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RESUMO

Entre as bactérias fixadoras de nitrogénio (N2), os rizébios, em simbiose com
leguminosas, estao entre as mais importantes para a agricultura, contudo, a selegéo,
identificacdo e manutencdo de estirpes elite simbiontes de cada hospedeira em
colecdes de culturas sao etapas criticas para a maximizacado do processo de fixagao
biolégica do N2. Um problema atual nas colegdes de culturas reside nas profundas
alteracbes que ocorreram na taxonomia dos procariotos, incluindo as bactérias
fixadoras de N, como resultado do uso de métodos moleculares, com énfase na
analise dos genes ribossomais, no caso de bactérias, 0 16S rRNA. Neste estudo,
foram determinadas as sequéncias de nucleotideos do gene 16S rRNA de 54
estirpes elite da “Colegao de Culturas de Rizébios (SEMIA)” da FEPAGRO, que séo
recomendadas oficialmente, no Brasil, para a produgdo de inoculantes para 47
leguminosas. O objetivo principal do trabalho foi o de obter uma melhor
compreensao das relagdes filogenéticas entre essas 54 estirpes de rizobios. Seis
principais grupos filogenéticos foram definidos entre as bactérias estudadas:
Bradyrhizobium, Rhizobium, Sinorhizobium (=Ensifer), Mesorhizobium,
Methylobacterium e Burkholderia. Das 54 estirpes, a analise do gene 16S rRNA
resultou na reclassificagcao de 18 delas, em relacéo a classificacdo prévia, com base
nas propriedades morfo-fisiolégicas in vitro e de especificidade hospedeira. Houve
fortes indicagbes, ainda, de 12 novas espécies de rizébios. A grande diversidade
observada neste estudo salienta que os solos localizados nos trépicos sdo um
reservatorio importante de genes de fixagdo de N, que ainda precisa ser melhor
estudado e explorado.

Palavras-chave: Bradyrhizobium. Rhizobium. Fixa¢ao biolégica do nitrogénio.
Methylobacterium. Burkholderia. RNAr 16S gene. Sinorhizobium. Mesorhizobium.
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ABSTRACT

Among the nitrogen (N2)-fixing bacteria, the rhizobial strains in symbiosis with
legumes are among the most important for the agriculture, however, the selection,
identification and maintenance of elite strains for each host legume represent critical
steps towards the maximization of the biological N fixation process. The taxonomy of
prokaryotes including No-fixing bacteria is undergoing substantial revisions due to the
use of molecular methods, with an emphasis to the use of conserved ribosomal
genes, in the case of bacteria, the 16S rRNA. In this study we have evaluated the
16S rRNA sequences of 54 elite strains of the “Brazilian Rhizobium Culture
Collection” of the FEPAGRO, officially recommended for the inoculant production for
47 legumes. The main objective was to obtain a better comprehension of the
phylogenetic relationships among those 54 rhizobial strains. Six major phylogenetic
groups were defined: Bradyrhizobium, Rhizobium, Sinorhizobium, Mesorhizobium,
Methylobacterium e Burkholderia. The analysis of the 16S rRNA genes resulted in
the reclassification of 18 out of the 54 strains, previously classified based on morpho-
physiological properties in vitro and the host specificity. The results have also
strongly suggested the existence of 12 new rhizobial species. The great diversity
observed in this study emphasizes that tropics are an important reservoir of Na-
fixation genes that should be better studied and explored.

Keywords: Biological nitrogen fixation. Bradyrhizobium. Rhizobium. Sinorhizobium.
Mesorhizobium. Methylobacterium. Burkholderia. 16S rRNA gene.
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INTRODUCAO

E pratica fundamental, na biotecnologia, a utilizagdo de
microrganismos. Torna-se, assim, indispensavel o conhecimento da biodiversidade e
a bioprospeccao de novos organismos. A biodiversidade envolve todas as formas de
vida, ecossistemas e processos ecoldgicos; abrange suas hierarquias em niveis
genéticos, taxonémicos e de ecossistemas. No conhecimento da biodiversidade
presente nos diferentes ecossistemas esta a base do progresso biotecnoldgico
esperado em diferentes areas da ciéncia aplicada, que se inicia com a procura € a
descoberta de um fenbémeno bioloégico que possa ser explorado (BULL;
GOODFELLOW; SLATER, 1992).

Por ser importante para a pesquisa e para o desenvolvimento dos
processos produtivos, o material biolégico € um insumo a ser preservado e
conhecido. Portanto, as colegbes de culturas microbianas apresentam um papel
relevante na conservagao ex situ (preservacgao), distribuicdo e identificagcdo de
recursos genéticos microbianos, bem como na organizagao e disponibilizagdo de
informacdes associadas aos seus acervos (SETTE; VAZOLLER, s.a). E de extrema
importancia, entdo, a classificagdo correta e completa de um microrganismo,
determinando suas caracteristicas, fun¢des e possiveis potenciais biotecnoldgicos.

Para a producgao agricola, base da economia nacional ou regional, o
uso da biotecnologia € essencial, porque oferece servicos e insumos que
proporcionam um aumento significativo na produtividade das culturas. Um exemplo,
€ a cultura da soja (Glycine max L. Merr.), que desempenha um papel importante na
agricultura brasileira. Sabe-se que a inoculagédo de plantas da familia Leguminosae
com bactérias denominadas, de modo geral, como rizébios, resulta em que, quando
em simbiose, ocorra o processo de fixagdo bioldgica do nitrogénio atmosférico
(FBN), substituindo totalmente os fertilizantes nitrogenados; esse processo também
ocorre com a soja. No Brasil, essa tecnologia representa uma economia estimada,
atualmente, em mais de 6 bilhdes de ddlares por safra, que, de outro modo, seriam
gastos com fertilizantes nitrogenados necessarios ao desenvolvimento da cultura da
soja (HUNGRIA; CAMPO; MENDES., 2007).
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Para alcancar altas produtividades na cultura da soja e de outras
leguminosas de alto teor protéico, € necessaria uma grande quantidade de
nitrogénio (N), por ser um elemento indispensavel a sintese de proteinas. Uma vez
que as fontes de N no solo sdo esgotaveis, em caso de uso, € necessaria a
reposi¢cao do nutriente. Apesar do nitrogénio gasoso (N2) compor 80% da atmosfera,
esse nao pode ser fixado pelas plantas, sendo necessario que se combine com
outros elementos, antes de ser utilizado. Uma alternativa seria o uso de fertilizantes
nitrogenados, porém, esses apresentam alto custo e contribuem para a poluigado dos
rios, lagos e lengois freaticos. Em contrapartida, o processo de FBN, pode resultar
em baixo custo e ndo possui carater poluente. (VARGAS; HUNGRIA, 1997,
SERAFINI; BARROS; AZEVEDO, 2001).

Pode-se concluir que a cultura da soja s6 é economicamente viavel,
no Brasil, gracas a FBN. Com o uso de inoculantes (produto a base de
microrganismos), contendo estirpes selecionadas, é possivel obter altos rendimentos
com baixo custo; além disso, o processo de FBN contribui para a manuteng¢ao da
qualidade ambiental, por diminuir a poluicdo ambiental com nitrato. Contudo, a
capacidade de FBN pode ser limitada, tanto pelas cultivares, ocasionada pela
suscetibilidade a estresses ambientais e ao ataque de pragas e doengas, entre
outros, como por caracteristicas intrinsecas das estirpes do rizdbio, ou ainda, por
limitagdes ambientais (VARGAS; HUNGRIA, 1997).

Visando o manejo mais eficiente da simbiose com diversas
leguminosas, € essencial o estudo da biodiversidade dentro das espécies,
especialmente em regides tropicais onde poucos estudos foram conduzidos até o
presente momento. Para buscar entender as complexas relagdes ecoldgicas e
evolucionarias, entre os rizébios, além da procura de gendtipos tolerantes aos
diferentes estresses ambientais presentes nessas areas e limitantes a simbiose.

Indmeros esforgos tém sido alocados no sentido de selecionar
estirpes de elevada eficiéncia, mas também, que sejam competitivas frente as
estirpes existentes no solo, que tenham alta capacidade de se associar com as
plantas e que apresentem eficiéncia em uma ampla gama de cultivares. O
crescimento em meios industriais também é avaliado, pois essas estirpes serdao
utilizadas para producao de inoculantes. As estirpes selecionadas passam, entao, a
serem recomendadas pelo Ministério da Agricultura para produgao de inoculantes e

sdo armazenadas em um banco oficial de estirpes, que no Brasil, se encontra na
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FEPAGRO/MIRCEN, da Secretaria de Ciéncia e Tecnologia do Rio Grande do Sul e
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. A recomendacao de estirpes,
baseada nos dados experimentais, € feita pela Rede de Laboratérios para
Recomendacao de Estirpes de Rhizobium (RELARE), que se reune com a presenca
dos principais pesquisadores do pais e com as empresas produtoras de inoculantes
(ARAUJO, 1997). Atualmente essa rede passou a ser denominada “Rede de
Laboratérios para Recomendacgdo, Padronizagdo e Difusdo de Tecnologia de
Inoculantes Microbianos de Interesse Agricola” (HUNGRIA; CAMPO; MENDES,
2007).

Desta forma, espera-se a adog¢do, cada vez em maior escala, na
agricultura, de leguminosas em simbiose. Portanto, o conhecimento da
biodiversidade de organismos diazotréficos e a classificagdo dos mesmos, tornam-se
importantes para que novas espécies sejam identificadas e que as antigas sejam
revistas, por meio de novas e modernas abordagens experimentais de biologia
molecular. Isso é de grande importancia porque, embora tenha sido alocado, no
Brasil, um consideravel esforgo na selec¢ao de estirpes eficazes no processo de FBN
de quase uma centena de leguminosas, a sua caracterizagcdo genética e a
determinacdo de sua posicdo taxondbmica ainda nado estdo suficientemente
elucidadas.

Nesse sentido, projetos de cole¢cdes de culturas tém importante
funcao para o estudo da diversidade e para sua manutencao no Brasil. Um setor que
se encontra avancado é do agronegocio e, na area da microbiologia, a FBN.
Consequentemente, colecdes de culturas de bactérias diazotroficas e promotoras do
crescimento de plantas representam um acervo valioso que inclui estirpes relevantes
para a elucidagao dos mecanismos de FBN e suas aplica¢des tecnoldgicas.

Neste contexto, com base no sequenciamento do gene 16S rRNA,
este estudo tem como objetivo, melhor compreender as relagdes filogenéticas de 54
bactérias diazotroficas simbidticas, autorizadas para producédo de inoculantes no
Brasil para 47 leguminosas, pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA, 2008).



13

1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 FIXACAO BIoLOGICA DO NITROGENIO (FBN)

A FBN constitui a principal via de incorporagao do nitrogénio gasoso
(N2) a biosfera, perfazendo cerca de 65% do total, ou 96% da fixagdo por processos
naturais e € considerada, apds a fotossintese, como o processo biolégico mais
importante, sendo fundamental para a vida na Terra (HUNGRIA et al., 2005).

O nitrogénio (N) é fundamental para o crescimento das plantas, pois
€ o constituinte essencial de aminoacidos, proteinas, bases nitrogenadas, acidos
nucléicos, horménios, clorofila, entre outras moléculas. A maior parte das plantas
obtém o N do solo na forma de ion nitrato (NO3’), havendo algumas que o absorvem
na forma de ion aménio (NH4"). Contudo, 78% da constituicdo gasosa da atmosfera
é formada por nitrogénio molecular, ou dinitrogénio (N;), onde os atomos encontram-
se unidos de uma maneira muito estavel. Para que o nitrogénio (N,) possa ser
utilizado pela planta, deve ser reduzido a amoénia (NH3) e convertido em ions aménio
(NH4"), ou outra forma que seja assimilavel. Para tanto, em processos industriais, &
necessario o fornecimento de temperatura e pressao muito elevadas, ou, em
processo biolégico, a presenga de um sistema enzimatico apropriado, a
dinitrogenase (HUNGRIA; VARGAS; ARAUJO, 1997).

Esse complexo enzimatico catalisa o processo de reducdo do
nitrogénio (N2) a aménio (NHs3) e é encontrado unicamente, em alguns procariotos,
organismos unicelulares denominados fixadores de nitrogénio (N2), ou diazotroficos.
No processo de FBN, os microrganismos existentes no solo fixam o nitrogénio (N,) e
o reduzem a forma de amoénia (NHs), a seguir, reagem com ions de hidrogénio e
passam a aménio (NH;") (HUNGRIA et al., 2005).

O nitrogénio atmosférico (N2), além de ser utilizado pelos
microrganismos, pode ser fornecido para plantas, por associagdo simbi6tica.
Algumas plantas, como as leguminosas [feijdo (Phaseolus vulgaris L.), ervilha
(Pisum sativum L.], vivem em simbiose com algumas bactérias, coletivamente

denominadas rizobios, que sao fixadores simbidticos primarios do nitrogénio (N>).
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Essas bactérias infectam as raizes das leguminosas (e algumas poucas né&o-
leguminosas, como a Parasponia), conduzindo a formacéao de estruturas especificas,
0s nédulos (Figura 1), onde a fixagdo de N ocorre (INDGE, 2000; LAEREMANS;
VANDERLEYDEN, 1998).

(c) (d)

Figura 1 — Processo de infecgcéo da raiz da planta hospedeira pelos
rizébios: (a) crescimento normal e uniforme da raiz; (b)
crescimento desproporcional da raiz; (c e d) aumento da
parede celular e crescimento progressivo das colbénias
bacterianas conduzindo a deformacao da raiz

Fonte: BREWIN (2004, p.298)

Devido a acao dos flavondides presentes na planta hospedeira, que
funcionam como sinais moleculares, as bactérias sao atraidas em diregcao as raizes,
ao redor dos tricomas (pélos) radiculares, onde degradam uma porgao da parede
celular, originando o corddo de infecgdo. No interior do cord&do, as bactérias
continuam se multiplicando, formando, assim, o nddulo primario. O corddo de
infeccao se ramifica para invadir as células vegetais, dessa maneira, o citoplasma da
célula invadida contera varios grupos de bactérias. As bactérias, que se encontram
dentro das células radiculares hospedeiras param de se multiplicar, aumentam de
tamanho e sofrem varias alteragdes bioquimicas para se transformarem em
bactérias especializadas na fixacdo de N,, denominadas bacteréides (HOPKINS;
HUNER, 2004; MYLONA; PAWLOWSKI; BISSELING, 1995).

No processo de FBN a bactéria fornece o N necessario para a planta
(hospedeira) e a planta fornece fontes de carbono e energia necessarias para as
atividades metabdlicas da bactéria, em uma relagcdo simbidtica (INDGE, 2000). A
reacdo de FBN caracteriza-se pela redugdo do N, a NHj3, onde € necessario o
transporte de elétrons, mediado pela enzima nitrogenase, que é formada por duas
unidades protéicas, a ferro-proteina (Fe-proteina) e a molibdénio-ferro-proteina

(MoFe-proteina), ambas capazes de transportar elétrons, nucleados pela ferridoxina
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(Figura 2). A ferridoxina, na sua forma reduzida, transfere um elétron para a unidade
Fe-proteina da nitrogenase. A Fe-proteina, entdo reduzida, doa o elétron recebido
para a MoFe-proteina, que acumula os elétrons. Apds oito transferéncias, essa
unidade tera acumulado oito elétrons e, entdo, fara a redugdo do N, a NHj;
(HOPKINS; HUNER, 2004).

16 ADP + 16 Pi

C-] Unidades protéicas
da rdfrogenase
fed - ferridosina
red - forma reduzids
ox - forma oxidada

Figura 2: Transferéncia de elétrons pela nitrogenase

Fonte: HOPKINS; HUNER (2004)

Esse processo requer muita energia, 16 moléculas de ATP e
enzimas necessarias para quebrar as pontes de nitrogénio, de maneira que a

combinagao com o hidrogénio seja facilitada. A reacédo pode ser descrita como:
Ny + 3H, + 16 ATP + 8¢ — 2NH;3; +H; + 16 ADP + Pi

Conforme ja comentado, no processo de FBN, a NH3;, em contato
com o substrato aquoso do citoplasma dos bacterdides, é convertida em NH4", que
por sua vez, ao saturar o substrato, inibe a FBN. Assim, o NH;" é retirado dos
bacterdides, atingindo o citoplasma da célula vegetal hospedeira. Para as células
vegetais, o NH4" também é prejudicial e precisa ser transformado em moléculas que
ndo possuam efeito toxico. Duas enzimas, a glutamina sintetase (GS) e a glutamato

sintase (GOGAT), sdo responsaveis pela conversdo do NH;* em aminoacidos, que
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s&o a glutamina e o glutamato (HOPKINS; HUNER, 2004; MYLONA; PAWLOWSKI;
BISSELING, 1995).

1.2 TAXONOMIA

A grande diversidade de organismos levou o homem a procurar
meios de organizar, ordenar e denominar os seres vivos. Os primeiros sistemas de
classificagdo geravam grupos que, normalmente, partilhavam caracteristicas
morfologicas, independentemente das suas relagdes filogenéticas. Ao longo do
tempo, com o aprofundamento das ciéncias biolégicas, novos sistemas de
classificagao tém sido propostos.

A taxonomia (do grego taxon: categoria, grupo e, nomos:
conhecimento) € uma ciéncia que tem como objetivo classificar, identificar e nomear
os organismos (VANDAMME et al., 1996). No principio, os resultados na formagéao
de grupos taxondmicos eram heterogéneos e, muitas vezes, artificiais, mas devido
ao desenvolvimento tecnoldgico, a taxonomia de bactérias, em geral, sofreu muitas
mudancas.

O estudo da filogenia é uma ferramenta da taxonomia utilizada para
determinar a relagdo existente entre os organismos, indicando seu possivel grupo,
suas relagcbes com outros grupos e seu lugar nas familias e reinos, bem como
auxiliando no reconhecimento dos ancestrais (LUDWIG et al., 1994). A filogenia
pode ser definida como uma histéria evolucionaria de organismos e genes, cujo
entendimento € um pré-requisito para estudos ecologicos e de genética de
populagdes. A identificacdo correta de um microrganismo de acordo com suas
correlagdes filogenéticas ajuda a predizer propriedades genotipicas e fenotipicas
esperadas para cada espécie (STRALIOTTO; RUMJANEK, 1999). Em bactérias a
filogenia é baseada, principalmente, em dados de seqlenciamento de genes
estruturais conservados, onde genes mais conservados ajudam a comparar
organismos relacionados distantemente, enquanto que genes menos conservados
sdo utilizados na identificagdo de mudangas pequenas e recentes (LUDWIG et al.,
1994).
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1.2.1 CronO6metros filogenéticos

Em 1987, Woese propbds o agrupamento dos seres vivos em uma
arvore filogenética com o uso do gene ribossomal 16S e 18S (RNAr 16S e 18S), o
que mudou o rumo da taxonomia (LUDWIG; KLENK, 2001). O genes ribossomais,
com énfase para os RNAr — 5S, 16S, 23S, sdo extremamentes conservados,
essenciais a sobrevivéncia dos organismos, por estarem relacionados com a sintese
protéica. E importante comentar que, assim como em outros genes que ocorrem em
multiplas copias no genoma, os genes ribossomais estio sujeitos a um processo de
homogeneizagéo, o que significa que todas as copias tendem a ser, similares umas
as outras (HAUKKA; LIDSTROM; YOUNG 1996). Enfim, esses genes sdo altamente
conservados e as espécies que possuem mais de 70% de similaridade nos valores
de hibridizacdo DNA-DNA, apresentam gerallmente mais de 97% de identidade nas
sequéncias do gene RNAr 16S (STACKEBRANDT; GOEBEL, 1994).

O RNAr 16S é considerado, como um crondmetro molecular nos
estudos de filogenia e evolugao, para bactérias, e o0 RNAr 18S, para eucariotos, pois
preenchem todos os requisitos que definem um marcador filogenético (RODICIO;
MENDOZA, 2004):

1)  Os RNAr’s estdo presentes e tém a mesma fungdo em todos os organismos;

2) Eles se originaram de um ancestral comum, portanto sdo homologos;

3) Suas sequéncias de nucleotideos sdo altamente conservadas em algumas
regides e possuem também outras regides variaveis;

4) Séao relativamente grandes, com informagbes suficientes para permitir
comparacgdes estatisticas significativas;

5) A estrutura primaria dessas moléculas possui sitios de evolugao
independentes, consequentemente, contém regides variaveis suficientes para
permitirem a discriminacao entre diferentes moléculas.

Para o estudo de filogenia, portanto, € preciso a sequéncia completa
de nucleotideos do gene RNAr 16S. Uma vez determinada, é estabelecida a
comparacgao e a similaridade entre as sequéncias obtidas, permitindo a construgao
de arvores filogenéticas, que indicam a relagdo evolutiva dos organismos
comparados (RODICIO; MENDOZA, 2004).
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Niveis mais altos tais como: filo, classe, ordem, familia e género,
conforme Brenner, Staley e Krieg (2001), tém sido definidos pela analise das
sequéncias do gene RNAr 16S. Entretanto, para determinagdo de espécies, vém
sendo utilizadas analises de similaridades DNA-DNA, sequéncia do RNAr 16S e
caracteristicas fisioldgicas, porém, ainda ndo ha uma determinagao precisa quanto a
especiacao em bactérias (BRENNER; STALEY; KRIEG, 2001).

1.2.2 Principios Metodoldgicos para Construcdo da Arvore Filogenética

Para construgédo da arvore filogenética baseada no sequenciamento
do gene RNAr 16S, método molecular de identificacdo bacteriana, € necessario
cumprir trés etapas: amplificacdo do gene, determinagdo da seqUéncia de
nucleotideos e analise das sequéncias.

A amplificagdo do gene RNAr 16S, com tamanho aproximado de
1500 pb, implica em uma reagao de PCR (Polymerase Chan Reaction - reagédo em
cadeia da polimerase), com iniciadores apropriados de 20 nucleotideos (RODICIO;
MENDOZA, 2004). Com o gene amplificado, € realizada uma reacédo de
sequenciamento, similar a de amplificacdo. Porém, utiliza um unico iniciador e
terminadores (dNTP) adequados marcados com fluorescéncia, que interrompem a
sintese de maneira aleatodria. Essa metodologia € baseada no método de terminagao
da cadeia, ou método de Sanger (SANGER; NICKLEN; COULSON, 1977).

Portanto, para obtengdo da sequéncia completa do gene RNAr 16S,
em geral sdo necessarias varias reag¢des, dependendo da quantidade de bases que
0 sequenciador consegue determinar. Em geral, os sequenciadores automaticos,
utilizados atualmente, sequenciam aproximadamente 500 a 900 pb. Como o gene
RNAr 16S tem, aproximadamente, 1500 pb, torna-se necessario utilizar de quatro a
oito iniciadores, que possibilitem a sobreposicao das sequéncias obtidas para a
obtencao do gene completo (RODICIO; MENDOZA, 2004).

Em sistema operacional Linux, as sequéncias, geradas no
sequenciador automatico, podem ser processadas pelos programas Phred, Phrap e
Consed (EWING et al., 1998; EWING; GREEN, 1998; GORDON; ABAJIAN; GREEN,

1998). O primeiro faz a leitura dos eletroferogramas, isto €, digitaliza as leituras de
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DNA e atribui qualidade as bases com a utilizacdo de algoritmos. Ha probabilidade
de erro de leitura que infere a qualidade Phred, correspondente a um numero inteiro
entre 0 e 99. Uma base com qualidade 40 indica que o erro é de 1 base em 10*, mas
somente considera-se uma base como aceitavel se tiver qualidade, de no minimo,
20 (1 base incorreta em 100) (CARRARO; KITAJIMA, 2002).

O alinhamento e a edicdo das sequéncias sdo gerados pelo
programa Phrap, que |é os fragmentos ja digitalizados, procurando encontrar os elos
entre as sequéncias para liga-las, formando sequéncias maiores, chamadas de
consenso (contig). Gerado o contig de alta qualidade, o programa Consed faz a
visualizacao das sequéncias (EWING; GREEN 1998; GORDON et al., 1998) e entéao,
pode ser feita a comparagdo das mesmas com o banco de dados.

Atualmente existem bancos de dados distintos, alguns com acervo
publico e com acesso livre, como: GenBank NCBI (National Center for Biotechnology
Information), EMBL (European Molecular Biology Laboratory), RDP (Ribosomal
Database Project), RIDOM (Ribosomal Differentiation of Medical Microorganisms), e
outros privados, como MicroSeq (Applied Biosystems) e SmartGene IDNS
(Integrated Database Network System).

Finalmente, na dultima etapa, é feita a construcdo da arvore
filogenética, através do alinhamento das sequéncias obtidas, existindo varios
programas para isso. Como exemplo, podem-se citar os programas, CLUSTAL W e
MEGA 3, que usam métodos algoritmos baseados em modelos evolutivos. Os
algoritmos mais utilizados sdo o UPGMA (Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic means) e o Neighbor-joining, que realizam uma série de calculos com a
matriz de distancia gerada a partir do alinhamento para estimar a arvore filogenética.
(KUMAR; TAMURA; NEI, 2004; SAITO; NEI, 1987). Dessa forma, €& possivel
visualizar a arvore filogenética de forma esquematica, que reflete o parentesco
genético entre os organismos comparados (RODICIO; MENDOZA, 2004).
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1.3 TAXONOMIA DOS RizOBIOS

As principais responsaveis pelo processo de FBN sio bactérias
simbidticas, chamadas coletivamente de rizébios, termo genérico que inclui varias
familias, géneros e espécies de bactérias. Os rizébios ja identificados foram
classificados como pertencentes a: Dominio: Bacteria; Filo: Proteobacteria; Classe:
Alfaproteobacteria (o) e Betaproteobacterias (). Nas o-proteobactérias, ja foram
encontradas bactérias simbidticas, em sete géneros descritos: Devosia,
Azorhizobium, Methylobacterium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Rhizobium e
Sinorhizobium. Nas B- proteobactérias, ha dois géneros descritos até o presente
momento, Wautersia, Burkholderia. Os géneros com maior numero de espécies
descritas sdo os quatro ultimos das Alfaproteobacteria, pelo grande interesse na
agricultura (BREWIN, 2004; LLORET; MARTINEZ-ROMERO, 2005).

Inicialmente, porém, o agrupamento dos rizébios era baseado
somente em caracteristicas fenotipicas. Essa classificacdo era dada pela
especificidade do rizébio, resultande do conceito de “grupos de inoculagao cruzada”,
onde cada bactéria possui habilidade de nodular e fixar N, com a respectiva
leguminosa hospedeira. Desse modo, Rhizobium phaseoli nodula feijoeiro; R.
japonicum, a soja; R. meliloti, a alfafa (Medicago sativa); R. lupini, Lupinus spp. e R.
trifolii, o trevo (Trifolium repens) (JORDAN; ALLEN, 1974).

O conceito de planta hospedeira, porém, foi modificado, devido a
existéncia de muitas excec¢des. Foram observadas muitas reagcdes cruzadas entre as
plantas hospedeiras e as bactérias simbidticas, pois um Uunico género de
leguminosa, por exemplo, Acacia ou Leucaena, poderia abrigar diferentes
simbiontes (TEREFEWORK et al., 2000). A Acacia, por exemplo, pode ser nodulada
por Bradyrhizobium sp. (DUPUY; DREYFUS, 1992), Mesorhizobium, Sinorhizobium
(DE LAJUDIE et al., 1994) e R. huakuii (MARTINEZ-ROMERO, 1994). Outro
exemplo ocorre com o feijoeiro que, além de outras provaveis espécies ainda néo
descritas € nodulado por uma grande diversidade de rizébios, incluindo R. tropici, R.
etli, R. leguminosarum, R. giardinii e R. gallicum (MOSTASSO et al., 2002;
GRANGE; HUNGRIA, 2004). Por isso, esse conceito foi muito criticado e somente

meio século depois, pela analise de caracteristicas morfologicas, fisioldgicas,
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bioquimicas e genéticas, a classificagdo segundo a “inoculagdo cruzada” foi
substituida pela taxonomia numérica (HUNGRIA; VARGAS; ARAUJO, 1997).

Esses estudos foram impulsionados com o advento de metodologias
avancgadas, tais como a sistematica molecular e a quimiotaxonomia, para a
caracterizagcao de microrganismos. Bactérias de crescimento rapido e lento foram,
entdo, separadas em dois géneros, Rhizobium e Bradyrhizobium (JORDAN; ALLEN,
1984) e, posteriormente, mais quatro novos géneros foram incluidos: Sinorhizobium
(rizdbio de soja de crescimento rapido) (CHEN; YAN; LI, 1998; DE LAJUDIE et al.,
1994), Azorhizobium (DREYFUS; GARCIA; GILLIS, 1988), Mesorhizobium (JARVIS;
PANKHURST; PATEL, 1982; LINDSTROM et al., 1995; NOUR et al., 1994) e
Allorhizobium (DE LAJUDIE et al., 1998). A grande diversidade, de acordo com
Pifero et al. (1988), tanto quanto a ampla distribuicdo geografica podem ser
interpretadas como evidéncias de que Rhizobium, Bradyrhizobium e outros rizdbios
sejam estirpes antigas e com uma longa histéria evolutiva.

Essas novas técnicas também trouxeram uma revolugdo no estudo
da diversidade desses microrganismos, revelando uma estreita relacao filogenética
entre bactérias que, aparentemente, ndo estariam relacionadas. Esses estudos
estao permitindo uma melhor compreensédo dos mecanismos que atuam na evolugao
das bactérias simbidticas. De acordo com essa ampla diversidade de estirpes, varios
grupos de pesquisa tém se empenhado na tentativa de classificar tais
microrganismos e na descrigcéo de novas espécies (MARTINEZ-ROMERO, 1994).

Na atualidade, para a definicdo de novas espécies, é recomendado
o uso da “taxonomia polifasica”, a qual procura integrar diferentes tipos de
informacdes fenotipicas, genotipicas e filogenéticas dos microrganismos, buscando
uma classificacdo de consenso. Com o constante avango das técnicas de biologia
molecular, sera possivel, em breve, identificar novas espécies. E fundamental,
portanto, estar atualizado com as novas correntes taxonémicas e atentar para o fato
de que, certamente, a cada ano, novos géneros e espécies sdao descritos e/ou
reclassificados, seguindo uma tendéncia logica, desde que se estima que somente
12% das espécies de bactérias sdo conhecidas (VANDAMME et al., 1996).

O Brasil é o principal pais dentre os chamados de megadiversos, por
possuir um grande territério com uma grande diversidade climatica. Segundo
Lewinsohn e Prado (2002), o Brasil tem registradas, aproximadamente, 200.000

espécies de microrganismos, representando 14% da biota mundial e estima-se que
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ainda haja cerca de 2 milhdes de espécies que ainda ndo sao conhecidas. Apesar
de ser um numero aproximado, sinaliza que a biodiversidade brasileira é cerca de
dez vezes maior que a atualmente conhecida. Mesmo as estimativas mais
moderadas sugerem que 0 numero real de espécies seja seis vezes maior de que o
registrado hoje no Pais. Assim, para um melhor aproveitamento da biodiversidade
brasileira, € fundamental a implementacdo de programas de pesquisa, que visem a
identificacdo de novas espécies e de classificagdo de microrganismos. E essa
necessidade esta ligada a importancia que a biodiversidade representa e pode

representar para o Pais.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Inferir as relagdes filogenéticas entre 54 estirpes da “Colecéo de
Culturas SEMIA”, recomendadas como inoculantes comerciais para 47 leguminosas,

com base no gene ribossomal 16S e definir a classificagao taxonédmica das mesmas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Realizar a caracterizagdo morfo-fisiolégica das estirpes, através da
determinagao da cor, mucosidade, diametro, transparéncia, bordas e elevacao
das colbnias, bem como da reagdo acida ou alcalina e determinacdo da
velocidade de crescimento em meio de cultura contendo manitol como fonte de
carbono.

2

3

4

5

) Realizar o sequenciamento do gene RNAr 16S das estirpes;

) Construir a arvore filogenética das estirpes, com base no gene RNAr 16S;

) Inferir as relagdes filogenéticas entre as estirpes;

) Com base nas relagdes filogenéticas determinar a classificagdo taxondmica

adequada.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MICRORGANISMOS UTILIZADOS

Foram utilizadas, nesse estudo, 54 Dbactérias diazotréficas
simbidticas (Tabela 1), recomendadas para produg¢do de inoculantes comerciais no
Brasil, recomendadas para 47 leguminosas, pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento (MAPA, 2008). As estirpes foram fornecidas pela FEPAGRO
(Fundagao de Pesquisa Agropecuaria, Porto Alegre - RS). Na Tabela 1, constam as
informacbes sobre as estirpes, que foram armazenadas em tubos com meio de
cultura contendo extrato-de-levedura e manitol (YMA - yeast manitol agar)
(VINCENT, 1970) e estocadas a -80 °C em meio YM (yeast manitol) liquido e glicerol
(30%).

3.2 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA

As estirpes foram crescidas em placas contendo o meio YMA,
suplementado com vermelho Congo (0.00125%), para determinacdo de
caracteristicas morfolégicas, como, cor, mucosidade, didametro, transparéncia,
bordas e elevacdo da colénia. A acidez e alcalinidade produzidas pelas estirpes,
foram analisadas em YMA contendo azul de bromotimol (0,00125%), que ¢é indicador
de pH. A velocidade de crescimento das estirpes, também foi avaliada, segundo o
tempo para manifestagéo das coldnias isoladas. Assim, foi determinado: crescimento
rapido, para as estipes que cresceram até trés dias; crescimento intermediario, para
quatro a cinco dias; crescimento lento, para seis a nove dias; e crescimento muito
lento, para periodos superiores a dez dias. O cultivo foi realizado no escuro, a 28°C,

conforme descrito por Vincent (1970).
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3.3 EXTRACAO DE DNA

O DNA total foi extraido a partir do cultivo das espécies selecionadas
em meio YM liquido até a fase exponencial (10° cells mL™"). As células foram
separadas por centrifugagao, lavadas e ressuspensas em 400 uL de tampéo TE
50/20 (Tris-HCI 10 mM, pH 8,0; EDTA 1 mM). O DNA foi extraido conforme descrito
anteriormente (FERNANDES; FERNANDES; HUNGRIA, 2003), pela adicdo de 50
UL de SDS 10%, 5 pL de proteinase-K (20 mg ml™), 10 pL de lisozima (5 mg mL™), e
1 uL de RNAse (10 mg mL™). A seguir, procedeu-se a purificagdo com etanol a 96%
e, em seguida, com etanol a 70%. O pellet foi ressuspendido em TE 10/1, até uma
concentragado final de 20 ng L™ de DNA e as amostras foram armazenadas a -
20°C.

3.4 AMPLIFICACAO DO GENE RIBOSSOMAL16S

O gene RNAr 16S das bactérias foi amplificado pela técnica de PCR
(Polymerase Chain Reaction), com os primers fD1 e rD1 (WEISBURG, et al., 1991).
A amplificagado foi realizada conforme descrito por Menna et al. (2006), em um
volume final de 50 uL, contendo dNTPs (300 uM), PCR-buffer (Tris-base 20 mM pH
8.4 e KCI 50 mM), MgCl, (1,5 mM), primers (15 pmol em cada), Tag DNA
polymerase (1,2 U), DNA (20 ng) e DMSO (5%).

O produto de PCR foi purificado com o uso do Kit, PureLink PCR
Purification (Invitrogen), e a concentragdo das amostras foi padronizada para 40 ng

uL" DNA e foram, entdo, armazenadas a -20°C.
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) ESPECIE DE N° DA
a . ¢ | REGISTRO GEOGRAFICO b.c a MICRORGANISMO COLECAO
LEGUMINOSAS SUBFAMILIA (NATIVA)® TRIBO NOME COMUM RECOMENDADO OFICIAL
(TAXONOMIA)? (SEMIA)?
Acacia angustissima Mimosoideae Américas Acacieae acacia Bradyrhizobium spp. 6430
. . . . Asia, Caribe, Australia e . o 6436

Acacia farnesiana Mimosoideae Américas Acacieae - Bradyrhizobium spp. 6430
Acacia podalyriaefolia Mimosoideae Asia e Australia Acacieae - Bradyrhizobium spp. 6389
Acacia saligna Mimosoideae Australia Acacieae - Bradyrhizobium spp. gggg
Acacia silicina Mimosoideae - Acacieae - Bradyrhizobium spp. gigg
Adesmia latifolia Papilionaceae América do sul Adesmieae adesmia Bradyrhizobium spp. gjgg

- . . Asia, Oceano indico e ] oo
Albizia lebbeck Mimosoideae América do Sul Ingeae lingua-de-sogra Bradyrhizobium spp. 6432
Arachis pintoi Papilionaceae América do Sul (Brasil) Aeschynomeneae ?oTrzgi?r'g] Bradyrhizobium spp. 6439
Balizia pedicellaris Mimosoideae América Central Ingeae juerana-branca Bradyrhizobium spp. gigg
Bowdichia virgiloides Papilionoideae | América do Sul Sophoreae - Bradyrhizobium spp. gg;g
Calliandra callothyrsus Mimosoideae - Ingeae. caliandra Bradyrhizobium spp. gigg

. . . . . Australia, Caribe e América N 6395
Calliandra surinamensis | Mimosoideae do Sul Ingeae - Bradyrhizobium spp. 6423
Centrosema sp. Papilionaceae - Phaseoleae centrosema Bradyrhizobium spp. 690
Chamaecrista ensiformis | Caesalpinioideae | América do Sul (Brasil) Cassieae - Bradyrhizobium spp. 6392
Clitoria fairchildiana Papilionaceae América do Sul (Brasil) Phaseoleae - Bradyrhizobium spp. 6411
Dalbergia nigra Papilionaceae América do Sul (Brasil) Dalbergieae - Bradyrhizobium spp. 6413
Dimorphandra jorgei Caesalpinioideae | América do Sul (Brasil) Caesalpinieae - Bradyrhizobium spp. 6400
Enterolobium Mimosoideae América do Sul e Central Ingeae - Bradyrhizobium spp. 6403
cyclocarpum
Enterolobium timbouva | Mimosoideae América do Sul Ingeae timbauva Bradyrhizobium spp. 6397




27

Africa, Asia, Australia e

Falcataria moluccana Mimosoideae Oceano Pacifico Ingeae - Bradyrhizobium spp. 6432
o . i, Asia, Caribe, América N o L
Gliricidia sepium Papilionaceae Central e do Sul Robinieae gliricidia Bradyrhizobium spp. 6435
Inga marginata Mimosoideae América Central e do Sul Ingeae inga Bradyrhizobium spp. 6433
Lathvrus odoratus Pavilionaceae Asia, Europa, Oriente Vicieae sincho, ervilha de | Rhizobium leguminosarum 388
y b Médio cheiro bv. Viceae 3018
. ; ; Rhizobium leguminosarum 344
Lens esculenta Papilionaceae Africa, Asia, Oriente Médio, | Vicieae lentilha . 3026
bv. Viceae 3025
Leucaena diversifolia Mimosoideae América Central Mimoseae - Bradyrhizobium spp. 6162
Leucaena leucocephala | Mimosoideae América Central Mimoseae leucena Bradyrhizobium spp. 6153
Lonchocarpus costatus | Papilionaceae Américas Millettieae leucena Bradyrhizobium spp. gigg
Lotus corniculatus Papilionaceae Afr_|ca, AS'?’ _Europa © Loteae cornichdo Mesorhizobium loti 806
Oriente Médio
Lotus subbiflorus Papilionaceae Africa e Europa Loteae el rincén Mesorhizobium loti gjg
Medicago sativa Papilionaceae Asia e Oriente Média Trifolieae alfafa Sinorhizobium meliloti 116
. s . . L. . . mimosa, sabia, N
Mimosa caesalpiniifolia | Mimosoideae América do Sul (Brasil) Mimoseae ~ Bradyrhizobium spp. 6410
sansdo do campo
. . . . - 6417
Mimosa flocculosa Mimosoideae - Mimoseae - Bradyrhizobium spp. 6422
Parapiptadenia rigida Mimosoideae América do Sul Mimoseae angico Bradyrhizobium spp. 6416
Phaseolus vulgaris Papilionaceae América Central Phaseoleae feijao Rhizobium tropici 4088
Piptadenia gonoacantha | Mimosoideae América do Sul (Brasil) Mimoseae - Bradyrhizobium spp. 6385
Pisum sativum Papilionaceae Aff'c.a’ Europa e Oriente Fabeae ervilha Rhlzo_b|um leguminosarum 3012
Médio bv. Viceae
Pithecellobium tortum Mimosoideae América do Sul (Brasil) Ingeae - Bradyrhizobium spp. gjgg
Poecilanthe parviflora Papilionaceae América do Sul Brongniartieae - Bradyrhizobium spp. 6403
- . . Caribe, América Central, do | ,,. o
Prosopis juliflora Mimosoideae Norte e do Sul Mimoseae algaroba Bradyrhizobium spp. 6162
Pseudosamanea . , Caribe, América Central e N 6409
guachapele Mimosoideae qo Sul Ingeae - Bradyrhizobium spp. 6403
Samanea saman Mimosoideae Asia, Caribe, América Ingeae - Bradyrhizobium spp. 6405
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Central e do Norte 6403
Stylosanthes sp. Papilionaceae - Aeschynomeneae | estilozantes Bradyrhizobium spp. 6154
Trifolium pratense Papilionaceae Africa, Asia, Europa & Trifolieae trevo vermelho Rhizobium leguminosarum 265
Oriente Médio bv. Trifolii 2082
o o - . 235
Trifolium repens Papilionaceae Afrllca, AS'?’ .Europa e Trifolieae trevo branco Rh'zc.)b“.J.m leguminosarum 2082
Oriente Médio bv. trifolii 2083
Trifolium semipilosum Papilionaceae Africa e Oriente Médio Trifolieae trevo da kénia bR\t“%rci)leJIIliJim leguminosarum 2002
Trifolium subterraneum | Papilionaceae Afr_|ca, AS'?’ _Europa © Trifolieae trevo subterraneo Rhlzc_)b|g_m leguminosarum 265
Oriente Médio bv. trifolii
Trifolium vesiculosum Papilionaceae Europa e Oriente Médio Trifolieae trevo vesiculoso, | Rhizobium leguminosarum 2050

trevo yuchi

bv. trifolii

@ MAPA (Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento)
®ILDIS (International Legume Database & Information Service)
© USDA (United States Departament Of Agriculture)
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3.5 SEQUENCIAMENTO DO GENE RIBOSSOMAL16S

As reagdes de sequenciamento foram realizadas com o uso de cinco
primers: fD1, Y2 (5-CCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGT-3") (YOUNG; DOWNER;
EARDLY, 1991) e os primers desenhados pelo Prof. Leonardo M. Cruz (Dept. de
Bioquimica, UFPR, Curitiba, PR, Brazil) e utilizados por Menna et al., (2006): 362f
(5"-CTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGG-3"), 786f (5'-CGAAAGCGTGGGGAGCA
AACAGG-3") e 1203f (5'-GAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTC-3"). As reagodes
foram realizadas em microplacas (96-well-full-skirt-PCR), utilizando 2 uL do produto
de PCR purificado, 3 yL de dye (DYEnamic ET terminator reagent premix for the
MegaBACE, Amersham Biosciences) e 3 pmol de primer. Para cada amostra
analisada realizou-se cinco reagdes distintas para cada primer (Figura 3), gerando
fragmentos de aproximadamente 500 pb (tamanho da leitura obtida no equipamento
MegaBACE). As condi¢cbes de reacao foram realizadas de acordo com Menna et al.,
(2006).

> fD1 > 362f » 786f  » 1203f
vo+
| 1500 pb i

Figura 3 — Esquema do gene RNAr 16S e a posicao dos iniciadores (primers).

Posteriormente, para obtencdo do DNA purificado, foi feita a
precipitacdo das reacgdes, com 2 uL de acetato de aménio estéril (7,5 M) e 65 uL de
etanol a 99,5% (temperatura ambiente), as amostras, entdo, foram homogeneizadas,
centrifugadas a 4.000 rpm por 45 min e o sobrenadante foi descartado. Apds a
secagem, o pellet foi purificado com 150 pL de etanol a 70%, homogeneizado,
centrifugado a 4.000 rpm por 10 min e descartado. O excesso de etanol foi retirado
por centrifugagcéo a 300 rpm, por 30 s, com a placa invertida e, entdo, seca a 37 °C
por 15 min. O pellet foi ressuspenso em 7 pL de agua ultra pura (deionizada e
autroclavada) e submetido a analise de seqienciamento no MegaBACE 1000 DNA

Analysis System (Amersham Biosciences). Os parametros de eletroforese usados,
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de um modo geral, foram: voltagem de injegcdo da amostra, 2 kV; tempo de injecao,
60 s; voltagem de corrida, 5 kV; tempo de corrida, 300 min.

As sequéncias de alta qualidade obtidas pela reacdo dos cinco
primers foram agrupadas em uma unica sequéncia formando um contig, através dos
programas Phred (EWING, GREEN, 1998; EWING, et al., 1998), Phrap
(www.phrap.org) e Consed (GORDON; ABAJIAN; GREEN, 1998). As seqliéncias
obtidas (3'-5’) foram submetidas ao banco de dados GenBank (NCBI) para verificar a

similaridade com o sequenciamento de outros microrganismos.

3.6 CONSTRUCAO DA FILOGENIA

A arvore filogenética foi gerada pelo programa MEGA versao 3.1
(KUMAR; TAMURA; NEI, 2004) utilizando o alinhamento multiplo das sequéncias
obtidas, neste estudo, bem como de sequéncias das estirpes tipo e de outras
estirpes depositadas no banco de dados GenBank. Onde, a escolha das estirpes
tipos foi baseada no resultado obtido pela submissao das sequéncias ao banco de
dados GenBank (NCBI). O alinhamento foi realizado pelo programa CLUSTAL X,
versao 1.83 (THOMPSON et al., 1997).

As estirpes tipos escolhidas como suporte, para analise filogenética,
foram (numero do depdsito no GenBank entre parénteses): Azorhizobium
caulinodans USDA 4892 T (X67221); Bradyrhizobium elkanii USDA 76" (U35000);
Bradyrhizobium japonicum USDA 6" (U69638); Bradyrhizobium liaoningense LYG10"
(AF208513); Bradyrhizobium sp. Aust13C (AY603956); Burkholderia cepacia ATCC
53867" (AY741356); Mesorhizobium amorphae RCAN13  (DQ022832);
Mesorhizobium ciceri USDA 3383" (U07934); Mesorhizobium loti USDA 34717
(X67229); Mesorhizobium sp. NH14 (AB196496.1); Mesorhizobium tianshanense
USDA 3592" (AF041447); Methylobacterium nodulans ORS 2060" (AF220763);
Methylobacterium sp. SKJH1 (AY741724.1); Rhizobium etli CFN 42T (U28916);
Rhizobium leguminosarum USDA 23707 (U29386); Rhizobium mongolense
USDA1844" (U89817); Rhizobium (=Agrobacterium) rhizogenes 163C (AY206687.1);
Rhizobium (=Agrobacterium) rhizogenes ATCC 11325" (AY945955.1); Rhizobium
tropici CIAT 899" (U89832); Sinorhizobium (=Ensifer) fredii USDA 205" (X67231);
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Sinorhizobium (=Ensifer) meliloti USDA 1002" (X67222). A espécie Methanococcus
maripaludis C6 (U38487) foi usada como “outgroup” (grupo de referéncia). Todas as

sequéncias foram obtidas a partir do banco de dados de sequéncias, GenBank
(NCBI, 2008).
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4 RESULTADOS

As sequéncias parciais do gene RNAr 16S foram processadas pelos
programas Phred, Phrap e Consed, em sistema operacional Linux, para remogao de
bases produzidas com baixa qualidade (indice de qualidade < 20), alinhamento e
edicdo das sequéncias. Esse processamento gerou um consenso de alta qualidade
para o gene completo de cada estirpe SEMIA (EWING; GREEN, 1998; GORDON et
al., 1998).

Com o alinhamento das sequéncias, foi possivel construir a arvore
filogenética, apresentada na Figura 4, que possibilitou a proposta de classificagdo
em nivel de género e, para a grande maioria das bactérias, com fortes indicagdes da
espécie (Tabela 2). A classificagdo em nivel de espécie foi apenas proposta
considerando identidade elevada de bases. Para valores inferiores a 1,03% de
diferenca entre os nucleotideos, foi definida a espécie e, para valores superiores, foi
utilizada a designacgéao “sp” apds o género (MENNA et al., 2006).

As 54 estirpes foram agrupadas em seis grandes grupos
filogenéticos ou “clusters”, podendo, ainda, haver indicagado de alguns subgrupos ou
“subclusters” (Figura 4). O primeiro grupo filogenético (G1), reuniu 20 estirpes
SEMIA com espécies de Rhizobium, com suporte bootstrap bastante elevado, de
99%. Nesse primeiro grupo (G1) houve a formacgéo de trés subgrupos. O primeiro
subgrupo (G1.1), agrupou 11 estirpes SEMIAs com a estirpe tipo R. leguminosarum
USDA 2370, com suporte bootstrap de 99% (Figura 4a). As 11 estirpes
apresentaram alta similaridade, com diferenga de nucleotideos inferior a 1,03%
(Tabela 2). Essas sdo recomendadas para culturas de Trifolium, Lens e Lathyrus,
mais adaptadas a regides subtropicais e temperadas e todas da mesma subfamilia,
Papilionaceae (Tabela 1).

No subgrupo G1.2, foram agrupadas quatro estirpes SEMIA com a
estirpe R. tropici CIAT 899", bem como, com as estirpes R. rhizogenes 163C e

ATCC 11325", previamente classificada como Agrobacterium (Figura 4b).
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Figura 4 — Arvore filogenética, construida com as seqiiéncias do gene ribossomal 16S das
estirpes tipo (item 3.6, p.29) e de 54 estirpes de rizdbios, oficialmente
recomendadas para o uso em inoculantes comerciais brasileiros para 47
leguminosas. A arvore filogenética foi gerada usando MEGA versdo 3.1,
parametros, distancia modelo - K2P e algoritimo Neighbor-Joining.



Tabela 2 — Analise morfolégica, identidade e porcentagem de nucleotideos distintos
(ND) e proposta de classificagao taxondmica para as estirpes de rizébios deste estudo
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Reacdo em

Identidade (Acessso

SEMIAS | Crescimento meio YMA “GeneBank”) DN(%) ? Taxondmia proposta
S-235 Intermediario | Acido 1254/1259 (U29386) 0,40 Rhizobium leguminosarum
S-265 Rapido Acido 1418/1423 (U29386) 0,35 Rhizobium leguminosarum
S-344 Intermediario | Acido 1369/1381 (U29386) 0,87 Rhizobium leguminosarum
S-388 Rapido Acido 1417/1423 (U29386) 0,42 Rhizobium leguminosarum
S-2002 Rapido Acido 1418/1423 (U29386) 0,35 Rhizobium leguminosarum
S-3025 Intermediario | Acido 1416/1423 (U29386) 0,49 Rhizobium leguminosarum
S-2050 Rapido Acido 1343/1348 (U29386) 0,37 Rhizobium leguminosarum
S-2082 Rapido Acido 1366/1372 (U29386) 0,44 Rhizobium leguminosarum
S-2083 Rapido Acido 1418/1423 (U29386) 0,35 Rhizobium leguminosarum
S-3018 Rapido Acido 1366/1372 (U29386) 0,44 Rhizobium leguminosarum
S-3026 Rapido Acido 1418/1423 (U29386) 0,35 Rhizobium leguminosarum
S-6411 Rapido Acido 1368/1410 (U89832) 2,98 Rhizobium sp.

S-6435 Rapido Acido 1453/1476 (U89832) 1,56 Rhizobium sp.

S-4088 Rapido Acido 1463/1476 (U89832) 0,88 Rhizobium tropici

S-6423 Rapido Acido 1389/1391 (AY945955.1) | 0,14 Rhizobium rhizogenes
S-6406 Intermediario | Neutro 1450/1454 (U28916) 0,28 Rhizobium etli

S-6409 Intermediario | Alcalino 1409/1413 (U28916) 0,28 Rhizobium etli

S-6436 Rapido Acido 1386/1421 (U28916) 2,46 Rhizobium sp.

S-6437 Intermediario | Acido 1386/1421 (U28916) 2,46 Rhizobium sp.

S-6438 Intermediario | Acido 1386/1421 (U28916) 2,46 Rhizobium sp.

S-116 Rapido Acido 1383/1384 (X67222) 0,07 Sinorhizobium meliloti
S-6162 Rapido Neutro 1422/1437 (X67222) 1,04 Sinorhizobium meliloti
S-3012 Lento Acido 1468/1476 (DQ022832) |0,54 Mesorhizobium tianshanense
S-848 Intermediario | Acido 1472/1477 (DQ022832) |0,34 Mesorhizobium amorphae
S-849 Lento Acido 1118/1125 (DQ022832) |0,62 Mesorhizobium amorphae
S-6430 Intermediario | Neutro 1468/1476 (DQ022832) |0,54 Mesorhizobium amorphae
S-806 Lento Acido 1475/1475 (DQ022832) |0,00 Mesorhizobium amorphae
S-6392 Intermediario | Acido 1474/1479 (DQ022832) |0,34 Mesorhizobium amorphae
S-6153 Intermediario | Alcalino 1421/1424 (U69638) 0,21° Bradyrhizobium japonicum
S-6439 Intermediario | Alcalino 1411/1425 (U69638) 0,98° Bradyrhizobium japonicum
S-6154 Intermediario | Alcalino 1409/1422 (U69638) 0,91 Bradyrhizobium japonicum
S-6396 Rapido Alcalino 1400/1411 (U69638) 0,78 Bradyrhizobium japonicum
S-6395 Intermediario | Alcalino 1459/1475 (U69638) 1,08 Bradyrhizobium sp
S-6096 Intermediario | Alcalino 1432/1436 (U35000) 0,28 Bradyrhizobium elkanii
S-6389 Intermediario | Neutro 1474/1479 (U35000) 0,34 Bradyrhizobium elkanii
S-6400 Intermediario | Alcalino 1474/1479 (U35000) 0,34 Bradyrhizobium elkanii
S-6403 Intermediario | Alcalino 1443/1448 (U35000) 0,35 Bradyrhizobium elkanii
S-6405 Intermediario | Neutro 1475/1479 (U35000) 0,27 Bradyrhizobium elkanii
S-6414 Intermediario | Alcalino 1475/1479 (U35000) 0,27 Bradyrhizobium elkanii
S-6416 Intermediario | Alcalino 1417/1420 (U35000) 0,21 Bradyrhizobium elkanii
S-6428 Intermediario | Alcalino 1407/1416 (U35000) 0,64 Bradyrhizobium elkanii
S-6432 Intermediario | Alcalino 1421/1427 (U35000) 0,42 Bradyrhizobium elkanii
S-690 Intermediario | Neutro 1471/1479 (U35000) 0,54 Bradyrhizobium elkanii
S-6397 Intermediario | Alcalino 1471/1479 (U35000) 0,54 Bradyrhizobium elkanii
S-6399 Intermediario | Alcalino 1471/1479 (U35000) 0,54 Bradyrhizobium elkanii
S-6404 Intermediario | Alcalino 1460/1468 (U35000) 0,54 Bradyrhizobium elkanii
S-6408 Intermediario | Alcalino 1415/1422 (U35000) 0,49 Bradyrhizobium elkanii
S-6433 Intermediario | Alcalino 1471/1479 (U35000) 0,54 Bradyrhizobium elkanii
S-6407 Rapido Alcalino 1310/1390 (AF220763) |5,76 Methylobacterium sp.
S-6385 Intermediario | Alcalino 1327/1356 (AY741356) |2,14 Burkholderia sp

S-6410 Intermediario | Alcalino 1378/1413 (AY741356) |2,48 Burkholderia sp

S-6413 Rapido Alcalino 1378/1413 (AY741356) |2,48 Burkholderia sp

S-6417 Rapido Acido 1413/1413 (AY741356) |0,00 Burkholderia cepacia
S-6422 Rapido Neutro 1377/1378 (AY741356) |0,07 Burkholderia cepacia

# DN (diferenca entre nucleotideos): porcentagem obtida pela comparacéo entre a seqiiéncia analisada e a seqiiéncia da
estirpe tipo mais préxima na arvore filogené’[ica.b Porcentagem obtida pela comparagao entre a seqiiéncia analisada e a
seqléncia padrao de B. japonicum.



35

SEMIA 2002
SEMIA 344
SEMIA 265
SEMIA 388
SEMIA 235

I SEMIA 3025
SEMIA 3018
SEMIA 3026
SEMIA 2082
SEMIA 2050
SEMIA 2083
L Rhizobium leguminosarum USDA 2370

99

Figura 4a — Grupo filogenético G1.1.

A estirpe SEMIA 6411 ficou mais distante neste grupo, tendo uma
diferenca entre nucleotideos de 2,98% (Tabela 2) em relagédo a R. tropici, assim
como a SEMIA 6435, com 1,56%; desta forma, foi proposta a classificacdo dessas
estirpes como Rhizobium sp. As SEMIAs 6411 e 6435 foram isoladas de Clitoria
fairchildiana e Gliricida sepium, respectivamente (Tabela 1). A SEMIA 4088,
recomendada para Phaseolus vulgaris, apresentou alta similaridade (DN = 0,88%)
com R. tropici (Tabela 2). Ja a SEMIA 6423, recomendada para Calliandra
callothyrsus e C. surinamensis (Tabela 1), foi agrupada com R. rhizogenes ATCC
11325", com suporte bootstrap de 80% (Figura 4b) e diferenca de nucleotideos de
0,14% (Tabela 2).

SEMIA 6411

SEMIA 6435

SEMIA 4088

Rhizobium tropici CIAT 899

B4
94
76|f SEMIA 6423

go| Rhizobium sp ATCC 11325
73! Rhizobium rhizogenesATCC 11325

Figura 4b: Grupo filogenético G1.2.

O terceiro subgrupo (G1.3) foi formado por cinco estirpes agrupadas
com a estirpe tipo de R. etli CFN 427, contudo, com suporte bootstrap bastante
baixo, de 35%. As SEMIAs 6406 e 6409 apresentaram alta similaridade com a
estirpe tipo (Tabela 2), com suporte bootstrap de 88% (Figura 4c), dando suporte a

classificagdo para R. etli. Essas estirpes sdo recomendadas para Pithecellobium
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tortum e Pseudosamanea guachapele, respectivamente, da subfamilia Mimosoideae
(Tabela 1). As demais estirpes deste grupo, as SEMIAs 6436, 6437 e 6438,
apresentaram alta similaridade entre si, com suporte bootstrap de 99% (Figura 4c),
porém, com diferenga maior que 1,03% nas bases (Tabela 2), em comparagdo com
a estirpe tipo. Foi sugerida, entéo, a classificagdo como Rhizobium sp. para essas
estirpes, sendo a estirpe SEMIA 6436 recomendada para Acéacia farnesiana
(subfamilia, Mimosoideae), e as estirpes SEMIA 6437 e 6438 e para Adesmia

latifolia, para as seguintes, da subfamilia Papilionaceae (Tabela 1).

SEMIA 6406
99 SEMIA 6409

Rhizobium etli CFN42
SEMIA 6437
SEMIA 6436

99

SEMIA 6438
Rhizobium mongolense USDA 1844

Figura 4c — Grupo filogenético G1.3.

O segundo grupo (G2) formado inclui as estirpes tipo, Sinorhizobium
meliloti USDA 10027 e S. fredii USDA 205", juntamente com as SEMIAs 116 e 6162,
com suporte bootstrap 90% (Figura 4d). As duas estirpes SEMIAs, apresentaram
alta similaridade com a estirpe Sinorhizobium meliloti, suportando essa classificagao
filogenética (Tabela 2). Essas duas estirpes sdo recomendadas para distintas
espécies, a primeira para Medicago sativa, subfamilia Papilionaceae e a segunda
paraProsopis juliflorae Leucaena diversifolia, da subfamilia Mimosoideae (Tabela 1).

Sinorhizobium fredii USDA 205
% SEMIA 6162
81| | SEMIA 116
99 I Sinorhizobium meliloti USDA 1002

Figura 4d — Grupo filogenético G2.

O terceiro grupo (G3) agrupou seis estirpes com espécies do género
Mesorhizobium e com suporte bootstrap de 99% (Figura 4e). Nesse grupo, a estirpe
M. tianshanense USDA 3592 foi agrupada com a SEMIA 3012, isolada de Pisum
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sativum (Tabela 1), com suporte bootstrap de 71% (Figura 4e). A SEMIA 3012
apresentou alta identidade com a estirpe tipo, suportando a classificagao filogenética
como M. tianshanense (Tabela 2). As outras cinco estirpes desse grupo se
agruparam com a estirpe tipo, M. tianshanense, com suporte bootstrap de 83%
(Figura 4e), porém, filogenéticamente ficaram mais proximas da Mesorhizobium
amorphae RCAN13, e apresentaram alta identidade, suportando a classificagao
filogenética como M. amorphae. As SEMIAS desse grupo sdo recomendadas para
Acacia e, também, para Lotus e Chamaecrista (Tabela 1), com exceg¢do da SEMIA
3012.

Mesorhizobium sp NH14

99 | Mesorhizobium ciceri USDA 3383

99 Mesorhizobium loti USDA3471
11 SEMIA 3012
83 Mesorhizobium tianshanense USDA 3592 1

SEMIA 848
SEMIA 849

77 [ SEMIA 6430
SEMIA 806
SEMIA 6392
Mesorhizobium amorphae RCAN13

Figura 4e — Grupo filogenético G3.

O quarto grupo (G4) incluiu espécies do género Bradyrhizobium,
com suporte bootstrap bastante elevado, de 99% (Figura 4) e formacéo de alguns
subgrupos. O primeiro (G4.1), reuniu cinco estirpes com as padrdes B. liaoningense
LYG10" e B. japonicum USDA 6" e com suporte bootstrap de 99% (Figura 4f). As
SEMIAs 6153 e 6439, isoladas respectivamente dos géneros Leucaena
leucocephala e Arachis pintoi (Tabela 1), das subfamilias, Mimosoideae e
Papilionaceae, apresentaram diferengca entre nucleotideos inferior a 1,03%,
suportando a classificacao filogenética para B. japonicum. Apesar das SEMIAs 6153
e 6439 terem apresentado alta similaridade com B. liaoningense, o crescimento
dessa espécie € extra-lento (XU et. al., 1995) porém, essas SEMIAs apresentaram
crescimento intermediario (Tabela 2). A SEMIA 6154, isolada de Stylosanthes sp. da
subfamilia Papilionaceae e a SEMIA 6396, isolada de Balizia pedicellaris, da
subfamilia Mimosoideae (Tabela 1), apresentaram alta similaridade com a estirpe

padréao de B. japonicum (USDA 6T). No entanto, a SEMIA 6395, microssimbionte das
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espécies Calliandra callothyrsus e C. surinamensis, da subfamilia Mimosoideae
(Tabela 1), apresentou diferenga entre nucleotideos igual a 1,08% com a estirpe tipo
(Tabela 2). Desta forma, as SEMIAs 6154 e 6396 suportam a classificagdo como B.
japonicum e a SEMIA 6395, como Bradyrhizobium sp.

931 SEMIA 6153
Bradyrhizobium liaoningense LYG10
SEMIA 6439
99 |- Bradyrhizobium japonicum USDA 6
SEMIA 6396
g2 || SEMIA 6154
94 SEMIA 6395

Figura 4f — Grupo filogenético G4.1.

O segundo subgrupo do quarto grupo (G4.2), com suporte bootstrap
bastante elevado, de 99% (Figura 4g), uniu quinze estirpes com a estirpe tipo de B.
elkanii, USDA 76" e com a estirpe Bradyrhizobium sp. Aust13C, isolada de Acacia
mangium. Todas apresentaram alta similaridade com a estirpe tipo, suportando a
classificagdo como B. elkanii (Tabela 2). Essas SEMIAs sdo recomendadas para
uma grande variedade de leguminosas, onde trés (20%) pertencem a subfamilia
Papilionaceae e 11 (73%) a subfamilia Mimosoideae e, dentro desta subfamilia,

quatro sao do género Acécia (Tabela 1).

SEMIA 6399
Bradyrhizobium sp Aust13C
—{ | SEMIA 6408
83| SEMIA 6404
SEMIA 6433
SEMIA 6428
SEMIA 690
SEMIA 6397
g9 || SEMIA 6416
SEMIA 6405
SEMIA 6432
SEMIA 6414
o SEMIA 6403
SEMIA 6389
SEMIA 6400
SEMIA 6096
Bradyrhizobium elkanii USDA 76

Figura 4g — Grupo filogenético G4.2.



39

O quinto grupo (G5) formado agrupou a estirpe SEMIA 6407, isolada
de Pithecellobium tortum, da subfamilia Mimosoideae (Tabela1), com a estirpe tipo
de Methylobacterium nodulans ORS 20607 e com a estipe SKJH-1 de
Methylobacterium sp., com suporte bootstrap de 99% (Figura 4h). A SEMIA 6407
apresentou diferenga entre nucleotideos, em relagéo a estirpe tipo, igual a 5,76%, o

que indica que pode ser classificada como Methylobacterium sp. (Tabela 2).

[

% SEMIA 6407
99| Methylobacterium sp SKJH1

Figura 4h — Grupo filogenético G5.

Methylobacterium nodulans ORS 2060

O sexto e ultimo agrupamento (G6) incluiu cinco estirpes e a tipo
Burkholderia cepacia ATCC 53867 com suporte bootstrap de 99% (Figura 4i). As
SEMIAs 6417 e 6422 se agruparam com a estirpe tipo com suporte bootstrap
elevado, de 99%, e apresentaram alta similaridade, sustentando a classificagcédo
filogenética para B. cepacia (Tabela 2). Ja as SEMIAs 6385, 6410 e a 6413 ficaram
proximas entre si, com suporte bootstrap de 99% (Figura 4), porém, se distanciaram
da estirpe tipo, apresentando diferenca entre nucleotideos superior a 1,03% (Tabela
2), sustentando a classificagdo para Burkholderia sp. Ambas as SEMIAs,
classificadas como B. cepacia, SEMIAs 6417 e 6422 nodulam Mimosa flocculosa, da
subfamilia Mimosoideae. A SEMIA 6385, nodula Piptadenia gonoacantha e a SEMIA
6410, nodula Mimosa caesalpiniifolia, da subfamilia Mimosoideae, enquanto que a

SEMIA 6413, nodula Dalbergia nigra da subfamilia Papilionaceae.

SEMIA6417
21 SEMIA 6422
Burkholderia cepacia ATCC 53867
99 SEMIA 6385
SEMIA 6410
99
SEMIA 6413

Figura 4 — Grupo filogenético G6
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5 DISCUSSAO

O aumento da produtividade e a sustentabilidade das leguminosas
estdo diretamente relacionados ao processo de fixagao biolégica do N. Isso ocorre
pela importancia do nitrogénio (N) para o crescimento das plantas, mas que pode ser
limitado pelo custo elevado dos fertilizantes nitrogenados que, além disso, podem
resultar em poluicdo do meio ambiente. Contudo, limitagdes intrinsecas a planta
hospedeira e aos rizobios ou, ainda, limitagcbes ambientais, podem afetar
diretamente a capacidade de FBN (VARGAS; HUNGRIA, 1997). Onde ha baixos
niveis de matéria organica no solo, como nos tropicos, a situagdo € ainda mais
critica, pelo empobrecimento do solo e pelo alto custo dos fertilizantes, aumentando
a importancia da FBN. Desse modo, projetos de colegbes de culturas séao
necessarios nao so6 para a preservagao do material genético, mas também por
oferecerem uma oportunidade importante para o desenvolvimento de estudos que
permitam a elucidagdo dos mecanismos de FBN e suas aplicagdes tecnoldgicas,
bem como para a identificacdo de linhagens elite para cada leguminosa de
interesse. Com o propdsito de manter as estirpes, que ja estdo sendo recomendadas
e distribuidas como inoculante nas industrias, foi criada, em 1985, pelo centro
microbiano “Resources Network” (MIRCEN) a “Coleg¢do de Culturas de Rizdbios
Brasileiros” (SEMIA), que se encontra na FEPAGRO/MIRCEN (MENNA et al., 2006).
No entanto, a caracterizagado genética e a taxonomia das estirpes que compdem a
colecdo SEMIA ainda ndo estéo suficientemente elucidadas.

Hoje, as estirpes de denomindas como SEMIA séo classificadas
como: R. meliloti, R. leguminosarum, B. japonicum, Bradyrhizobium sp., R. fredii, ou
R. loti (FEPAGRO, 1999) com base, exclusivamente, na sua capacidade de
neutralizar o meio YMA e na relagdo com a planta hospedeira. Neste trabalho, foi
feita a analise filogenética de 54 estirpes SEMIA com base no sequenciamento do
16S rRNA, por ser o gene escolhido para classificagdo e filogenia de bactérias, em
nivel de género (BRENNER; STALEY; KRIEG, 2001; WEISBURG et al., 1991),
capaz de inferir a historia evolucionaria das estirpes analisadas.

Com o sequenciamento desse gene, foi possivel agrupar as

bactérias e observar, em varias delas, diferengas na classificagdo em relacdo a da
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FEPAGRO, que se baseava em caracteristicas fenotipicas e na especificidade
hospedeira. Das 54 estirpes estudadas, 20 foram agrupadas com as estirpes tipo do
género Rhizobium e 20 com o género Bradyrhizobium, representando 74% das
estirpes do trabalho. As demais foram classificadas nos géneros: Sinorhizobium,
Mesorhizobium, Methylobacterium e Burkholderia. Comparando a classificagdo
proposta neste trabalho, com a proposta pela FEPAGRO, observaram-se diferencas
importantes: 33% das estirpes diferiram quanto a classificagcdo proposta pela
FEPAGRO, 24% foram iguais e 43% foram iguais somente em nivel de género.
Também é importante salientar que foram obtidos fortes indicativos de descrigdao de
10 novas espécies, dentro dos seguintes géneros (numero de espécies): Rhizobium
(5), Bradyrhizobium (1), Methylobacterium (1) e Burkholderia (3).

No que se refere a planta hospedeira, observou-se que uma mesma
estirpe pode nodular varias espécies, como ja havia sido observado por Menna et al.
(2006), sem nenhum indicio de correlagao evolutiva com as plantas hospedeiras.
Como exemplo, as SEMIAs do primeiro subgrupo do primeiro grupo (G1.1) nodulam
diferentes culturas, como, Trifolium, Lens e Lathyrus, da subfamilia Papilionaceae, e
a classificacdo sugerida, para as 11 estipes SEMIAs, foi R. leguminosarum. A
classificagdo como R. leguminosarum foi sugerida pela alta identidade com a estirpe
tipo, R. leguminosarum USDA 23707, e coincidiu com a taxonomia proposta por
FEPAGRO.

No segundo subgrupo (G1.2) foi posicionada a espécie R. tropici,
que inclui estirpes recomendadas comercialmente para a cultura do feijoeiro
(HUNGRIA et al., 2000; HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2003). Como ja reportado
(PINTO; HUNGRIA; MERCANTE, 2007), neste estudo a SEMIA 4088 foi agrupada
com R. tropici, que fica agrupada com R. rhizogenes, antiga Agrobacterium. Ainda
neste subgrupo (G1.2), ha indicios de novas espécies, a SEMIA 6411 e a SEMIA
6435, relacionadas, respectivamente, as culturas (subfamilia e tribo): Clitoria
fairchildiana (Papilionaceae, Phaseoleae) e Gliricidia sepium (Papilionaceae,
Robinieae). Inicialmente, essas estirpes foram classificadas, com base em
caracteristicas fenotipicas, como Bradyrhizobium sp. (Tabela 1), mas neste estudo,
com base no RNAr 16S, foram classificadas no género Rhizobium.

Ainda neste primeiro grupo, no terceiro subgrupo (G1.3) foi
posicionada a espécie R. etli, espécie que é relatada como a principal espécie

simbidtica do feijoeiro nos centros de origem desta leguminosa: Mesoamérica
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(MARTINEZ-ROMERO, 2003; SEGOVIA; YOUNG; MARTINEZ-ROMERO, 1993) e
Regiao Andina, tanto no norte (BERNAL; GRAHAM, 2001), como no noroeste da
Argentina (AGUILAR et al., 1998), considerado um centro secundario de origem
dessa leguminosa (SINGH; GEPTS; DEBOUCK, 1991). No entanto, estudos
recentes indicam uma ampla distribuicado de estirpes de R. etli associadas com o
feijoeiro no Brasil (GRANGE; HUNGRIA, 2004) e, neste estudo, a espécie também
foi associada as leguminosas Pithecellobium tortum (subfamilia — Mimosoideae, tribo
— Ingeae) e Pseudosamanea guachapele, da mesma subfamilia e tribo, nativas do
Brasil (Tabela 1). Nesse agrupamento, ha indicios de novas espécies de Rhizobium,
as SEMIAs 6437, 6436 e 6438, onde a 6436 nodula uma leguminosa pertencente a
subfamilia Mimosoideae, e as demais leguminosas da subfamilia Papilionaceae. As
estirpes desse grupo, por caracteristicas fenotipicas, haviam sido classificadas,
anteriormente, no género Bradyrhizobium.

Confirmamos neste trabalho, no segundo grupo (G2), a classificagao
da estirpe SEMIA 116 que, segundo caracteristicas fenotipicas e de inoculagéo
cruzada havia sido, anteriormente, denominada como S. meliloti. Essa estirpe tem
sido reconhecida pela interagdo com cultivares da alfafa (Medicago sativa) com alta
eficiéncia de FBN (KOLLING; SCHOLLES; SELBACH, 1983). A cultura da alfafa é
importante para a produg&o animal, por sua alta qualidade nutritiva, alto potencial de
producdo e possibilidade de sucesso na FBN (OLIVEIRA et al., 1999). A SEMIA
6162, por caracteristicas fenotipicas, havia sido classificada no género
Bradyrhizobium, e neste trabalho propde-se a classificacdo para S. meliloti.

O terceiro grupo (G3) agrupou as espécies do género
Mesorhizobium, onde foi sugerida a classificagdo como M. tianshanense para as
SEMIAs 3012, e para as SEMIAs 848, 849, 6430, 806 e 6392, sugerida a
classificagdo como M. amorphae. A espécie de rizdbio, M. tianshanense, foi isolada,
pela primeira vez, de leguminosas utilizadas na medicina chinesa ou para adubagéao
verde, na Republica Popular da China e as estirpes crescem bem em solos salinos
alcalinos e sdo muito resistentes a seca (CHEN, et al. 1995). E a estirpe de M.
amorphae é muito eficaz na FBN para a leguminosa Amorpha fruticosa, originada da
Ameérica do Norte e introduzida a China para cobertura do solo e controle de erosao
(Wang et al. 1999).

A classificagdo proposta, nesse grupo, se distancia da classificagéo

por caracteristicas fenotipicas e de especificidade com a planta hospedeira. Onde, a
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SEMIA 3012 era classificada como Rhizobium leguminosarum, as SEMIAs 806, 848
e 849, como Mesorhizobium loti e a SEMIA 6392 e 6430 como Bradyrhizobium sp.
Confirmando o distanciamento entre as classificagdes, a tradicional e a usada nesse
trabalho, segundo o sequenciamanento do gene RNAr 16S (Tabela1),.

O grupo (G4) seguinte, um dos dois maiores, agrupou estirpes de
Bradyrhizobium, que foram associadas a uma grande variedade de espécies,
demonstrando uma alta promiscuidade das estirpes desse género. Das 20 estirpes,
15 foram classificadas como B. elkanii, quatro como B. japonicum e uma como
Bradyrhizobium sp. Segundo caracteristicas fenotipicas, as estirpes desse grupo
haviam sido classificadas nesse mesmo género. Foi confirmada neste trabalho,
portanto, a classificagdo da maioria das estirpes em nivel de espécie e com
indicativo de uma nova espécie, a SEMIA 6395, recomendada para a cultura da
Calliandra callothyrsus (Tabela1).

No grupo 6 (G6), foram encontrados estirpes do género
Burkholderia, que eram classificadas anteriormente no género Bradyrhizobium
(Tabela 1). As estirpes do género Burkholderia pertencem as B-proteobactérias,
descritas como apresentando a capacidade de nodular leguminosas (CHEN et al.,
2003; MOULIN et al., 2001). Além disso, burkholderias também foram encontradas
em uma analise de outras estirpes da Colecédo de Culturas SEMIA, por Menna et al.
(2006). Todas as estirpes desse grupo estdo associadas a subfamilia Mimosoideae,

com excecgao da SEMIA 6413, associada a Papilionaceae.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Considerando que a caracterizagdo genética e a taxonomia das
estirpes que compdem a colecdo SEMIA, ainda nao estdo suficientemente
elucidadas, este trabalho, em conjunto com outros, é indispensavel para o
reconhecimento de cada uma das estirpes comerciais. Tornando-se essencial para o
controle dos inoculantes, que pela legislacdo brasileira, devem carregar
exclusivamente essas estirpes recomendadas pela pesquisa. E o uso da filogenia é
indispensavel para definir a classificagao taxonémica dessas estipes, por ser mais
préxima da real.

A analise conjunta da morfo-fisiologia das estirpes e da arvore
filogenética, permitiu uma classificagcdo de consenso. Assim foi possivel, inferir as
relacbes filogenéticas e determinar a classificacdo taxonémica das 54 estirpes
comerciais da “Colegao de Culturas SEMIA”. Ainda, baseado neste estudo, ha
possibilidade da descricao de 10 novas espécies, o que amplia o reconhecimento da
biodiversidade.

O conhecimento da biodiversidade é de carater importantissimo para
a economia brasileira, representando o capital basico para qualquer atividade
produtiva, seja através da sua exploragdo direta, seja através da utilizacdo dos
beneficios e servigos indiretos. Nesse contexto, o sequenciamento do gene
ribossomal 16S torna-se uma ferramenta util para o conhecimento e estimativa da

diversidade de rizébios no Brasil.
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