenita somente per predicio il 209 - 403 - 389 213
&, Fungio desconhecida 488 431 - X3 - 233 a2
T, Mecamismos de transdugio 383 189 - 180 - 101 53
U, Secre¢io e trafero mtracellular 121 50 - 30 - - x
¥V, Mecanisme de dafesa a5 &0 - 41 - 30 Ex]
W, Estrutura axtracelular ] 1l - 0 - 1 4
Y, Estrutura miclear - - - - - - 0
Z, Crtoesquelsto 1 0 - 0 - 0 0
N® Total * 6287 5166 - 3268 - 1532 1612
Proteinaz nos
plasmideas
plasmidao Nio classificadas - 320 317 175 136 1294 -
plasmidec Nao classificadas - 209 113 163 132 1570 -
plasmidac Nio classificadas - - 49 232 305 - -
plasmidac Wao clasmificadas - - - 136 442 - -
plazmidec Nao clasmificadas - - - 455 634 - -
plasmides Wao clasmificadas - - - 567 781 - -
N® Total de 8117 7272 4543 E063 7151 6205 1192
proteinas no
Fenoma
BMAz 56 5 72 50 61 65 25

¥ ) pimero & maler porgue algumas protemas sao classificadas em duas categona do COG.

** Dados comespondentes ao sequenciamento parcial de 27,71 % do genopua.
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Figura 4 — Exemplo de alguns “contigs” formados com as seqiiéncias da estirpe PRF 81
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260 (12%)

1255 (57%)

668 (31%

| E Valida B Hipotética conservada [ Hipotetica |

Figura 5 — Classificagdo das CDSs da estirpe PRF 81 de R. tropici

E 1% & TR
B J- Traduga B 4 Weadificagdo ¢ procemmmenie de BRA
O E= Tiranse rigSe O L- Replicagdo reeams m;Bs & mepars
M B- Dindmico ¢ exirobrs da cremating 0 = Somtrale ciclo celular, mitose & meies
W ¥ Edtritura suclear O V- Mezani amo de defesa
W T- Mecanioms de fremsigio B - Parsde celular/Siogigess de membrana
Ok Matlidade cluler B Z- Siteesguelets
B W Esbrubuar extaceldares | |18 Secregpdo ¢ mobilidade infrocelder
W O Madificagds phe-ranaducional, "ursove ™ ¢ chageronas B - Produg 8o & tonversio de energia
B 5= Metoboli oo ¢ rarsperie de carbaidrads O E- Metsboliane ¢ Fanspork de aminsdcids
O F= Metabelisns ¢ fronsparie de nuclesSdess O He Bedzbelions & fransparie S coensima
O 1= Metabelisns ¢ ronsparte de i pidess OF- Setabelisrs ¢ frenmparie de ions imrgdnicos
B - Biowsintems metabdli o secundinioe, renapars o catabelione O R Predigio § usgles geraiz
B 5- Fungiiz desanbecida

Figura 6 — Distribui¢ao percentual das CDSs da estirpe PRF 81 de R. tropici segundo a base de dados
COG.
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O Bi psslmimse de poliquetidens e peptideos rdio ribossomaons 0O Bicss niess de metobéliios secunddrics
B Metobolismos de carboidrats O Miokilidads celular
W Motobolizmo crorgético O Conformacde 30 “folding”, biegéncss ¢ degradagdn
B B pzslmiese & mewmboli sme de glucanes B Membolizmo de lipldeas
O Transporis de mesrbrona B Meiholismo de cofotoras & vitami nos
W Metbolizmo de cufros emincdcidos B Mexbolismo de nuclectideos
W Replicogdo o roparo B Trorscri ciin
B Tradugan O Seen similaridade no KESS

Figura 7 — Distribui¢do percentual das CDSs da estirpe PRF 81 de R. tropici segundo a base de dados
KEGG.
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Figura 8 — Vias metabdlicas de degradacdo do benzoato ja identificadas em R. tropici estirpe PRF81.
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Figura 9 — Semelhanga percentual das CDSs de R. tropici PRF 81, segundo a base de dados KEGG,
comparadas a outros organismos.

Semelhanga (%)

1

Organismas

B & leguminosarum B2 el B A fumefaciens
B M. lofi MAFFIOF000 B #Hesorhizobivm SON-1 B B aborius
B Shodsbacter sphoervides B 8 japonicum

Figura 10 — Semelhanga percentual das CDSs de Sinorhizobium meliloti, segundo a base de dados
KEGG, comparadas a outros organismos.

Semelhanga (%)

Crganismo
B 2 fequminosarum B 5 melilofi B 4 fumefaciens ¢
B M. foff MAFF30300¢ B B. japonicom B #esorhizobitm BON-1

Figura 11 — Semelhanc¢a percentual das CDSs de Rhizobium etli CFN 42, segundo a base de dados
KEGG, comparadas a outros organismos.
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B Mioti MAFF303000 B 8 japonicum B Mesorhizobivm BEN-1

Figura 12 — Semelhanga percentual das CDSs de Rhizobium leguminosarum bv. viceae 3841, segundo
a base de dados KEGG, comparadas a outros organismos.

Semelhanga (%)
T

g 182 153 .,
- 123118 gg7

1

Organismo
B Nitrobae ter hamburgensis B Shodopseudamonas palustris bisb18
B & palusiris bisaS3 B8 & palustris bisbS
B 2 palusiris hool B 2 palustris
W Aot B Mwinogradskyd
B 2 leguminosarum B Smelilot
B Surkholderia xenovorans B FPolaromornas
B MesorhizobivmBON-1 B 2ehi

Figura 13 — Semelhan¢a percentual das CDSs de Bradyrhizobium japonicum, segundo a base de
dados KEGG, comparadas a outros organismos.
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