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RESUMO

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris) € uma leguminosa importante do ponto de
vista social e econdmico. No entanto, um dos fatores que limita a producé&o reside no
cultivo em solos deficientes em nitrogénio. Neste contexto, uma estratégia
importante consiste no suprimento de nitrogénio via fixagdo biolégica de nitrogénio
(FBN), pela simbiose da planta com variedade de rizébios. Nos solos brasileiros
existe grande diversidade de rizobios capazes de nodular o feijoeiro, mas que
apresentam, com frequéncia, baixa capacidade de fixar nitrogénio. Nesse contexto,
estudos de taxonomia e filogenia de bactérias fixadoras de nitrogénio sdo de
fundamental importancia, ndo s6 para entender os processos evolutivos e obter
avancos no conhecimento sobre ecologia de rizébios, como também para a
producdo de inoculantes microbianos. Através das analises de perfil de DNA por
BOX-PCR, sequéncias de 16S rRNA e andlise de genes conservados
(housekeeping) por MLSA (Multilocus Sequencing Analysis), além das
caracteristicas fenotipicas, o objetivo deste trabalho foi avaliar a diversidade de 73
bactérias capazes de nodular o feijoeiro, isoladas de 45 locais em 22 municipios do
Mato Grosso do Sul, Brasil. As relagGes evolutivas estabelecidas, tanto com base no
sequenciamento do gene 16S, como na analise individual e concatenada de trés
genes conservados (glnll, gyrB and recA) indicaram elevada diversidade de rizébios
microssimbiontes do feijoeiro. Os resultados obtidos também revelaram isolados que
podem representar novas espécies de rizébios simbiontes de feijoeiro.

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris. BOX-PCR. MLSA. 16S rRNA. Filogenia de
procariotos. Rhizobium.



COSTA, Maira Rejane. Polyphasic characterization of rhizobia microsymbionts
of common bean (Phaseolus vulgaris L. ) in Mato Grosso do Sul, Brazil. 2016
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ABSTRACT

Common bean (Phaseolus vulgaris) is an important legume under both the social and
the economic points-of-view. However, a factor that often limits its production is
cropping in soils with low N content. An important strategy consists on the supply of
nitrogen by the biological nitrogen fixation (BNF) process, characterized by the
symbiotic relationship of the plant with a variety of rhizobia. Brazilian soils usually
show great diversity of rhizobia capable of nodulating common bean, but often with
low capacity of BNF. In this context, studies about the taxonomy and phylogeny of
nitrogen-fixing bacteria are of fundamental importance, not only to understand the
evolutionary processes, contributing to our knowledge on rhizobia ecology, but also
for the production of microbial inoculants. Through the analysis of DNA profiles by
BOX-PCR, sequencing of the 16S rRNA gene and analysis of housekeeping genes
by MLSA (Multilocus Sequencing Analysis), in addition to phenotypic
characterization, the objective of this study was to evaluate the diversity of 73
bacteria capable of nodulating common bean isolated from 45 locations in 22
municipalities of the State of Mato Grosso do Sul, Brazil. The evolutionary
relationships established based both on the 16S rRNA gene, and in the single and
concatenated analyses of three housekeeping genes (ginll, gyrB and recA) indicated
high diversity of common bean rhizobia. The results also revealed isolates that might
represent new rhizobial species microsymbionts of common bean.

Keywords: Phaseolus vulgaris. BOX-PCR. MLSA. 16S rRNA. Phylogeny of
prokaryotes. Rhizobium
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1. INTRODUCAO

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris) € uma leguminosa
importante do ponto de vista social e econdmico, sendo utilizada na alimentagéo
humana como fonte de proteinas, vitamina B e complexos de sais minerais, ferro,
calcio e fosforo (MAPA, 2015b). A cultura, porém, é muito susceptivel a diversos
fatores que podem influenciar na produtividade, comprometendo o suprimento de
graos (CONAB, 2015a). No Brasil, considerado um gréo tipico da culinaria do pais, a
estimativa da producéo das trés safras para 2014/15 foi de 3.414,1 mil toneladas,
com produtividade de 1.091 kg/ha (CONAB, 2015b).

Um dos fatores que limita a producéo reside e no cultivo em solos
pobres em nitrogénio (HUNGRIA et al.,, 2013). Nesse sentido, a capacidade de
estabelecer relagcées simbidticas com diversos rizébios, estabelecendo o processo
de fixacdo biolégica do nitrogénio (FBN), representa uma estratégia importante.
Além de beneficios ambientais, a FBN pode promover economia significativa em
relacdo ao uso de fertilizantes nitrogenados, com niveis elevados de produtividade a
campo (HUNGRIA et al., 2000; PELEGRIN et al., 2009).

Contudo, existe uma grande diversidade de rizébios nos solos
brasileiros capazes de nodular o feijoeiro, mas que, com frequéncia, apresentam
baixa capacidade de fixar nitrogénio (MERCANTE et al., 1998; STRALIOTTO et al.,
1999; ANDRADE et al.,, 2002; GRANGE et al., 2007). Essa representa uma das
principais limitacbes ao sucesso da inoculacdo com estirpes elite, que tém que
competir com essas bactérias do solo (VARGAS et al., 2000).

Estudos de taxonomia e filogenia de bactérias fixadoras de
nitrogénio sdo de fundamental importancia ndo s6 para entender 0S processos
evolutivos e obter avangos no conhecimento sobre ecologia de rizobios, como
também para a produgdo de inoculantes microbianos. Assim, trabalhos sobre a
diversidade genética de rizébios que nodulam o feijoeiro vém sendo realizados
(RIBEIRO et al., 2009, ASERSE et al., 2012: JUNIER et al., 2014; CAO et al., 2014;
BAGINSKY et al., 2015). Contudo, a diversidade biolégica ndo pode ser analisada
através de uma unica analise (THOMPSON et al., 2013; RAMASAMY et al., 2014;
VANDAMME; PEETERS, 2014), sendo necessaria a complementagcdo com

informacdes fenotipicas e genotipicas.
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Através das analises de BOX-PCR, sequéncia do gene ribossomal
16S e andlise pela técnica de MLSA (Multilocus Sequencing Analysis), além das
caracteristicas fenotipicas, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a diversidade
genética de 73 bactérias capazes de nodular o feijoeiro, isoladas de 45 locais em 22

municipios do Mato Grosso do Sul, Brasil.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CICLO DAFBN

A atmosfera contém grandes quantidades de moléculas de
nitrogénio, cerca de 80% do volume. Embora esteja presente em grande
porcentagem na atmosfera da Terra na forma de dinitrogénio (N2), a maioria dos
organismos € incapaz de metabolizar N, um gas inerte. O nitrogénio (N) é
considerado elemento essencial para 0s organismos, pois esta presente na
composicdo de moléculas importantes tais como, NADPH, ATP, NADPH, clorofila,
proteinas e inameras enzimas (MIFLIN; LEA, 1976; HARPER, 1994; BREDEMEIER;
MUNDSTOCK, 2000). Segundo Hungria e colaboradores (2007), o nitrogénio é o
nutriente mais limitante para a producdo vegetal. Além de ser caro, pois consome
elevada demanda de energia para sua sintese, € também um dos mais poluentes.

A dindmica do nitrogénio na natureza pode ser entendida através do
processo denominado “Ciclo Biogeoquimico do Nitrogénio”, evento natural de
reciclagem do elemento em diferentes formas quimicas do meio fisico para os
organismos e vice-versa (RAVEN, 2001). Assim, o ciclo do N é caracterizado por
reacoes de oxirreducdo mediadas por microrganismos que adquirem energia
advinda das mudancas dos estados de oxirredu¢cdo. Em sintese, o ciclo do N

apresenta quatro etapas:

i) Mineralizagdo - etapa onde 0s microrganismos realizam a
decomposicdo da matéria organica liberando NH4*, o qual pode
sofrer nitrificacdo e/ou ser adsorvido na fracdo mineral, ou na
matéria organica do solo;

ii) Nitrificagdo - conversdo do NH," para NOsz. O nitrato, assim
como NH4', € uma das formas que planta e microrganismos
conseguem assimilar nitrogénio. Caso ndo ocorra a assimilacao,
0 NOj3 pode ser lixiviado no solo, ou ser desnitrificado;

iii) Desnitrificagcdo - quando bactérias, denominadas desnitrificantes,
convertem NOg3™ para Ny;

iv) Imobilizagéo - assimilagdo do NO3 e NH," pelos microrganismos,

para posterior utilizacdo na construcao de biomoléculas.
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As principais fontes fornecedoras de N necessario ao crescimento
das plantas sao: 1- Nitrogénio do solo (proveniente principalmente da decomposi¢cao
da matéria organica); 2- Fertilizantes Nitrogenados (producao industrial através do
processo Haber-Bosch); 3- Contribuicdo através da fixacdo ndo bioldgica, resultante
de descargas elétricas, combustdo e vulcanismo; e 4- Fixacdo bioldgica do
nitrogénio atmosférico- FBN (HUNGRIA et al., 2001, 2007, 2013). Depois da
fotossintese (em que a luz solar € convertida em energia) a fixacdo biolégica do
nitrogénio € o segundo processo bioldégico mais importante para a producédo de
culturas (GHANY et al., 2013), além da importancia para a fertilidade do solo e para
o ciclo do N (GUERENA et al., 2015).

A fixacao industrial do nitrogénio ocorre por um processo conhecido
como Haber-Bosch, que consiste em converter nitrogénio e hidrogénio moleculares
em amonia quando submetidos a temperaturas e pressdo elevadas. As
necessidades para esta sintese quimica séo: hidrogénio (derivado do gas petréleo);
catalisador contendo ferro; altas temperaturas (300-600°C) e altas pressdes (200 a
800 atm). Consequentemente existe um custo elevado para a sintese de fertilizantes
nitrogenados, resultante, principalmente, da necessidade de gastos com fontes de
petréleo, que também nédo sdo renovaveis (SIQUEIRA; FRANCO, 1998; FISCHER,;
NEWTON, 2002). De acordo com Hungria et al. (2001), para a sintese de uma
tonelada de NH3 sé@o necessarios seis barris de petréleo com custo energético de 54
MJ por kg de N, em comparacédo com 3,2 e 5,9 MJ por kg de P e K, respectivamente
(LAEGREID et al., 1999; HUNGRIA et al., 2013). O processo industrial Haber-Bosch
consome 2% da energia mundial (BRITISH PETROLEUM, 1996); além do consumo
de energia de fontes ndo renovaveis, os fertilizantes nitrogenados possuem baixa
eficiéncia, em torno de 50%, devido a imobilizagcdo microbiana e a possiveis perdas
por volatilizagdo de amoénia, lixiviacdo do nitrato e desnitrificacédo (REIS JUNIOR et
al., 2011).

A fixacdo natural do nitrogénio (atmosférica e biolégica) se d4 a uma
taxa de 190x10* g N/ano; desse total, as emissdes por relampagos s&o
responsaveis por 8%, um adicional de 2% € proveniente do acido nitrico (HNO3) que
se precipita na Terra em forma de neve ou chuva e os 90% restantes resultam da
fixacdo biolégica de nitrogénio (FBN), em que bactérias fixam o nitrogénio molecular

(N2) em amonia (NHz). Os procariontes que fixam nitrogénio, em contraste com 0s
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processos industriais, realizam a FBN em temperaturas e pressdes ambientes
(SIQUEIRA; FRANCO, 1988; EPSTEIN; BLOOM, 2006).

Consequentemente, do ponto de vista econémico e ambiental, a
FBN representa o principal aporte de N para as plantas (HUNGRIA et al., 2001;
2007) e para os ecossistemas terrestres (MOSIER et al., 2002). Outro beneficio que
a FBN oferece ao ambiente € em relacdo a reducdo das emissdes de gases de
efeito estufa, onde o Brasil assumiu compromissos voluntarios durante a
Conferéncia das Partes (COP), realizada na Dinamarca (2009) e México (2010).
Para isso, 0 governo brasileiro criou o Plano ABC (Agricultura de Baixa emissao de
Carbono) e, dentre as metas estabelecidas, estd a de adocdo de praticas agricolas
envolvendo a FBN, com o compromisso de incremento de area com FBN de 5,5
milhdes de hectares e um potencial de mitigacdo de 10 milhdes de toneladas de CO,
(HUNGRIA et al., 2013).

2.2 MICRORGANISMOS CAPAZES DE REALIZAR FBN E SUA CLASSIFICACAO

Do ponto de vista evolutivo, acredita se que a FBN tenha se
desenvolvido quando as reservas geoquimicas de nitrogénio fixado se tornaram
escassas na biosfera. O esgotamento dos 6xidos de nitrogénio (nitratos e nitritos)
pelos organismos teria, provavelmente, limitado seu crescimento e ocasionado uma
pressédo seletiva que favoreceu o aparecimento da diazotrofia. A capacidade de fixar
nitrogénio foi, portanto, um evento relativamente precoce na evolugdo dos
procariontes e anterior ao surgimento da fotossintese (e, consequentemente,
aumento da concentracdo de oxigénio livre na atmosfera), uma vez que a
nitrogenase é extremamente sensivel & desnaturagdo por oxigénio (NEWTON,
2000).

A nitrogenase é a enzima responsavel pela reducéo do dinitrogénio
para amodnia, formada por um complexo metal enzimatico com caracteristicas
estruturais e mecanismos conservados (REES; HOWARD, 2000; DIXON; KAHN,
2004). Burk e Burris (1941) descrevem o complexo da enzima nitrogenase como um
sistema de dois componentes do tipo metalo-proteina (as proteinas Fe e MoFe),
sendo que nenhuma delas tem atividade catalitica por si s6. A molibdénio-
nitrogenase consiste de uma ferro-proteina e de uma molibdénio-ferro-proteina

(MoFe — proteina). A Fe-proteina funciona como doadora de elétrons para a MoFe-
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proteina (que contém o cofator da enzima, FeMoco), em um processo dependente
de hidrélise de MgATP. Todos diazotréficos possuem o sistema FeMo, mas em
condi¢bes de delecdo do molibdénio, alguns organismos — por exemplo, Azotobacter
vinelandii, e Rhodobacter capsulatus — induzem a sintese alternativa de nitrogenase
contendo FeV (ferro — vanadio) ou co-fatores Fe e Vanadio-Vanadio (vanadio-
vanadio) (EADY,1996; DIXON; KAHN, 2004). Além de reduzir nitrogénio atmosférico
a amoénia, uma das caracteristicas funcionais da nitrogenase é sua baixa
especificidade por substrato, sendo também capaz de reduzir outras moléculas com
ligacBes triplas, como acetileno, cianeto de hidrogénio e Oxido nitroso (SILVER,;
POSTGATE, 1973; BALDANI et al., 2009).

Assim, a fixacdo biolégica de nitrogénio (FBN) € muito importante e
tem sido explorada indiretamente ha séculos, quando a rotacdo de culturas com
leguminosas era praticada para melhorar a fertilidade do solo. As bases do processo
biol6gico sdo conhecidas hoje e os microrganismos envolvidos séo classificados
como diazotroficos (SIQUEIRA; FRANCO, 1998; FISHER; NEWTON, 2002;
BALDANI et al., 2009). Esses microrganismos sao caracterizados por apresentarem
ampla distribuicdo filogenética, além de exibir diferentes tipos de associagfes com
vegetais. Nesse sentido, os diazotréficos sdo divididos em trés grandes grupos:

i) Vida livre - ndo estabelecem interacdo com plantas e séo
encontrados em diversos habitats. Apresentam representantes
pertencentes as classes alpha, beta e gama proteobactérias.
Como exemplo, bactérias do género Azotobacter, Beijerinckia,
Derxia, Azomonas;

i) Associativos - microrganismos que apresentam relagdo pouco
especializada com plantas e sem formar estruturas especificas.
Séo divididos em dois grupos: facultativos (colonizam rizosfera e
interior das raizes) e obrigatérios (colonizam o interior das
raizes). Como exemplo desse tipo de interacdo: bactérias dos
géneros Azospirillum que se associam com plantas de milho
(Zea mays L.) e trigo (Triticum aestivum L.) e o Herbaspirillum,
gue colonizam o interior de plantas de arroz (Oriza sativa L.);

iii) Simbidticos diazotroficos - Estabelecem simbiose com a planta

hospedeira, com a formacéo de estruturas especializadas. Como
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exemplo de simbiose, tem-se a associagdo com plantas
actinorrizas com actinomicetos do género Frankia. No entanto, a
simbiose entre planta e microrganismos de maior importancia
agricola é aquela entre leguminosas e simbiontes que induzem a

formacgéo de nddulos radiculares.

Portanto, a diazotrofia é a habilidade de reduzir o nitrogénio
atmosférico a amonia, sendo uma caracteristica encontrada em Bacteria e em
Archaea (SAWADA et al., 2003), que ocorre gracas a acdo da enzima nitrogenase
(HOWARD; REES, 1996). Embora, a habilidade de reduzir nitrogénio atmosférico a
amoOnia esteja presente em varios géneros, as condi¢des fisiolégicas necessarias
para a FBN podem variar de espécie para espécie, bem como com as condi¢des
ambientais (GIONGO et al., 2007). Em geral, as condi¢fes limitantes ao processo de
FBN incluem niveis elevados de O, altos niveis de N reativo no meio e baixa
disponibilidade de outros nutrientes, como ferro (Fe), fosforo (P), potassio (K) e
molibdénio (Mo) (VITOUSEK et al., 2013).

Diversos organismos, com diferentes classificacdes filogenéticas,
sao vistos como contribuintes para a fixagdo de nitrogénio, sustentando diferentes
sistemas agricolas, florestais, entre outros ecossistemas (GRAHAM; VANCE, 2000).
Como por exemplo, bactérias fixadoras de nitrogénio de vida livre (Azotobacter,
Clostridium e Klebsiella), alguns tipos de cianobactérias (BERINGER et al., 1979),
microrganismos diazotroficos associativos - Beijerinckia spp. e cana-de-acUcar
(Saccharum spp.); Pseudomonas sp. e arroz (Oryza sativa) (Baldani et al., 2009) e
as beta proteobactérias - Burkholderia com Mimosa spp. (GYANESHWAR et al.,
2011).

2.3 SIMBIOSE DE BACTERIAS COM LEGUMINOSAS

Em relacdo as fontes de nitrogénio para algumas espécies de
leguminosas, a FBN representa a principal contribuicdo de N para as plantas. Na
simbiose com leguminosas, as bactérias diazotroficas sao coletivamente chamadas
de rizébios que, em resposta a sinais moleculares emitidos pelas plantas
hospedeiras, infectam e formam ndédulos nas raizes dessas plantas (BOTTOMLEY;

MYROLD, 2007), sendo que em alguns casos especificos os nodulos podem ser
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formados em caules. Nesses nddulos, o nitrogénio resultante da FBN € exportado as
plantas, em troca de fotossintatos (FISCHER; NEWTON, 2002). Contudo, vale
ressaltar que, em determinados casos, ha a necessidade de um equilibrio entre o
uso de fertilizantes e microrganismos diazotroficos, dependendo do tipo de cultura e
das caracteristicas do solo e da regidao (GRAHAM; VANCE, 2000).

Existe um custo energético para a planta suportar a simbiose que,
segundo Heytler et al., (1994), seria de cerca de 12 g de carbono organico
(proveniente de fotossintatos) por atomo de nitrogénio fixado. Inicialmente, a planta
hospedeira fornece carbono, proveniente dos cotilédones e da fotossintese, para o
desenvolvimento dos nddulos. Com o estabelecimento do processo de FBN, os
custos energéticos dos microssimbiontes e do processo de FBN nos nédulos precisa
ser mantido via suprimento de fotossintatos (SCHUBERT et al., 1986). Segundo
Aranjuelo et al. (2014), além do oxigénio, as concentracdes de carboidratos e
nitrogénio no nédulo provaram serem os principais fatores que modulam o processo
de FBN.

Os principais compostos organicos transportados através da
membrana dos procariotos sdo o0s intermediarios do &cido citrico — os acidos
organicos C4, succinato, malato e fumarato. Eles séo utilizados como doadores de
elétrons para a sintese de ATP e, apds sua conversao a piruvato, como fonte final
de elétrons para reducdo do N,. Nos nédulos, a amdénia € sintetizada e rapidamente
incorporada a fons hidrogénio (H"), abundantes nas células das bactérias, ocorrendo
a transformacdo em ions aménio (NH;") que seréo, entdo, distribuidos para a planta
hospedeira e incorporados em diversas formas de N organico, como o0s ureidos,
aminoacidos e amidas (HUNGRIA et al.,, 2007). Os compostos nitrogenados
produzidos séo transportados através do xilema para a planta. No contexto genético,
0 estabelecimento de uma simbiose efetiva requer uma expressédo coordenada de
genes tanto da bactéria, como da planta (NEVES; HUNGRIA, 1987; GONNET; DIAZ,
2000; VANCE; LAMB, 2001; HUNGRIA; KASCHUK, 2014). Uma ampla gama de
genes participa da expressao da atividade da FBN, como por exemplo, os genes nif
(nitrogen fixation) (MASEPOHL,; KLIPP, 1996; REIS; TEIXEIRA, 2006), fix (fixac&o),
nod (de nodulagéo), exo (exopolissacarideos), Ips (lipopolissacarideos), ndv (nodule
development). Os fendtipos resultantes da acdo desses genes podem ser

combinacdes de Fix" (positivo para fixag&do) e Fix” (negativos para fixacao).
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Diversos fatores devem ser levados em consideracdo a fim de
garantir o estabelecimento e, consequentemente, a eficiéncia da FBN com
leguminosas. Como por exemplo, os fatores quimicos (concentracdo de cloreto de
sbédio, metais, niveis toxicos de aluminio e manganés e niveis baixos de calcio,
potdssio, magnésio e molibdénio), fisicos (estrutura e erosdo do solo, umidade,
temperatura e pH), biolégicos (substancias quimiotaticas, ciclagem de nutrientes,
matéria organica do solo) afetam a bactéria, a planta e a simbiose. H&, ainda, fatores

intrinsecos da planta e das bactérias.

2.4 SIMBIOSE DE RIZOBIOS COM PLANTAS DE FEIJOEIRO (PHASEOLUS VULGARIS L.)

2.4.1 TAXONOMIA DE RIZOBIOS DO FEIJOEIRO

A Mesoamérica e os Andes sdo considerados os dois principais
centros de diversificacdo genética do feijoeiro. O Mesoamericano, considerado como
centro primario, compreende o México, Coldmbia, Equador e regido norte do Peru, e
o Andino o sul do Peru e o norte da Argentina. Embora ndo sejam encontrados
ancestrais de feijoeiro selvagem no Brasil, essa leguminosa vem sendo cultivada
desde tempos pré-historicos no pais (GEPTS; DEBOUCK, 1991; FREITAS, 2006).
Evidéncias arqueoldgicas indicam que o feijoeiro se espalhou por migracdo e
comeércio entre populacdes indigenas ao longo do tempo.

O feijoeiro é capaz de estabelecer relacdes simbibticas com diversas
espécies de rizébios. Em 1888, Beijerinck isolou bactérias fixadoras de nitrogénio,
denominadas de Bacillus radicicola de nédulos de leguminosas. Logo em seguida,
esses organismos foram classificados como Rhizobium leguminosarum (Frank,
1889). Inicialmente, os pesquisadores consideravam os rizoObios como espécie Unica
e capazes de infectar todas as leguminosas. Contudo, hoje, de acordo com a lista de
nome de procariotos, 0 numero de rizébios para o género Rhizobium descritos é de,
aproximadamente, 86 espécies (LIST OF PROKARYOTIC NAMES WITH
STANDING IN NOMENCLATURE, 2016). Essas espécies estdo classificadas na
familia Rhizobiaceae Conn 1938, que ainda inclui outros géneros, Neorhizobium,
Allorhizobium, Agrobacterium, Ensifer, Shinella e Pararhizobium,

Os simbiontes do feijoeiro foram classificados pela primeira vez
como Rhizobium phaseoli, com base no conceito de inoculagdo cruzada de seu



22

hospedeiro especifico (FRED et al., 1932). No entanto, o método de inoculagéo
cruzada mostrou ndo ser um marcador o suficiente confidvel para estudos
taxonémicos (GRAHAM, 1964; WILLEMS, 2006).

Com base em estudos de taxonomia numérica, Jordan e
colaboradores, em 1984, reclassificaram os simbiontes do feijoeiro em uma nova
espécie, Rhizobium leguminosarum, que continha trés biovares (classificadas de
acordo com sua planta hospedeira), bv viciae (Pisum sativum), bv. trifolii (Trifolium
spp.) e bv. phaseoli (Phaseolus vulgaris L.) Outros estudos conduzidos nessa época
evidenciaram alta relacdo entre Rhizobium e Agrobacterium e a distincdo entre
rizobios de crescimento rapido e lento (GRAHAM, 1964), sendo que, mais tarde, 0s
de crescimento lento foram separados em um novo género, Bradyrhizobium
(JORDAN, 1982).

Com os avangos nas técnicas de biologia molecular e o isolamento
de novas estirpes em varias partes do mundo, houve a descri¢cdo de diferencas entre
diversos rizébios do feijoeiro (R. leguminosarum bv. phaseoli), de tal modo que, em
1991, Martinez-Romero e sua equipe reuniram as bactérias que nodulam feijoeiro
em dois grupos principais, denominados tipo | e tipo Il. Através da analise de
Multilocus Enzyme Electrophoresis (MLEE), hibridizacdo DNA-DNA e andlise da
sequéncia do gene 16S rRNA, os pesquisadores distinguiram os dois grupos quanto
as caracteristicas: 1) quantidade de copias do gene nifH; 2) relacdo com planta
hospedeira; 3) hibridizagdo com gene psi; e 4) capacidade de nodular Leucaena spp.
Contudo, apenas uma nova espécie foi aceita e o grupo Il foi entdo classificado
como Rhizobium tropici, que incluiria os tipos IIA e [IB (MARTINEZ-ROMERO et al.,
1991).

Durante muito tempo, o grupo IlIA teve como representante a estirpe
de referéncia CFN 299 e o grupo IIB a estirpe CIAT 899. Contudo, como
demonstrado nos trabalhos de Ribeiro et al. (2009, 2012) e de Dall’Agnol et al.,
(2013, 2014), entre outros, a elevada diversidade observada em linhagens de R.
tropici resultou na descricdo de novas espécies. Desse modo, a partir de estirpes
previamente classificadas como R. tropici, surgiram as espécies R. leucaenae,
incluindo as estirpes previamente classificadas como grupo A de R. tropici
(RIBEIRO et al.,, 2012), R. freirei (DALL’AGNOL et al., 2013) e R. paranaense
(DALL’AGNOL et al., 2014).
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Em relagdo ao grupo | de simbiontes do feijoeiro, Segovia e
colaboradores (1993) propuseram que alguns rizébios isolados de solo americano
poderiam ser reclassificados em uma nova espécie, R. etli. Em seguida, outras
espécies foram descritas: R. gallicum e R. giardinii (AMARGER et al., 1997), R.
hainanense (CHEN et al., 1997); R. mongolense (VAN BERKUM et al., 1998), R.
huautlense (WANG et al., 1998).

Ha evidéncia de que R. etli € o microssimbionte dominante em
paises onde o feijoeiro € nativo, como México, Colémbia e sul dos Andes (SOUZA et
al., 1994; AGUILAR et al., 2001). ApGs a colonizacdo por europeus, sementes de
feijoeiro, provavelmente carregando R. etli, foram introduzidas na Europa, e o
plasmideo simbidtico foi transferido para R. leguminosarum bv. phaseoli (SEGOVIA
et al., 1993) e, em seguida, para R. gallicum bv. phaseoli. Esse fato € comprovado
por varios estudos, onde o0s genes simbidticos de R. etli bv phaseoli foram
encontrados na Espanha, Portugal e Franca, relacionados a outras espécies
cromossOmicas, tais como R. leguminosarum, R. lusitanum, R. gallicum e R. giardinii
(AMARGER et al., 1997; GARCIA-FRAILE, 2010; MULAS et al., 2011; VALVERDE
et al., 2006). Além da Espanha e Franca, R. etli € encontrado em outros paises onde
o feijoeiro foi introduzido, como Gambia, Senegal e Tunisia (SOUZA et al., 1994;
DIOUF et al., 2000; SILVA et al., 2003).

Contudo, a taxonomia de R. etli ainda ndo esté totalmente definida,
por exemplo, Lopez-Guerrero et al. (2012) revelaram que varias estirpes de R. etli
deveriam ser reclassificadas como R. phaseoli e que ambas espécies, com base em
estudos na sequéncia 16S rRNA e genes housekeeping, sdo resultado recente de
especiacao no processo evolutivo (LOPEZ-GUERRERO et al., 2012).

A dispersdao do microssimbionte associado as sementes do feijoeiro
pode ter levado a diversificacdo de rizobios (onde os genes simbioticos foram
transferidos para espécies nativas) capazes de nodular o feijoeiro, demonstrando
possivel evolugcdo dos rizobios, dirigida, principalmente, por fatores do solo e da
planta hospedeira. Consequentemente, spécies de rizébios tém sido isoladas de
nodulos de feijoeiro em diversos paises (AMARGER et al.,1994; ANYANGO et
al.,1995; DIOUF et al., 2000; GRANGE; HUNGRIA, 2004; PINTO et al., 2007).

Considerando a taxonomia de rizébios como um todo, a discussao
ao nivel de géneros para rizobios ainda exibe alguns questionamentos. Para alguns

sistematas o0 género Agrobaterium e o “complexo R. galegae” apresentam
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controvérsias quanto a sua taxonomia e nomenclatura. Nesse sentido, MOUSAVI et
al. (2014) avaliaram a filogenia de 114 isolados utilizando seis genes housekeeping
com base no MLSA e sequéncia do gene 16S rRNA. Os resultados demonstraram
gque R. galegae, R. vignae, R. huautlense e R. alkalisoli formaram um clado
separado, representando um novo género, para o qual foi proposto o nome
Neorhizobium gen. nov. Agrobacterium formou um clado separado, incluindo
bactérias fitopatogénicas da familia Rhizobiaceae. A espécie A. vitis agrupou se com
0 género Allorhizobium, e foi reclassificada como Allorhizobium vitis, enquanto, que
Rhizobium rhizogenes foi considerada a nomenclatura apropriada para
Agrobacterium rhizogenes.

Outro género adjacente a Rhizobium, proposto para a familia
Rhizobiaceae, foi definido como Pararhizobium gen. nov., que inclui quatro espécies
P. giardinii, P. capsulatum, P. herbae e P. sphaerophysae. As espécies desse
género sdo amplamente distribuidos em todo o mundo, sendo isolados de diversas
plantas hospedeiras: P. vulgaris, Astragalus membranaceus, Oxytropis cashmiriana,
Caragana sinica, Albizia kalkora, Kummeroviwia stipulaceae, Astragalus danicus,
Sphaerophysa salsula (MOUSAVI et al., 2015).

2.4.2 FBN NA CULTURA DO FEIJOEIRO

O feijoeiro comum é uma das leguminosas mais consumidas na
alimentacdo como fonte de proteina, vitamina B e complexos de sais minerais, ferro,
calcio e fésforo (MAPA, 2015). No entanto, a cultura do feijoeiro é muito susceptivel
a diversos fatores que podem influenciar na produtividade das lavouras,
comprometendo o quadro de suprimento em termos quantitativos (CONAB, 2015a).
No Brasil, considerado um gréo tipico da culinaria do pais, a producdo das trés
safras em 2014/15 foi de 3.414,1 mil toneladas e produtividade de 1.091 kg/ha
(CONAB, 2015b). Um dos fatores que limitam a producéo é a baixa capacidade de o
feijoeiro adquirir nitrogénio para o seu desenvolvimento (MNASRI et al., 2007).
Nesse sentido, melhorias consideraveis e com baixo custo podem ser obtidas com a
adocao da tecnologia de fixacédo bioldgica de nitrogénio (HUNGRIA et al., 2013).

Plantas de feijoeiro sdo caracterizadas por estabelecerem relagtes
simbidticas com uma variedade de rizobios (MARTINEZ-ROMERO, 2003). E essa
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simbiose inclui fenétipos Fix+: R. leguminosarum bv phaseoli (RAMIREZ-BAHENA et
al.,, 2008), R. phaseoli (Ramirez-Bahena et al., 2008), R. tropici (MARTINEZ-
ROMERO et al., 1991), R. etli (SEGOVIA et al., 1993), R. leucaenae (RIBEIRO et al.,
2012), R. giardinii bv. phaseoli (AMARGER et al., 1997), R. gallicum (AMARGER et
al., 1997), R. lusitanum (VALVERDE et al., 2006), R. pisi (RAMIREZ-BAHENA et al.,
2008), R. freirei (DALL’AGNOL et al., 2013), R. paranaense (DALL’AGNOL et al.,
2014), R. mesoamericanum (LOPEZ-LOPEZ et al., 2012), R. ecuadorense (RIBEIRO
et al., 2015), R. sophorae (JIAO et al., 2014), R. sophoriradicis (JIAO et al., 2014), R.
grahamii (LOPEZ-LOPEZ et al., 2012), R. azibense (MNASRI et al., 2014), R.
mongolense (VAN BERKUM et al., 1998) e Fix- : R. giardinii sv giardinii (AMARGER
et al., 1997), Rhizobium miluonense (GU et al., 2008). Além dos rizébios, estirpes
pertencentes a outros géneros, como Sinorhizobium e Mesorhizobium, bem como
estirpes sem posicdes taxondmicas definidas, podendo representar novas espécies,
também exibem a capacidade de formar ndédulos em associagcdo com o feijoeiro
(GRANGE; HUNGRIA, 2004; RIBEIRO et al., 2013).

Ao contrario da cultura da soja (Glycine max (L.) Merr.), a FBN na
cultura do feijoeiro, em geral, ndo é tao eficiente e que isso ocorre devido a uma
série de fatores relacionados a bactéria, a planta e ao meio ambiente. Em relacéo a
planta, uma limitacao reside no melhoramento genético, que historicamente ndo tem
priorizado o processo biolégico. Em relagcdo ao meio ambiente, a simbiose feijoeiro-
rizobio apresenta maior sensibilidade a estresses ambientais, 0 que, em certas
condicdes, pode dificultar o aporte de nitrogénio via processo bioldgico. Também
existe a limitacdo por uma populacao elevada de riz6bios nos solos, que sdo muito
eficientes em formar nédulos, mas pouco eficientes em fixar nitrogénio com essa
leguminosa. Esses fatores resultam em que, muitas vezes, a contribuicdo da fixagao
biologica do nitrogénio seja baixa (HUNGRIA et al.,, 1997; HUNGRIA; VARGAS,
2000; HUNGRIA et al., 2013).

Apesar das dificuldades da FBN na cultura do feijoeiro, ganhos no
rendimento da cultura com a inoculagao foram observados nos trabalhos conduzidos
por Hungria et al. (2000) em Londrina-PR, Mendes et al., (2004; 2007) no DF e em
Unai-MG e Pelegrin et al (2009) em Dourados-MS. Contudo, mesmo com 0s
beneficios da FBN, a inoculacdo do feijoeiro comum com estirpes de rizébio ainda

ndo apresenta resultados consistentes que permitam a recomendacao inequivoca
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dessa técnica para substituicdo de todo o fertilizante nitrogenado nas condicdes de
cultivo no Brasil (FERREIRA et al., 2013).

Nesse sentido, desde a década de 1980, os pesquisadores
brasileiros tém selecionado estirpes de rizébios para o feijoeiro comum. Em 1985, as
estirpes recomendadas para inoculantes foram: SEMIA 487, SEMIA 492, e SEMIA
4048 (RELARE, 1985). Quatro anos mais tarde, devido a problemas de instabilidade
genética, as estirpes recomendadas passaram a ser SEMIA 4064 e a CIAT 899
(SEMIA 4077). A partir de um programa de selecdo de estirpes nativas dos solos
brasileiros com avaliaces in vitro, em casa de vegetacdo e em campo, foi obtida a
SEMIA 4080 (HUNGRIA et al., 2000) que, até entdo, era denominada de PRF 81,
sendo classificada recentemente como R. freirei (DALL'AGNOL et al., 2013). Na
busca por estirpes adaptadas as condi¢cdes de Cerrados, outro programa de selecéo
de estirpes identificou a estirpe H12, que passou a ser autorizada para 0 uso em
inoculantes comerciais em 2004, recebendo a denominacéo oficial de SEMIA 4088
(RELARE, 2005; HUNGRIA et al., 2013).

Os resultados do programa de selecdo de estirpes demonstram que
€ possivel selecionar estirpes mais eficientes e adaptadas as condi¢fes locais. O
processo de selecdo adotado no Brasil tem como objetivo encontrar estirpes dentro
da diversidade natural dos solos, portanto, sem a necessidade de transgenia, o que
facilita a aprovacdo do uso comercial (FERREIRA et al., 2013). No Brasil, estirpes
pertencentes ao amplo grupo R. tropici-R. leucaenae-R. freirei sdo utilizadas em
inoculantes para FBN devido as propriedades intrinsecas das espécies, como
tolerancia a temperaturas elevadas e pH baixo (MARTINEZ-ROMERO et al., 1991;
GRAHAM et al., 1991; MERCANTE et al.,, 1998; HUNGRIA et al., 2000, 2003;
MOSTASSO et al., 2002; DALL'AGNOL et al.,, 2014), que resultam em elevada
competitividade em solos tropicais brasileiro. Outra propriedade € em relacdo a
estabilidade genética dos genes simbidticos que essas espécies apresentam,
provavelmente devido a presenca de uma unica copia do gene nifH (MARTINEZ-
ROMERO et al.,1991).

Neste contexto, estudos de taxonomia e filogenia de bactérias
fixadoras de nitrogénio sdo fundamentais para selecionar estirpes eficientes e
tolerantes as condicbes ambientais para a produgcdo de inoculantes microbianos.
Com isso, é possivel expandir o uso de biofertilizantes, que podem proporcionar
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altos rendimentos das culturas, reducdo de custos para o produtor, além de
promover a sustentabilidade da agricultura.

2.5 A IMPORTANCIA DAS COLEGOES DE CULTURA E SUA RELAGAO COM A BIODIVERSIDADE

Ha cerca de 4 bilhdes de anos, a vida sofreu um extenso processo
de alteracdo, a medida que novos tipos de organismos surgiram a partir de outros
tipos, existentes no passado, conhecido como processo evolutivo. A evolucdo € a
descendéncia com modificacdo, uma alteracdo na sequéncia do DNA gendémico de
um organismo e a heranca daquela alteragcdo pela geracdo seguinte. Assim, a
evolucdo é responsavel ndo somente pela vasta diversidade que observamos
atualmente, mas também pelo alto grau de complexidade dos organismos modernos
(MADIGAN et al., 2010). Nesse contexto, € importante salientar que a existéncia e a
heterogeneidade de seres vivos no planeta estéo intimamente ligadas a diversidade
e a atividade metabdlica de microrganismos na natureza (LOVELOCK, 1988; STOLZ
et al., 1989; TRUPER, 1992).

O Brasil abriga mais de 20% do numero total de espécies da
Terra, o que faz com que o pais ocupe posicao de destaque entre aqueles de maior
diversidade (MMA, 2015a). Durante a Conferéncia das Nac¢des Unidas sobre Meio
Ambiente e Desenvolvimento (CNUMAD), realizada durante a ECO-92, foi criada a
Convencao sobre Diversidade Biolégica (CDB), em que o Brasil foi eleito signatério,
em 1993, sendo assim também responsavel pelo patrimbénio mundial de
biodiversidade.

Ainda de acordo com o MMA, mais de 12.256 espécies de
vertebrados e invertebrados foram estudadas no Brasil. Em relacdo a flora
catalogada no pais, sdo reconhecidas aproximadamente 4747 espécies de algas,
32831 de angiospermas, 1524 de briofitas, 5712 de fungos, 30 de gimnospermas e
1253 de samambaias e licofitas (MMA, 2015b). Em relacdo ao numero de espécies
procaridticas, a nivel mundial é de, aproximadamente, 12000. Esse numero é
considerado baixo, uma vez que ha 1,5 milhGes de espécies de animais conhecidas
(CHUN; RAINEY, 2014). Toda essa biodiversidade existente no planeta deve-se a
acdo dos processos metabdlicos microbianos que permitiram o surgimento e
evolucdo de novas formas de vida, organismos multicelulares, plantas e animais

superiores. Do ponto de vista ambiental, a sustentabilidade da vida no planeta é
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dependente da participacdo dos microrganismos em processos ecoldgicos bastante
importantes, como ciclos biogeoquimicos, ciclagem da matéria orgéanica,
manutencdao e fertilidade da estrutura de solos (MADIGAN et al., 2010).

A avaliacio do conhecimento sobre a diversidade de
microrganismos no Brasil revela que as estimativas sao baixas quando comparadas
a diversidade de outros taxons, como animais superiores e plantas.

Nos ultimos anos, tem-se notado um aumento na busca por
microrganismos e, também, de seus produtos, para fins biotecnolégicos.
Constantemente sdo lancados no mercado farmacos, enzimas, cosméticos,
alimentos, além de microrganismos utilizados como inoculantes agricolas, incluindo
solubilizadores de fosfato, biorremediadores, entre outros. A biodiversidade
responde por, aproximadamente, 40% do PIB brasileiro, sendo responsavel por 31%
da exportacdo brasileira (MMA, 2015c). Nesse sentido, 0S microrganismos
desempenham um papel fundamental para o meio ambiente, economia e industria
do pais.

Neste contexto, além da importancia da diversidade microbiana para
a manutencdo da vida e, também, do seu valor econdmico, aliado a informacéo
ainda escassa, as colecdes de culturas de microrganismos representam centros de
conservacao de recursos genéticos que permitem classificar, identificar e armazenar
esses materiais biologicos, a fim de que possam vir a ser utilizados para o0 progresso
da ciéncia em beneficio da humanidade, além de permitir o acesso ao conhecimento
da biodiversidade existente no planeta (MADIGAN et al., 2010).

Assim, o material biol6égico mantido nas cole¢cdes de culturas
representa a matéria-prima e o patriménio genético para fins biotecnologicos e
contribui, significativamente, para a geracao de alternativas e inovagdes, auxiliando
na sustentabilidade dos agroecossistemas. Consequentemente, a pesquisa e
conservacao de recursos genéticos microbianos constituem praticas indispensaveis
ao desenvolvimento cientifico e tecnolégico (EMBRAPA, 2015).

As cole¢cbes de microrganismos ja percorreram um longo caminho,
desde os principios basicos na década de 1890, com a colecdo de Kral em Praga e
da colecdo do Instituto Pasteur, em Paris (STACKEBRANDT, 2010). Hoje,
aproximadamente 704 cole¢cbes de servico, em 72 paises, estdo registradas no
centro mundial de dados para os microrganismos (www.wdcm.org). Ao todo, essas

colecbes perfazem um total de 1,5 milhdes de microrganismos catalogados com
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base nos guidelines internacionais: Word Federation For Culture Collections
Guidelines da WFCC (World Federation for Culture Collections; Federacdo Mundial
de Colecbes de Culturas) e Guidance For The Operation of Biological Research
Centers (BRCs) da OECD (Organization for Economic Co-operation and
Development; Organizacdo para Cooperacdo Econdmica e Desenvolvimento)
(JANSSENS et al., 2010; STACKEBRANDT, 2010).

Atualmente, com a finalidade de atender a futura demanda da
ciéncia e biotecnologia, existem varios Centros de Recursos Bioldgicos destinados a
preservar e autenticar os materiais biol6gicos depositados, com os devidos controles
de qualidade, baseados nos regulamentos pertinentes estabelecidos pela OECD,
WFCC e ECCO (European Culture Collections Organization; Organizacdo Européia
de Colecdes de Culturas). Dentre as colecdes de culturas internacionais que tém
buscado exceléncia na qualidade, destacam-se: Colecdo Alema de Microrganismos
e Células (DSMZz), Coordenacdo Belga de Colecbes de Microrganismos
(BCCM/LMG), Colecao Americana de Culturas Tipo (ATCC), Colecédo de Culturas do
Reino Unido (UKNCC), entre varias outras (JANSSENS et al, 2010;
STACKEBRANDT, 2010). No Brasil, o incentivo para a expansdo de Centros de
Recursos Bioldgicos resultou na formacdo de dois sistemas de informacdo de
colecbes de culturas: Sistema de Informacdo para Colecbes de Interesse
Biotecnoldgico (SICOL) e Rede de Recursos Genéticos Microbianos (EMBRAPA),
esta Ultima com a finalidade de promover a integracdo das colecdes de

microrganismos dispersas nas diferentes unidades da empresa.

2.6 SISTEMATICA E TAXONOMIA MICROBIANA

Sistematica e Taxonomia algumas vezes sao considerados como
termos sinbnimos, mas 0 mais adequado € considerar a Taxonomia como parte da
Sistematica. Segundo Sneath (1989), sistematica € o ramo da ciéncia que avalia a
diversidade de organismos e suas relagbes, sendo a taxonomia um dos pilares deste
estudo e responsavel pela classificagdo, nomenclatura e identificacdo (SIMPSON,
1961; DAVIS; HEYWOOD, 1963; MAYR, 1969).

A fim de contribuir com os estudos de conhecimento da diversidade
microbiana, a filogenia (relacdo evolutiva dos organismos), juntamente com a

taxonomia, a qual lida com identificacdo (alocacao de linhagens dentro de espécies),
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classificagcdo (criacdo de novos taxas) e nomenclatura dos microrganismos
(VANDAMME et al., 1996), em conjunto, formam os pilares da sistemética de
microrganismos e suas relacdes (MADIGAN et al., 2010).

Para os procariotos, a taxonomia desempenha um papel essencial e
confidvel para a descricdo de espécies ambientais e clinicas (MOORE et al., 2010).
Além disso, os sistemas de classificacdo permitem fornecer descricbes adequadas
de bactérias, argueas e microrganismos eucaridticos, permitindo uma melhor
compreensao da biodiversidade e sua relacdo com os diferentes ecossistemas
(GEVERS et al., 2005).

Todas as diretrizes de nomenclatura de microrganismos encontram-
se no Cdbdigo de Nomenclatura de Bactérias, que consiste em colocar a
caracterizagcdo em uma estrutura hierarquica e em descrever, respeitando o sistema
binomial, o tAxon de um microrganismo (LAPAGE et al., 1992). Para Tindall e
colaboradores (2010), os trés elementos fundamentais (caracterizagéo, classificacao
e nomenclatura) da taxonomia sdo dominios dindmicos e dependentes. Assim, a
nomenclatura de um grupo de organismos depende da forma como este esta
classificado, e a classificacdo depende da informacédo recolhida como resultado da
caracterizacdo. Diferente da nomenclatura que ja apresenta regras estabelecidas
pelo Codigo de Nomenclatura de Bactérias, a classificagdo e a caracterizagdo ndo
sao formalmente reguladas, mas esforcos dos pesquisadores estdo sendo alocados
nesse sentido nos ultimos anos.

Sendo assim, a taxonomia € um elemento chave na sistematica que
permite aos cientistas compreenderem a biodiversidade e a relagcdo entre os
microrganismos de diferentes ecossistemas (GEVERS et al., 2005). Ou, ainda,
segundo THOMPSON et al., (2014), a taxonomia tem como objetivo fornecer um
quadro confiavel para a identificacdo de organismos, a fim de aprender sobre seu
papel funcional em um determinado ambiente.

Inicialmente, as bactérias foram classificadas com base em
marcadores fenotipicos como morfologia, fontes de nutrientes como fatores de
crescimento ou potencial patogénico (LEHMANN; NEUMANN, 1986 apud in
RAMASAMY et al., 2014). Depois, propriedades fisicas e bioquimicas também foram
utiizadas com o propésito de auxiliar na identificacdo e classificagdo dos
microrganismos (ORLA-JENSEN, 1909; BUCHANAN, 1955).
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No inicio da década de 1960, bacteriologistas iniciaram estudos de
diversidade com base em caracteristicas morfoldgicas, nutricionais e metabdlicas
(GRAHAM, 1964; MANNETJE, 1967; MOFFET; COLWELL, 1968), soroldgicas
(GRAHAM, 1963; VINCENT; HUMPHREY, 1970). O conjunto dessas analises
formou os pilares da denominada “Taxonomia Numérica”. Também chamada de
Fenética, a taxonomia numérica consiste em classificar os microrganismos por
similaridade ou dissimilaridade fenotipica, utilizando o maximo de caracteristicas
possiveis, mesmo que o0 processo nao reflita exatamente a ancestralidade comum
(FUTUYMA, 2009).

Entre 1960 e 1980, as técnicas de quimiotaxonomia (MINNIKIN et
al., 1975), taxonomia numérica e hibridizacdo foram utilizadas (BRENNER et al.,
1969; JOHNSON, 1991). Pelo fato dos sistematas se basearem em testes
fenotipicos e morfolégicos, o aumento na formacdo de grupos taxondmicos
relativamente heterogéneos e, muitas vezes, artificiais foi inevitavel. Em alguns tipos
de microrganismos, como por exemplo, 0s rizobios, os genomas dessas bactérias
podem perder ou ganhar plasmideos ou ilhas genémicas contendo genes que
regulam a capacidade metabdlica. Por conseguinte, a realizacdo de testes
fenotipicos, principalmente para a utilizacdo de carbono e nitrogénio, pode nao ser
tdo informativa para a taxonomia de bactérias fixadoras de nitrogénio (ORMENO-
ORRILO E MARTINEZ-ROMERO, 2013).

Por volta de 1965, iniciaram as tentativas das analises de
diversidade com base em caracteristicas de DNA (DE LEY; RASSEL, 1965). Com
0s avancgos na biologia molecular, principalmente com o advento da amplificacdo do
DNA e técnicas de sequenciamento, em particular o gene 16S rRNA, foi possivel
obter grandes avancgos nos estudos de taxonomia, facilitando a classificagdo das
bactérias (GURTLER; MAYALL, 2001; COENYE; VANDAMME, 2004,
KONSTANDINIDIS; TIEDJE, 2007). Woese e Fox (1977) demonstraram a utilidade
do RNA ribossomal da subunidade menor do ribossomo (16S e 18S) como marcador
filogenético universal. E, no inicio dos anos 90, estudos com base nas sequéncias
de DNA revelaram que os cinco reinos ndo apresentavam cinco linhas evolutivas,
em vez disso, que a vida evoluiu na Terra ao longo de trés linhagens primarias
compostas por trés dominios: Bacteria, Archaea e Eukarya, elucidando a “Arvore
Filogenética Universal” (WOESE et al., 1990).
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Assim, com o desenvolvimento das técnicas de sequenciamento
molecular, a ideia inicial de Zuckerkandal e Pauling (1965) de deduzir a historia
filogenética dos organismos pela comparacdo das estruturas primarias das
macromoléculas tornou-se aplicavel. Mais de 90% das bactérias descritas no Manual
de Bergey’'s foram reduzidas a poucas espécies na lista de nomes de bactérias
aprovadas (SKERMAN et al., 1980; THOMPSON et al., 2013). D&-se inicio, entdo, a
sistematica filogenética ou “Cladistica”, escola de classificacédo biolégica baseada no
fundamento de que os organismos devem ser classificados de acordo com as suas
relacdes evolutivas, nao importando o grau de semelhancas entre os individuos
(RIDLEY, 2006).

Todo esse esforco no campo cientifico no intuito de classificar e
descrever os microrganismos culminou em um termo denominado “Taxonomia
Polifasica” (COLWELL, 1970; VANDAMME et al., 1996). Essa abordagem polifasica
da taxonomia microbiana emprega combinacfes de andlises de caracteristicas
fenotipicas, bioquimicas e genotipicas.

Atualmente, a taxonomia encontra-se em estado de mudancas
continuas. Com o avanco nas metodologias de sequenciamento do DNA, em
meados dos anos 90, chegando ao genoma completo, foi possivel iniciar uma nova
era na taxonomia microbiana, com a possibilidade estabelecer relacdes sisteméaticas
com base nas informacdes genéticas contidas nos genomas (THOMPSON et al.,
2013; CHUN; RAYNEY, 2014). Nesse sentido, diversos esforcos nessa area vém
sendo realizados com o intuito de integrar dados gendmicos, a fim de auxiliar na
classificacdo e descricdo de microrganismos, de forma confiavel e reprodutivel, com
um tempo e custo menor para pesquisa (KURTZMAN, 2014; RAMASAMY et al.,
2014; VANDAMME; PETERS, 2014).

2.7 TAXONOMIA POLIFASICA

O conceito de espécie para organismos Eucariontes ndo se aplica
para representantes de Bacteria e Archaea, pois parte de uma definicdo muito
artificial para os microrganismos representantes desses dois ultimos dominios. Se o
critério utilizado para definir espécie em procariotos fosse aplicado em animais, logo
todos os primatas deveriam ser classificados como espécie unica (WHITMAN et al.,

1998). Portanto, do ponto de vista tedrico, ndo ha um consenso universal que seja
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baseado em um conceito para a definicdo de espécies em procariotos. Ainda assim,
0S microbiologistas sugeriram um conceito para as espécies procarioticas, onde o
foco do sistema de caracterizacdo se concentra em estabelecer, de uma forma
rapida, confiavel e reproduzivel a localizacado taxondmica das bactérias baseada na
evolucédo microbiana (THOMPSOM et al., 2013).

De acordo com a abordagem polifasica, Vandamme e colaboradores
(1996) definiram espécie de bactérias como um conjunto de isolados originados de
uma populacdo ancestral comum, em que uma geracdo constante de diversidade
genética resultou em clones com diferentes graus de recombinacao e caracterizados
por consisténcia fenotipica, grau significativo de hibridizagdo DNA-DNA (DDH) e
mais de 97% de similaridade em relacdo a sequéncia do gene 16S RNA. Ja em
2006, Stackebrandt e Ebers definem que uma espécie de bactéria € um grupo de
estirpes (incluindo a tipo) com >70% de similaridade na hibridizacdo DNA-DNA
(DNA-DNA Hybridization, DDH), < 5° C A Tm, < 5% mol G + C da diferenca total no
DNA gendmico e identidade > 98% para o gene 16S rRNA. Atualmente, em sintese,
uma espécie procaridtica é definida operacionalmente como um conjunto de
linhagens que compartiiham alto grau de similaridade em vérias caracteristicas
independentes (MADIGAN et al., 2010).

Sendo assim, a diversidade biol6gica ndo pode ser analisada
através de uma Unica molécula e a variabilidade das caracteristicas é grupo-
dependente. Nesse sentido, a integracdo de dados fenotipicos (caracteristicas
morfolégicas e fisioldgicas), bioquimicos e genéticos (hibridizacdo DNA-DNA,
propor¢cdo de G+C genoma, MLSA — Multilocus Sequence Analysis, ANI — Average
Nucleotide Identity, AAl — Average Aminoacid Identity, Sequenciamento gendémico) é
de fundamental importancia para a caracterizacdo dos taxons de um organismo
(THOMPSON et al., 2013; RAMASAMY et al., 2014; VANDAMME; PETERS, 2014).

Contudo, segundo Sneath (1989), ndo existe, necessariamente, uma
relacdo direta de dados filogenéticos e fenotipicos, pois nem sempre sequéncias de
DNA (utilizadas para filogenia) sao transcritas e traduzidas durante o processamento

da informacao genética.
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2.7.1 ANALISE FENOTIPICA

Os métodos fenotipicos tém como objetivo descrever caracteristicas
fisicas de microrganismos, como morfologia, motilidade, metabolismo e fisiologia
(TINDALL et al., 2010). Além destes, a analise da composi¢cdo quimica das células
(acidos graxos) foi também incluida como parte da caracterizacdo fenotipica
(SMIBERT; KRIEG, 1994; TINDALL et al., 2010).

2.7.2 ANALISE GENOTIPICA/ FILOGENETICA

Depois da elucidacdo da molécula de DNA e do cddigo genético,
diversos critérios genotipicos/filogenéticos passaram a ser utilizados na taxonomia
polifasica de procariotos (TINDALL et al., 2010). A filogenia permitiu aproximar todos
0s ramos da biologia e, assim, auxiliar na resolucéo de algumas questbes, como por
exemplo, estabelecer relacbes entre espécies e genes, explicar a
origem/disseminacdo da infeccdo de alguns virus e auxiliar na compreensao
migracdo/mudanca demografica de algumas espécies padrdo (YANG; RANNALA,
2012). Desse modo, os dados filogenéticos complementam as informacfes
fenotipicas e genotipicas e permitem que 0s organismos sejam posicionados em um

sistema de classificacdo, com base em relacdes evolutivas.

2.7.2.1 BOX-PCR

Elementos de DNA repetitivos sdo encontrados tanto em genomas
eucariodticos (elementos Alu), como em procarioticos (unidades palindromicas)
(Versalovic et al., 1991; Martin et al., 1992). Em procariotos existem diferentes
classes de elementos de DNA repetitivo, sendo duas localizadas em regibes
intergénicas (ERIC e BOX) e outra classe corresponde aos elementos REP,
localizados em regides extragenicas do cromossomo da bactéria.

Elementos  Repetitivos  Extragénicos  Palindromicas—REP—
apresentam, comprimento de, aproximadamente, 35-40 pares de bases (pb) de
nucleotideos, com numero de 500 - 1000 cépias no genoma de bactérias. A segunda
classe corresponde as Unidades Repetitivas Intergénicas ou Enterobacterial

Repetitive Intergenic Consensus — ERIC, com comprimento de 124 — 127 pb e
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namero de copias que podem variar de 30 — 5 em Escherichia coli, podendo chegar
até 150 em Salmonella typhimurium. A dltima classe de sequéncias repetitivas no
genoma bacteriano compreende os elementos BOX. Estes sdo compostos por trés
subunidades (boxA, boxB e boxC), com comprimento de 57, 43 e 50 nucleotideos,
respectivamente (MARTIN et al., 1992). A subunidade boxA é a mais conservada,
quando comparada com as subunidades boxB e boxC, entre as bactérias
(VERSALOVIC et al., 1994).

As sequéncias repetitivas em procariotos estdo localizadas em
regibes ndo codificantes de DNA e estudos demonstram que estes elementos
repetitivos estdo relacionados com a formacdo da haste alca durante o processo
transcricional da informacédo genética celular. Diversas funcdes foram relatadas as
unidades palindrémicas, como por exemplo, ligacdo da enzima DNA girase (YANG,;
AMES, 1988) e DNA polimerase | (GILSON et al., 1990), estabilizacdo do gene
durante o processo de transcricdo (NEWBURY et al., 1987).

A metodologia de BOX-PCR permite a amplificacdo de diferentes
fragmentos gendémicos por PCR e tem como iniciador o oligonucletideo BOX-A1R
(5-CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3’), que origina padrbes de bandas distintos
em linhagens diferentes fornecendo, assim, um fingerprint do perfil de DNA. Desse
modo, o método BOX-PCR é considerado uma técnica sensivel e muito utilizada em

estudos iniciais de caracteriza¢do genética de isolados bacterianos.

2.7.2.2 SEQUENCIAS DO GENE 16S rRNA

O sequenciamento e a analise filogenética do gene 16S rRNA tém
sido adequados para a classificagdo de procariontes, por esse gene ser onipresente,
funcionalmente estavel, altamente conservado e pouco sujeito a transferéncia
horizontal entre os microrganismos (RAMASAMY et al.,, 2014). Apesar da grande
importancia que a analise do gene ribossomal 16S rRNA apresentou para 0S
avancos em estudos de filogenia (WOESE; FOX, 1977, WOESE et al.,1990),
existem algumas implicagbes em seu uso para descrever espécies: i) O gene 16S
rRNA € altamente conservado, particularmente em algumas espécies, como por
exemplo, no género Brucella (GANDARA et al., 2001); ii) Presenca de variacdes
nucleotidicas em varios operons de rRNA em um Uunico genoma (RAINEY et
al.,1996; ACINAS et al., 2004); iii) Possibilidade do gene 16S rRNA adquirir
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sequéncias nucleotidicas via transferéncia horizontal de genes (THG) e, assim,
distorcer as relagBes evolutivas na arvore filogenética (FOURNIER; RAOULT.,
2009); e iv) Variabilidade em numero de cépias, que nem sempre sdo idénticas em
espécies de bactérias (HAUKKA et al., 1996; VETROVSKY; BALDRIAN, 2013).

A taxonomia polifasica, porém, inclui o gene ribossomal 16S rRNA
como uma das medidas de relacdo evolucionaria, combinada com as propriedades
fenotipicas e genotipicas, para determinar a posicédo filogenética de um isolado
(COLWELL, 1970; STACKEBRANDT et al., 2002; TINDALL, 2010; THOMPSON et
al., 2014). Deve-se ressaltar que apenas as sequéncias do gene 16S rRNA nao
descrevem uma espécie, mas podem fornecer o primeiro indicio de que uma nova
espécie foi isolada (TINDALL et al., 2010).

As caracteristicas consideradas para o agrupamento de estirpes em
uma espécie incluem a identidade de 98,7% - 99% de sequéncia do gene 16S rRNA
que possam ser utilizados em algumas espécies com baixa variabilidade nesse gene
(STACKEBRANDT; EBERS, 2006). Contudo, valor de identidade de 97% da
sequéncia do gene 16S rRNA também pode ser considerada para o agrupamento de

estirpes em uma espécie (TINDALL et al.,2010).

2.7.2.3 HIBRIDIZACAO DNA-DNA

O desenvolvimento da técnica de hibridizacdo de acidos nucleicos
(DDH, DNA-DNA Hybridization), aliada ao sequenciamento do gene 16S rRNA
permitiu revelar diferencas entre os genomas de dois organismos muito similares. A
técnica de hibridizacdo DNA-DNA ou DNA-RNA foi introduzida em sisteméatica
procaridtica na década de 1960 (MCCARTHY; BOLTON, 1963; DE LEY et al., 1966;
JOHNSON; ORDAL, 1968; PACE; CAMPBELL, 1971; PALLERONI et al., 1973) e,
até hoje, é utilizada para estimar a relacdo genética entre microrganismos, sendo
considerada padrdo de ouro para diferenciar espécies procaridticas (WAYNE et al.,
1987).

Estudos indicam que, quando as bactérias compartilham mais de
97% de similaridade com base no gene 16S rRNA, isso corresponde ao valor de
70% de hibridizacdo DNA-DNA (STACKEBRANDT; GOEBEL, 1994; TINDALL et al.,
2010). O uso da técnica de DDH é recomendado quando o0 novo taxon proposto

contém mais do que uma estirpe, demonstrando que todos os membros desse grupo
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devem apresentar elevado grau de hibridizacdo entre si. Recomenda-se, ainda, que
apenas estirpes que apresentem diferenca de temperatura de melting (A Tm) de 5°
C, ou menos, devem ser incluidas (TINDALL et al., 2010). Valores de < 70% na
hibridizacdo DNA-DNA, embora haja algumas excecdes, indicam que as bactérias
testadas pertencem a diferentes espécies (ROSSELLO — MORA, 2006; TINDALL et
al., 2010; VANDAMME; PETERS, 2014).

Entretanto, conforme demonstrado por Tindall et al., (2010), o DDH
apresenta algumas limitagdes: i) O valor de corte de < 70% néo é aplicavel a todos
0S organismos, como é 0 caso para muitas espécies de Rickettsia (FOURNIER;
RAOQOULT, 2009); ii) A determinacdo de DDH requer instalagcbes especiais, 0 que
limita 0 nimero de laboratérios aptos para esta técnica; e iii) E um método oneroso e

gue carece de reprodutibilidade.

2.7.2.4 ANI — AVERAGE NUCLEOTIDE IDENTITY

A correlacdo entre a identidade nucleotidica média e os valores de
DDH foi demonstrada, pela primeira vez, por Konstantinidis e Tiedje (2005), como
uma técnica robusta e eficiente para mensurar distancias evolutivas entre dois
organismos. Em 2007, Goris e colaboradores refinaram essa metodologia, que tem
sido utilizada até os dias atuais. O ANI é calculado como uma média de identidade
total do BlastN (ALTSCHUL et al., 1990), onde s&o considerados 0s organismos que
apresentarem pelo menos diferenca de 30% nas sequéncias gendmicas.

Kim e colaboradores (2014b) avaliaram 6.787 genomas
pertencentes a 22 Filos com o objetivo de verificar qual o nivel de semelhanca do
gene 16S rRNA, gue corresponde ao limiar do ANI. Eles observaram, através de
testes estatisticos, que o valor de 98,65% pode ser considerado como limite para
diferenciar duas espécies. Esse valor é consistente com sugestdes anteriores
(98,2% - 99%) derivadas de estudos comparativos de DDH e 16S
(STACKEBRANDT; EBERS, 2006).

2.7.2.5 MLSA — MULTILOCUS SEQUENCE ANALYSIS

Diversos fatores podem oferecer informacdo equivoca entre estirpes

bacterianas e, assim, ofuscar a estrutura da arvore filogenética (GEVERS et al.,



38

2005; MENNA et al., 2006). Com o intuito de minimizar esses efeitos, marcadores
baseados em genes com taxa evolutiva mais rapida que o 16S rRNA, porém
conservados o suficiente para reter informacdes genéticas, tém sido propostos como
uma alternativa de marcadores moleculares utilizados em estudos de filogenia
(MARTENS et al., 2007). Até o presente momento, o MLSA representa a resolucao
intermediaria para resolver os problemas filogenéticos apresentados nas analises de
hibridizacdo e do gene 16S rRNA. O MLSA foi desenvolvido com base na anélise de
MLST (Mulltilocus Sequence Typing), que teve grande impacto na microbiologia
clinica, sendo muito utilizado na diferenciacdo de linhagens de patdgenos em
estudos epidemioldgicos (MAIDEN et al., 1998). Segundo Gevers et al (2005) a
diferenca das técnicas consiste que na metodologia de MLSA s&o utilizados grupos
de linhagens representativas de um género, sendo utilizados procedimentos de
analise filogenética, ou seja, algoritmos programados para calcular a taxa evolutiva
com base na sequencia de nucleotideos de genes (alelos) que estejam presentes
em todas as linhagens do tAxon em estudo enquanto o MLST esta focado apenas no
grau de similaridade entre as sequencias.

O MLSA utiliza o sequenciamento e alinhamento de varios genes
housekeeping diferentes de um organismo, dispersos em pelo menos 100 kb do
genoma, comparando suas sequéncias a sequéncias dos mesmos genes de
linhagens diferentes do mesmo organismo (GEVERS et al., 2005; MARTENS et al.,
2007; MARTENS et al., 2008). Com o alinhamento mudiltiplo de genes nao
relacionados funcionalmente, é possivel obter-se uma amostra do genoma, a qual é
mais representativa que um Unico gene, permitindo, também, a deteccdo de
ocorréncia de transferéncia horizontal de genes, sendo tais genes excluidos das
consideracOes adicionais (MADIGAN et al., 2010). Contudo, a escolha dos genes
housekeeping utilizados em estudos de filogenia deve seguir alguns pré-requisitos:
possuir apenas uma copia ho cromossomo, estar amplamente distribuido de forma
conservada no taxon (STACKEBRANDT et al., 2002; THOMPSON et al., 2005) e, no
minimo, trés genes s&o necessarios para a concatenacao das sequéncias obtidas de
DNA (DALL’AGNOL et al., 2013).

O potencial desse método na definicho de espécie bacteriana foi
fortemente apoiado pelo comité ad hoc Internacional de Sistematica de Procariotos
(STACKEBRANDT et al., 2002), sendo hoje considerada técnica “padrdo de ouro”

para caracterizacdo de estirpes de bactérias em uma espécie. O MLSA tem sido
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utilizado com sucesso na classificacao e identificacdo de diversos tdxons (RIBEIRO
et al., 2009, 2012, 2013, 2015; DALL’AGNOL et al., 2013, 2014).

A analise de sequéncias baseadas no MLSA é considerada uma
abordagem essencial para a resolucdo de alguns problemas taxonémicos. Assim, a
concatenacao dos genes housekeeping resulta em uma filogenia sélida, contribuindo
com estudos de sistemética microbiana. Deve-se ressaltar que os genes localizados
no DNA acessorio (plasmideo) ndo sdo considerados excelentes marcadores de
estudos taxondmicos, uma vez que sdo especializados para adaptacdo ecoldgica
sendo, portanto, adquiridos de forma independente e que poderiam ter evoluido
separadamente (MARTENS et al., 2008; STACKEBRANDT et al., 2002; VINUESA et
al., 2008, 2010; MOUSAV!I et al., 2014).

2726 TEORDEG+C

As propor¢cdes de G (guanina) + C (citosina) em um DNA sédo
bastante Gteis na identificacdo e descricdo de espécies de bactérias (TINDALL et al.,
2010). Quando as proporcdes de G + C de dois organismos diferem em mais de 5%,
considera-se, geralmente, que estes compartilhardo poucas sequéncias de DNA,
logo, ndo sao estreitamente relacionados na mesma espécie (GOODFELLOW et al.,
1997; RAMASAMY et al., 2014). As propor¢des de G + C podem variar de 20% a 80
% entre os dominios Bacteria e Archaea e, em Eucariotos, esse valor pode ser maior
ainda (MADIGAN et al., 2010).



3 BIODIVERSIDADE EM ESTUDOS CONDUZIDOS EM DIVERSAS REGIOES DO
MUNDO E OS FATORES QUE PODEM LEVAR A ESPECIACAO DE RIZOBIOS

Em diferentes regides do mundo, trabalhos tém demonstrado
diversidade de rizébios capazes de nodular plantas de feijoeiro, por exemplo, Aserse
et al., (2012), Cao et al., (2014), Ribeiro et al., (2013), Bagynski et al. (2015). A
relacdo entre a diversidade de cada local e a selecdo de microssimbiontes eficientes
para a planta hospedeira, porém, ndo estad bem estabelecida. Do ponto de vista
filogenético, estirpes de rizébio—feijoeiro podem coexistir em um sitio e mdltiplas
espécies podem nodular simultaneamente a planta. Embora as estirpes possam ser
resultado da baixa recombinacdo e clonalidade de alguns grupos de rizébios
(ACOSTA et al.,, 2011), a planta desempenha também um papel relevante na
selecdo de diferentes espécies. Isso levanta uma interessante questdo, sobre quem
determina a abundéncia de uma determinada linhagem.

Segundo Junier et al. (2014), se for considerado que a selecao
ocorre principalmente devido a fatores associados a planta, é esperado que plantas
geneticamente relacionadas crescendo em solos com diferentes propriedades
apresentem comunidade simbioticas semelhantes. Por outro lado, se for considerado
que a selecdo é determinada pela composicéo inicial de rizébios na comunidade, as
populacdes simbidticas de plantas crescidas em diferentes solos devem ser
distintas. Pesquisas vém sendo realizadas com base nesses dois cenarios. Em
alguns casos, a elevada abundancia de um genatipo de rizébio em nédulos de uma
planta hospedeira resulta da elevada abundancia desse rizobio no solo
(BROMFIELD et al., 1995; HARTMANN et al., 1998; VELAZQUEZ et al., 1999).
Porém, em outros casos, a abundancia de diferentes genétipos no solo ndo coincide
com a frequéncia dos microssimbiontes na populagéo (LEUNG et al., 1994).

Bagynski e colaboradores (2015) avaliaram a diversidade e
distribuicdo da populagédo nativa de rizébios, no Chile, em regiées (de solo acido e
alcalino) produtoras de feijdo. Dos 240 isolados de nédulos os autores detectaram a
presenca de quatro espécies (R. leguminosarum, R. etli, R. tropici e R. leucaenae).
O interessante é que, até entdo, somente R. leguminosarum havia sido
documentado nodulando plantas de feijoeiro no Chile. Os resultados permitiram
observar que espécies de R. tropici € R. leucaenae foram as mais comuns em solos

acidos, enquanto que as de R. etli foram mais comum em solos alcalinos com
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maiores niveis de teor de matéria organica. Estirpes de R. leguminosarum foram
identificadas praticamente em todos os solos, com pH que variaram entre 5,3 e 8,2 e
com teor de matéria organica entre 2,1 e 4%, além de esta ser a estirpe mais diversa
geneticamente. Ainda, os autores relacionaram alguns fatores que explicam, pelo
menos parcialmente, a distribuicdo de R. leguminosarum em diferentes regides do
Chile. Séo eles: i) hd uma variedade de feijoeiros de onde os ndédulos foram
extraidos que, provavelmente, correspondem a variedade de ecotipos de rizobios
encontrados; ii) a heterogeneidade dos solos, com variagbes de matéria organica
(2.3-6.3%), niveis de pH entre 5.2-8.2%, que podem influenciar no desenvolvimento,
sobrevivéncia e formagao do nddulo.

Nesse sentido, Cao e colaboradores (2014), na China, observaram
que plantas de feijoeiro tém participacdo na selecdo de novos microssimbiontes,
adaptados as condi¢fes locais. Concluindo que plantas de feijoeiro tém dirigido a
evolucao do rizébio, permitindo a nodulagdo das plantas e adaptacdo das bactérias
as condicdes locais, principalmente pH do solo e disponibilidade de nutrientes (CAO
et al., 2014). Segundo, Faghire et al., (2012), a condicdo extrema do ambiente pode
conduzir os rizébios a desenvolverem mecanismos de adaptacdo frente a uma
alteracdo ambiental, como por exemplo, acimulo de solutos intracelulares (trealose
e glutamato) compativeis para a resisténcia de alta salinidade. O solo, quando em
condicbes elevadas de salinidade, pode afetar a simbiose entre plantas e
leguminosas. Quando o0s rizObios sdo submetidos a esse ambiente, tem-se
observado acumulo de trealose (MILLER; WOOD, 1996), onde esse dissacarideo
desempenha papel importante na adaptacdo das bactérias as condicbes de estresse
osmoético (MCINTIRE et al., 2007).

As estirpes podem também ser selecionadas pelo ambiente. Esse é
0 caso, por exemplo, das espécies R. tropici, R leucaenae, R. paranaense e R.
freirei, que sdo encontradas, no Brasil, predominantemente em solos com pH baixo.
Embora ndo haja um consenso sobre caracteristicas do solo determinem a presenca
ou auséncia de espécies de rizébios no ambiente (MARTINEZ-ROMERO, 2003).
Alguns resultados séo plausiveis para essa observagdo. Por exemplo, i) Brockweel
et al., (1991) relataram diminui¢éo de 103 na populacédo de Sinorhizobium meliloti em
solos com pH < 6.0 quando comparados com aqueles > 7.0, observando que o pH
do solo pode afetar a sobrevivéncia e manutencdo da populacéo de rizobios; ii) A

exudacdo de compostos flavonoides para a indugdo dos genes nod de R.
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leguminosarum bv trifolii foi reduzida quando as plantas foram crescidas em pH < 5.0
afetando, também a competitividade dos rizébios por nodulacdo (Begum et al.,
2001); iii)) Mckay e Djordjevic (1993) observaram alteracdes na producao e excrecao
dos fatores de nodulagdo em estirpes de R. leguminosarum bv. trifolii guando em pH
baixo; iv) Anyango e colaboradores (1995) mostraram que as populacdes de rizobios
de feijoeiro da regido oriental da Africa (Quénia), de um solo &acido (pH 4,5) e outro
solo com pH 6,8 (neutro) apresentaram resultados semelhantes em eficiéncia da
FBN, porém, diferiram quanto a composicao genética.

Os solos de regides tropicais, a maioria tem desenvolvido a partir de
formacdes geoldgicas antigas que, em adicdo as condi¢cbes climaticas, resultam em
solos intemperizados, onde a disponibilidade de nutrientes € usualmente baixa. O
pH baixo do solo esta, frequentemente, associado com o0 aumento do Al, toxicidade
de Mn e diminuicdo de Ca (Hungria e Vargas, 2000). A acidez pode afetar a relacéo
hospedeiro-planta no processo de FBN em diversas etapas. Ainda, Andrade et al.,
(1999) relataram que a medida que a saturacdo de Al no solo diminui ha um
aumento no tamanho e na diversidade da populacdo de rizébios nativos em solos
acidos brasileiros. Segundo Nicol et al. (2008) ha uma forte evidéncia de que o pH
do solo € um fator determinante na diversidade de bactérias e na estrutura da
comunidade em escala global, além de ser considerado um dos fatores responséaveis
por influenciar na comunidade microbiana e nos processos bioquimicos do solo. Tem
sido sugerido que a resiliéncia de rizébios em solos acidos reside na capacidade
dessas bactérias manter o pH intracelular em torno de 7.2-7.5 independente do pH
externo (GRAHAM et al., 1994). A tolerancia de bactérias pertencentes ao grande
grupo “tropici-leucaenae-freireii” para baixo pH poderia explicar a alta frequéncia
destas linhagens em solos acidos da América Central, Brasil e Africa (HUNGRIA;
VARGAS, 2000). Nesse sentido, estirpes pertencentes a este grande grupo
apresentam propriedades de interesse para a agricultura brasileira, como
estabilidade genética e tolerancia a estresses ambientais (RIBEIRO et al., 2012).

A capacidade de decomposi¢cdo dos rizobios é um dos fatores
bioticos que podem garantir vantagens evolutivas aos rizobios conduzindo os &
especiacdo. Os rizdbios apresentam elevada capacidade de decomposicédo, o que
lhes permite crescer em diversas condicbes do solo. A habilidade dos rizébios em
decompor diversos materiais é observada quando estes sdo utilizados na

biorremediacdo de compostos, como por exemplo, dibenzotiofeno (FRASSINETTI et



43

al., 1998), benzopireno (GONZALEZ-PAREDES et al., 2013), tolueno (SUOMINEN
et al.,, 2000) e fenantreno (KEUM et al.,, 2006). Neste contexto, em solos
contaminados com petréleo, na provincia de Shandong na China, Zhang e
colaboradores (2012) isolaram uma nova espécie levando a descricdo R.
petrolearium, que degrada fenantreno. Andlises de genomas de rizobios revelaram
que esses microrganismos apresentam elevado numero de transportadores e outros
genes com funcédo desconhecida e que muitos provavelmente estdo envolvidos no
processo de decomposicdo em uma gama de substancias quimicas ou naturais
presentes na rizosfera. Estudos de transcriptoma de raizes revelaram que muitos
genes de rizobios podem ser importantes na assimilagdo de substancias da raiz ou
do solo. Assim, a capacidade dos rizobios degradarem diferentes compostos evita a
concorréncia bacteriana por competicdo de nutrientes. E esse diferencial, do ponto
de vista evolutivo, conduz as bactérias para o processo de especiacdo de rizobios
na populacéo e, também, de variacéo intraespecifica dos microrganismos refletindo,
assim, a diversidade genética.

Em relac&o ao fator genético, a variacdo no genoma de organismos
estreitamente relacionados estd associada as interacfes ecoldgicas. Essas
interacOes criam pressoes seletivas dependentes que podem estabilizar frequéncias
génicas nas populacdes, ou promover volume génico rapido em uma populacao.
Nesse sentido, a diferenciacdo de uma populacdo pode emergir de diferentes
processos naturais. A selecdo natural € um forte candidato para a evolucdo de
clusters que habitam a mesma regido que se dispersam muito rapido (especiacao
simpéatrica). Nesse contexto, a especiacdo simpatrica é a divergéncia genética de
varias populacbes que habitam a mesma regido geogréfica, de modo que essas
espécies se tornem espécies diferentes (CORDERO; POLZ, 2014).

A deficiéencia hidrica € um fator abidtico que pode afetar a
sobrevivéncia, crescimento e a estrutura da populacdo de rizobios no solo
(HUNGRIA; VARGAS, 2000), sendo um dos fatores que mais interferem na FBN,
refletindo em alteragbes na infec¢ao dos pelos radiculares, inibicdo da diferenciacao
do bacteroide, alteracdo e funcionamento dos noédulos e, consequentemente,
diminuicdo do conteudo de N fixado na parte aérea das plantas (DANIEL et al.,
2007; TAJINI et al., 2012, FERREIRA et al., 2013). Além disso, ha evidéncias de
grande variabilidade genética entre estirpes de rizdébio em resposta ao stress hidrico
(RENNIE; KEMP, 1983).
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Para o fator temperatura, a maioria das leguminosas apresenta
temperatura 6tima para nodulagédo e funcionamento da FBN que se situa entre 20-
30° C (FERREIRA et al., 2013). Para o crescimento de rizobios, apesar de variar de
espécie para espécie, limites de temperatura foram observados variando de 32 a 47°
C (PANKHURST; GIBSON, 1973; GIBSON, 1975; DART et al., 1976; DAY et al.,
1978). Em condi¢bes tropicais, considerando-se que o feijoeiro é bastante sensivel
(GRAHAM, 1981), a temperatura do solo nas camadas mais superficiais pode
chegar, com frequéncia, a 38°C e solos expostos a elevadas temperaturas podem
promover alteracfes fisiologicas e genéticas em bactérias, incluindo delecao
plasmidial (TREVOR, 1986) e rearranjos gendmicos (SOBERON-CHAVEZ et al.,
1986). Além de interferir em varios aspectos da simbiose, como por exemplo, na
formacdo de pelos radiculares, penetracdo das bactérias, nodulacéo e atividade da
nitrogenase (NEHRA et al., 1997). Contudo, deve se ressaltar que ha diferencas
quanto a tolerancia a altas temperaturas entre cultivares de feijoeiro (PORCH, 2006;
STEFANOVA et al.,, 2011) e entre espécies de rizébio que nodulam essa planta
(MERCANTE et al., 1993; PINTO et al., 1998).

Assim, diversos fatores podem afetar a dinamica populacional,
conduzindo a variabilidade genética que podem ou ndo resultar em processo
evolutivo levando ao surgimento de novas espécies de rizébios. Esses fatores sdo
divididos em bidticos, como a competicdo das estirpes de rizdbios nativas do solo e
a capacidade de decomposicéo e fatores abioticos, dentre os quais: textura do solo
(AL-FALIH, 2002), fertilidade do solo, estresse hidrico e temperaturas elevadas
(FERREIRA et al., 2013). Segundo Hungria e Vargas (2000), as condicdes
ambientais extremas podem resultar em alteragbes genéticas em rizobios (como
delecdo plasmidial e rearranjos genémicos), além de afetar diversas etapas da
simbiose e a diversidade genética dessas bactérias.

Estudos de caracterizacdo genética de rizObios e de ecologia
microbiana sao importantes ndo sO para ter acesso ao conhecimento da
biodiversidade existente nos solos brasileiros, como também para a elaboracdo de
estratégias bem sucedidas na inoculacao, além de serem indicativos das condi¢des
do solo. Segundo Lindstrom et al, (2010), a diversidade genética pode
desempenhar funcdo de bioindicador das condi¢ées do solo, uma vez que rizobios
nativos sao afetados pela acidez do solo, temperatura, umidade entre outros fatores.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 ISOLAMENTO DE ESTIRPES DE RHIZOBIUM

As amostras de solo foram coletadas em 45 locais produtores de
feijdo, procedentes de lavouras que ndo haviam recebido inoculante, pertencentes a
22 municipios do estado de Mato Grosso do Sul (Tabela 1). Os isolados de rizébio
foram obtidos de ndédulos de plantas de feijoeiro, cultivar Carioca, crescidas em
vasos de “Leonard” (VINCENT, 1970). Cada vaso, contendo uma mistura de areia e
vermiculita (2:1, v:v) foi esterilizado e, posteriormente, inoculado com 50 g de solo
puro coletado das diversas regifes tradicionalmente produtoras dessa leguminosa

em Mato Grosso do Sul.

Tabela 1 - Municipios, numeros de locais amostrados para coleta de solo e os
respectivos isolados.

Municipios N° de locais Isolados Municipios N° de locais Isolados
p amostrados P amostrados
. CPAO 1.1F; 6.2F; 5.2F; 3.4F; ~
1. Amambai 2 2.2F: 5.1F 12. Itapora 4 CPAO 27.4F3
2. Angélica 1 CPAO 7.2F: 7.5F 13. Itaquirai 3 CPAO 55.4F
CPAO 11.5F; 13.3F; 10.1F; .

3. Bataguassu 2 11.1F: 13.2F 13.5F 14. Ilvinhema 1 CPAO 56.3F
CPAO 33.9F3;
34.4F3; 33.3F3;

4. Bataipora 2 élzal;zggna 3 35.5F3: 35.2F3;

CPAO 17.5F; 16.4F; 21.2F; p 33.12F3; 33.1F3;
21.3F; 16.3F 33.5F3
CPAO 41.1F3;
L . 41.12F3;
5. Deodapolis 2 CPAO 26.6F; 26.5F; 22.5F; 16~ Maracaju 2 39.10F3; 41.9F3;
22.2F; 41.7F3; 39.4F3
CPAO 65.4F;
6. Douradina 2 17. Mundo Novo 2 66.5F; 64.4F;
CPAO 2.7F3 66.3F
CPAO 7.3F3; 14.5F3; 8.1F3;
8.2F3;60.2F3; T6.4F3; L CPAO 67.1F;
7. Dourados 3 59.3F3; T6.1F3; 100.4F; 18. Navirai L 67.4F;
68.10F3; 68.11F3; T4.4F3
CPAO 29.10F; 33.4F; 29.2F; .
8. Eldorado 2 20.5F 19. Nova Andradina 1 CPAO 70.4F
" 20. Novo Horizonte CPAO 73.4F;

9. Fatimado Sul 3 CPAO 42.4F; 42.3F; do sul 2 75.5F

10. Gléria de ~ CPAO 82.1F;

Dourados 1 CPAO 43.3F 22 [POTE [PEle 2 84.1F;

Fonte: Do autor.

Sementes de feijdo foram cultivadas nestes vasos de “Leonard”
e, apos 35-40 dias da germinacao, as plantas foram coletadas, e os nodulos

separados para o isolamento das bactérias. Para o isolamento das estirpes de
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rizobio, os nodulos foram esterilizados superficialmente com alcool, seguido por
solucdo de hipoclorito de sédio (10%) e agua destilada e esterilizada. Os isolados
obtidos foram purificados em meio “Yeast Mannitol Agar” — YMA (VINCENT, 1970) e
depositados na “Colecéo de Culturas de Microrganismos Multifuncionais da Embrapa
Agropecuaria Oeste” e na “Colecdo de Culturas de Microrganismos Multifuncionais
da Embrapa Soja: Bactérias Diazotroficas e Promotoras do Crescimento de Plantas”.

4.2 CARACTERIZAGAO FENOTIPICA

Setenta e trés isolados de rizébio obtidos de nddulos de feijoeiro
foram recuperados em placas de Petri com meio de cultura YMA.

Para a construcdo da matriz binaria e caracterizacdo fenotipica
(Figura 1), as caracteristicas avaliadas (Tabela 2) com os respectivos critérios
utilizados foram: 1) Manifestacdo do crescimento das colonias isoladas neste estudo
(rapido- lento-intermediario e muito lento); 2) Alteracdo do pH no meio YMA com o
indicador azul de bromotimol (dcido — neutro — alcalino); 3) Forma da coldnia (oval —
circular e irregular); 4) Elevacdo da coldnia (plana-convexa); 5) Borda da colonia
(lisa-ondulada-filamentosa); 6) Superficie da colonia (lisa-rugosa); 7) Producao de
muco (pouca-moderada-abundante); 8) Consisténcia da massa de crescimento
(seca-aquosa-gomosa-viscosa); 9) Detalhes Opticos (translicido-opaco); 10)
Cromogénese da colénia em meio YMA com indicador de Azul de Bromotimol
(creme-amarelo-rosa-azul); e 11) Cromogénese da colénia em meio YMA com
corante vermelho congo (branco-rosado-avermelhado no centro-vermelho).

Para a construcdo do dendrograma, as caracteristicas fenotipicas
foram submetidas a analise no programa Bionumerics-(Applied Mathematics Kortrijh,
Belgium, versédo 7.5), através do algoritmo UPGMA e o coeficiente de similaridade

de valores categoricos.
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Tabela 2_ ManifestacGes das caracteristicas morfolégicas dos rizobios avaliados.

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Tempo de crescimento

Alteragéo do pH

Tamanho

Producao de muco

Consisténcia da col6nia

Forma da col6nia

Elevacgédo da colonia

Borda da colénia

Superficie da coldnia

Cromogénese em Azul de Bromotimol

Cromogénese em Vermelho Congo

Detalhes oOpticos

Fonte: Do autor.

4.3 CARACTERIZACAO GENETICA

4.3.1 EXTRACAO DE DNA

MANIFESTACOES

Crescimento rapido (3 dias), intermediario (4 a 5 dias), lento

(6 a 9 dias) e muito lento (acima de 10 dias)

Acido (amarelo), neutro (verde) e alcalino (azul)

Medido em milimetros (mm)

Pouco, moderado ou abudante

Seca, aquosa, gomosa (creme) ou viscosa (elastica)

Oval (eliptica), circular ou irregular

Plana ou convexa

Lisa, ondulada, ou filamentosa

Lisa ou rugosa

Creme, amarelo, rosa ou azul

Branco, rosado, abermelhado (centro) ou vermelho

Transltcido ou opaco

O DNA total foi extraido de bactérias crescidas em meio YM. A

extragcdo de DNA foi realizada com o kit Axyprep Bacterial Genomic DNA. Em

seguida, para verificar a qualidade de DNA extraido, foi preparado gel de agarose a
0,3% com 30 mL de tampao TEB (Tris-EDTA). As amostras de DNA (2 pL) foram

submetidas a eletroforese por 30 minutos a 60 voltz.
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4.3.2 BOX- PCR

Os DNAs dos 73 isolados de rizébio obtidos de nodulos de feijoeiro
foram submetidos a amplificacdo de PCR de regides repetitivas de DNA com o
primer BOX-A1R (5’- CTACGGCAAGGCGACGCTGACG - 3') (VERSALOVIC et al.,
1994). A técnica de BOX — PCR foi realizada conforme o procedimento descrito por
Kaschuk et al. (2006). As reacfes de amplificacdo foram conduzidas no
termociclador MJ Research Inc. PT 200.

Os fragmentos amplificados foram separados por eletroforese em
gel com 1.5% agarose, por 7 horas a 120 V. O marcador molecular utilizado foi de 1
kb Plus DNA Ladder (Invitrogen™), sendo adicionado nas canelatas primeira, central
e ultima. Os geis foram corados com brometo de etidio e fotografados sob luz UV.
Para a andlise do perfil de bandas de DNA, utilizou-se o programa Bionumerics
(Applied Mathematics Kortrijh, Belgium, versdo 7.5), através do método UPGMA
(SNEATH; SOKAL, 1973) e o coeficiente de Jaccard (JACCARD, 1912). O tamanho
dos fragmentos foi normalizado de acordo com o marcador de DNA e as analises

foram submetidas com niveis de tolerancia a 1,0 % e otimizacao 0,4%.

4.4 CARACTERIZACAO FILOGENETICA

4.4.1 AMPLIFICACAO E SEQUENCIAMENTO DO GENE 16S

Os DNAs gendmicos de 35 isolados representativos dos principais
grupos de BOX-PCR foram amplificados com os primers fd1 5
(AGAGTTTGATCCTGGCTCAG) e rd1 3' (AMAGGAGGTGATCCAGCC). As condigcdes
de amplificacdo de PCR para o gene 16S rRNA foram descritas anteriormente
(MENNA et al., 2006). As reagdes foram conduzidas no termociclador MJ Research
Inc. PTC 200 e os produtos de PCR obtidos foram purificados com o Purelink TM
Quick PCR Purification Kit da Invitrogen by Life Technologies ™. Em seguida, as
concentracbes das amostras foram verificadas por eletroforese, com 2 pL do produto
de PCR em cada canaleta, em gel de agarose e o gel foi corado com 1% de brometo
de etidio.

As reacoes de sequenciamento foram realizadas em placas de PCR

com 96 pocos. Os produtos de PCR de cada bactéria receberam a aliquota de 3 pL
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de dye para o sequenciador ABI 3500-XL (Applied Biosystems) e 3 pmol dos
primers362(5’CTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGYT'),786(5’CGAAAGCGTGGGG

AGCAAACAGG-3’) e 1203 (5-GAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTC-3’), conforme
descrito por Menna et al., 2006). O programa para a reacédo de sequenciamento foi:
desnaturacdo a 95° C por 2 minutos, 30 ciclos de desnaturacdo a 95° C por 10
segundos, 50° C por 4 segundos e extensao a 60° C por 4 minutos, finalizando a 4°
C. As amostras foram submetidas ao sequenciamento por capilaridade no

sequenciador ABI 3500-XL, Applied Biosystems.

4.4.2 Gene 16S RNA

Dos 35 isolados sequenciados, foram selecionados aqueles com
sequenciamento de, aproximadamente, 1000 pb e com similaridade com rizébios.
Sendo assim, para o alinhamento, foram escolhidas sequéncias de 16S rRNA de 18
isolados, em adicdo as sequéncias de rizobios tipo obtidas do banco de dados
(NCBI). As sequéncias foram alinhadas com o programa CLUSTAL_X. A arvore
filogenética foi gerada utilizando o programa MEGA versdo 6.0 (TAMURA et al.,
2013), com o algoritmo Neighbor Joining (NJ) (SAITOU; NEI, 1987), modelo de
substituicdo Maximum Composite Likelihood ML (FELSEINSTEN, 1981), com
bootstrap 1000x. O numero de acesso das estirpes tipo se encontra entre

parénteses em cada arvore gerada.

4.4.3 MLSA

Os primers e as condicdbes de amplificacdo foram utilizados
conforme trabalhos ja descrito na literatura, para o recA-recombinase A (GAUNT et
al., 2001), ginll-glutamina sintetase Il (STEPKOVWSKI et al., 2005) e gyrB-gyrase B
(MARTENS et al., 2008). Apdés a amplificacdo e sequenciamento para cada gene
housekeeping, as sequéncias individuais e concatenada de 11 isolados para o0s
genes housekeeping (gyrB, glnll e recA) foram alinhadas no CLUSTAL X. As
arvores filogenéticas individual e concatenada dos genes housekeeping foram
construidas utilizando o programa MEGA verséo 6.0 (TAMURA et al., 2011), através
do método Maximum Likelihood, modelo de substituicho Tamura-Nei, com bootstrap
1000 vezes.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 FENOGRAMA

Com base nas caracteristicas fenotipicas avaliadas, foi construido
um fenograma de similaridade com os 73 isolados que foram crescidos a 28° C e
caracterizados de acordo com as suas propriedades morfolégicas (Tabela 2). De
acordo com a figura 2, constatou-se elevada diversidade fenotipica entre as
bactérias. Considerando um nivel de similaridade de 74%, foi observada a formacéao
de seis grupos. Dentre estes, os Grupos |, I, lll e IV apresentaram maior nimero de
isolados, em comparacdo com os grupos V e VI. Os isolados CPAO T6.4F3, 66.5F,
42.3F, 2.2F, 1.1F, 66.3F e 39.4F3 ocuparam uma posicdo isolada no fenograma. Ao
estabelecer relacdes entre os resultados da andlise fenotipica e os respectivos locais
de origem dos isolados, foi possivel observar que os grupos formados foram
bastante heterogéneos em relacdo aos seus municipios de origem (Tabela 1 e
Figura 1).

Quanto a morfologia (Tabela 2), as caracteristicas que nao variaram
entre os grupos dos isolados foram: manifestacdo de crescimento tendo como
critério crescimento rapido (até 3 dias), borda e superficie da colbnia, onde todas
bactérias apresentaram morfologia lisa para essas duas Ultimas caracteristicas.
Resultados semelhantes foram observados para as bactérias que nédo se agruparam
e que, mesmo ocupando uma posicdo isolada no fenograma, manifestaram
crescimento rapido e superficie das colbnias lisas.

Entretanto, ao analisar a cromogénese da colbénia em meio de
cultura com vermelho Congo, essa caracteristica variou em todos os grupos do
fenograma (Grupos |, I, 1ll, IV, V e VI). Assim, cada grupo foi considerado
heterogéneo para a cromogénese da colénia em vermelho Congo, ou seja, em um
mesmo grupo foi possivel visualizar diferentes colénias (brancas, rosadas,
avermelhada no centro e vermelhas).

As caracteristicas de alteracdo do pH do meio em YMA, forma da
colénia e cromogénese da colbénia em meio de cultura com azul de bromotimol
variaram apenas nos grupos (Il e IV), (Il e IV) e (I e Il), respectivamente. Os isolados
dos Grupos Il e IV apresentaram variacdo de pH em meio YMA, de &cido a neutro,

quando presentes com o indicador de azul de bromotimol. J4 os isolados
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pertencentes aos Grupos Il e IV manifestaram forma oval ou circular para as suas
colonias, enquanto que os Grupos | e Il manifestaram cromogénese da colonia, que
variou de creme para amarelo, quando crescidos em meio YMA com indicador azul
de bromotimol.

Dos 73 isolados caracterizados fenotipicamente, 34 apresentaram o
critério gomoso, 33 viscoso, quatro secas e duas aquosas para a caracteristica
consisténcia da massa de crescimento das bactérias. Foi verificado que a maioria
dos isolados do presente trabalho produziu exopolissacarideos (EPS), que sé&o
polissacarideos extracelulares que se encontram ligados a superficie celular, ou sao
excretados para o meio extracelular (SUTHERLAND, 1998). A produgéo de EPS
pode estar relacionada a sinalizacdo molecular no processo de simbiose com
plantas e de mecanismos de quorum sensing, como a producdo de biofilme
(RINAUD; GIORDANO, 2010), além de poderem auxiliar no processo de FBN,
formando uma barreira para evitar altas tensdes de oxigénio (JARMAN et al., 1978),
bem como de proteger a célula da dessecacao e predacdo. Esses polimeros ainda
sdo de fundamental importancia para os setores farmacéutico (BILLA et al., 2000),
industrial (SUTHERLAND, 2001) e alimenticio (RINAUDO, 2008).

Para estudos taxondmicos, considerando outras caracteristicas
fenotipicas, principalmente testes de utilizacdo metabdlica de compostos, Ormefio-
Orrillo e Martinez-Romero (2013) concluem que a utilizacdo dessas propriedades
para descrever novas espécies € guestionavel e esta limitada a substratos
disponiveis que podem subestimar as diferengas fenotipicas entre as espécies. Isso
ocorre porque, se 0s genes que codificam para deteminada caracteristica fenotipica
se localizarem nos plasmideo, pode ocorrer variabilidade, uma vez que o DNA extra
cromososmal pode apresentar instabilidade genética ao longo do tempo. Além disso,
em espécies estreitamente relacionadas, as diferencas fenotipicas podem ser
poucas. Conforme descrito por Tindall (2010), a analise fenotipica representa a
ferramenta mais antiga para a caracterizagdo e classificagdo dos procariontes;
contudo, apesar de ser relevante para a sistematica, pode nédo refletir, ou ser
limitada demais, para estudos de diversidade de bactérias.

Contudo, a caracterizacdo fenotipica € muito importante, pois as
caracteristicas observaveis de uma bactéria fornecem muito tracos que podem ser
utilizados para diferenciar as espécies. Ao descrever uma nova espécie, assim como

para identificar uma bactéria, varios desses tracos sdo determinados para a estirpe
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ou as estirpes de interesse. Os resultados sdo entdo comparados a organismos
conhecidos como controles ou estirpe padrdo, sendo examinados paralelamente aos

desconhecidos ou a partir de informacdes publicadas (MADIGAN, 2010).

Tabela 3- Caracteristicas fenotipicas: presenca (V) e auséncia de variacao
(NV) nos grupos do fenograma.

Caracteristicas

Fenotipicas Grupo | Grupo |l Grupo Il Grupo IV Grupo V Grupo VI
Manifestagdo de
1 crescimento NV NV NV NV NV NV
Alteracdo do pH do meio
2 YMA NV \Y, NV \Y, NV NV
3 Forma da colbnia NV NV \% \% NV NV
4 Elevacéao da col6nia \% NV NV NV \% \%
5 Borda da colbnia NV NV NV NV NV NV
6 Superficie da coldnia NV NV NV NV NV NV
7 Producéo de muco NV \Y, \Y \Y, NV NV
Consisténcia massa
8 crescimento \Y, \% NV \% Vv NV
9 Detalhes 6pticos \% \% \% \% NV NV
Cromogénes da col6énia em
10 azul bromotimol \% \% NV NV NV NV
Cromogénes da col6nia em
11 vermelho Congo \Y \Y V \Y V \Y

Fonte: Do autor.
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Figura 1- Fenograma dos 73 isolados CPAO avaliados com base nas
caracteristicas morfologicas. As caracteristicas avaliadas encontram-se descritas
no material e métodos.
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5.2 BOX-PCR

De acordo, com o perfil de bandas de DNA apresentado no
dendrograma da figura 3, os 73 isolados distribuiram-se em 35 grupos, considerando
um indice de similaridade de 70%. O nimero de bandas dos isolados variou de 17 a
31.

Em geral, ndo houve relacdo entre os agrupamentos dos isolados e
0S seus respectivos locais de origem (Figura 2 e Tabela 1). Contudo, foram
encontradas excecdes em alguns casos, como por exemplo: i) os isolados CPAO
11.5F e 13.3F (grupo Ill) e CPAO 11.1F e 13.2F (grupo XVIII) foram agrupados,
sendo todos de origem do municipio de Bataguassu; ii) Para o municipio de
Eldorado, os isolados CPAO 29.2F e 29.5F foram posicionados no Grupo XXIV; iii).
O mesmo ocorreu com os isolados CPAO 35.2F3, 33.1F3 e 33.12F3, do
agrupamento XVII, onde todos tém como origem comum 0 municipio de Laguna
Caarapa. Ainda, os unicos reresentantes dos municipios de Douradina (CPAO
2.7F3), Itapord (CPAO 27.4F3) e Ivinhema (CPAO 56.3F) foram posicionados de
forma isolada no dendrograma BOX-PCR.

Alguns  agrupamentos de isolados pelas propriedades
morfofisiolégicas identificados na figura 1 apresentaram relacdo com o0s
agrupamentos formados da figura 2. No fenograma, os isolados (CPAO 42.4F e
29.10), (CPAO 73.4F e 14.5F3) e (CPAO 5.2F, 22.2F, 11.1F e 21.3F) localizaram se
no Grupo | e, na analise de BOX-PCR, permaneceram nos Grupos V, VIl e XVIII,
respectivamente. O mesmo ocorreu com o0s isolados CPAO 39.10F3 e 50.9F3 do
Grupo Il (Figura 1) e que continuaram no agrupamento Xl da figura 2. Ainda, CPAO
27.4F3, CPAO 66.3F e CPAO 2.2F3 permaneceram isolados tanto na analise
fenotipica (Figura 1), quanto na analise de BOX-PCR (Figura 2). E importante
ressaltar que, ao comparar as analises fenotipicas com a de perfil de bandas de
DNA, a informag&o gerada por técnicas de fingerprint de DNA & a que oferece
melhores indicios para diferenciacdo de isolados, pois estdo menos sujeitos as
variagdes ambientais.

Menna e colaboradores, em 2009, no Brasil, analisaram a diversidade de 68
estirpes autorizadas para a producdo de inoculantes comerciais pelo perfil de BOX-
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PCR. Os autores concluiram que o método de BOX-PCR é eficaz para o controle de
qualidade de inoculantes e para a caracterizagdo preliminar de rizébios.

Em 2011, Cornea e colaboradores examinaram a influéncia de
alguns fatores sobre as populacdes indigenas de rizobios em diferentes condicdes
de manejo do solo na Roménia. A caracterizacdo dos rizébios foi realizada através
dos métodos de fingerprinting de DNA, ERIC-PCR e BOX-PCR, e o0s autores
identificaram que este Ultimo método apresentou melhor perfil de bandas de DNA.

A diversidade genética elevada constatada neste estudo, em solos
que ndo haviam recebido inoculantes, indica a provavel presenca de estirpes
indigenas capazes de nodular o feijoeiro no Mato Grosso do Sul. Outros estudos
também relatam diversidade elevada de rizobios microssimbiontes do feijoeiro em
diferentes regibes, como por exemplo, Etiopia (ASERSE et al., 2012) e outros
estados Brasil, como Goiés, Distrito Federal, Parana e Santa Catarina (MOSTASSO
et al., 2002; STOCCO et al., 2008; RIBEIRO et al., 2012; DALL'AGNOL et al., 2013;
2014).



Figura 2 - Dendrograma BOX-PCR dos 73 isolados bacterianos CPAO avaliados.
Analise por UPGMA com coeficiente de Jaccard.
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5.3 SEQUENCIAMENTO DO GENE 16S

Para a analise filogenética foram escolhidos 35 representantes de
cada grupo do BOX-PCR. Ao relacionar os resultados da tabela 1 de local de origem
com a figura 3 do dendrograma construido com o gene 16S rRNA, observa-se que
quatro isolados de Dourados encontram-se agrupados em dois grupos da analise
filogenética do 16S: (CPAO 68.11F3 e T4.4F3) para o Grupo | e (CPAO 8.2F3 e
68.10F3) para o Grupo IV. O mesmo ocorreu para os isolados de Laguna Caarapa
(CPAO 33.5 e 33.9F3) do Grupo IV (Figura 3). Os isolados CPAO 5.2F e CPAO 3.4F
de Amambai permaneceram agrupados no Grupo | da figura 3. Embora CPAO
34.4F3 e 33.12F3 nao tenham sido agrupados em nenhum grupo na figura 3, eles
sao provenientes do mesmo municipio. Os demais isolados dos grupos formados na
andlise da sequéncia do 16S rRNA (Figura 3) ndo apresentaram correspondéncia
com a localizacdo geografica (Tabela 1).

Contudo, devido a natureza conservada da sequéncia do gene 16S
rRNA é esperado encontrar genotipos semelhantes em locais diferentes, sob
diferentes condicdes ambientais. Madigan et al. (2010) ressaltam que construir
filogenias baseada no sequenciamento de um Unico gene (como por exemplo o 16S
rRNA) pode acarretar equivocos, pois a natureza conservada e a possibilidade de
transferéncia horizontal de genes podem limitar sua eficacia na diferenciacdo entre
bactérias da mesma espécie, refletindo em informagbes ndo confidveis para o
estabelecimento das relacdes filogenéticas.

Os resultados obtidos por BOX-PCR (Figura 2) ndo corresponderam,
para a maioria dos grupos formados, aos agrupamentos da analise de 16S rRNA
(Figura 3). Excecgbes foram observadas com os isolados CPAO 11.5F e CPAO
17.5F, agrupados na analise do 16S rRNA, e proximos na analise de BOX—PCR. Ja
para CPAO 5.1F, tanto na analise de BOX—-PCR, quanto no sequenciamento de 16S
rRNA, a bactéria permaneceu de forma isolada, estando mais proxima
filogeneticamente de R. leucaenae (100% similaridade). Cabe ressaltar que no
estudo de Menna et al. (2009) a correlacdo entre os produtos de BOX-PCR e os
genes 16S rRNA também foi baixa, de 7,6%, mas que uma analise combinada com
20% do peso no BOX-PCR e de 80% no 16S rRNA incrementou a definicdo de
espécies de rizébios.
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O grande grupo “R. tropici” tem sido encontrado em regifes
tropicais e se caracteriza por apresentar elevada estabilidade genética do plasmideo
simbidtico e tolerancia a condicdes ambientais, como elevada temperatura e baixo
pH do solo (Martinez-Romero et al., 1991; Martinez-Romero., 2003; Grange e
Hungria, 2004; Ribeiro et al., 2009; Dall’Agnol et al., 2013; Dall’Agnol et al., 2014).
Desde 1991, quando Martinez-Romero e colaboradores propuseram R. tropici como
uma nova espécie de rizobio nodulando P. vulgaris e Leucaena sp., esses autores
observaram elevada variabilidade nas caracteristicas fenotipicas e genéticas dentro
desta espécie descrita, identificando dois subgrupos de R. tropici (tipo A e B). Em
2012, ap6s uma abordagem polifasica (MLSA, hibridizacdo DNA-DNA, além das
analises fenotipicas e genotipicas) Ribeiro e colaboradores reclassificaram R. tropici
tipo A como uma nova espécie, R. leucaenae. Segundo Mercante et al. (1998), as
estirpes que foram reclassificadas como R. leucaenae ocorreriam de forma
abundante em regides de Cerrado, um bioma responsavel por ocupar cerca de 25%
do territorio brasileiro. Nessas regifes, R. leucaenae representa a ocupacao de 79%
e 15% de populacao de rizobios obtidos de nédulos de Leucaena leucocephala e P.
vulgaris, respectivamente. Neste contexto, seria esperado encontrar estirpes de R.
leucaenae no estado de Mato Grosso do Sul, uma vez que o Cerrado ocupa 61%
dessa area, além dos solos desta regido apresentarem pH baixo. Contudo, isso nao
foi observado, e somente o isolado CPAO 5.1F foi posicionado nesse grande grupo,
muito provavelmente porgque, para este estudo, o feijoeiro e ndo leucena foi usada
como planta isca.

Young e colaboradores (2001) propuseram a inclusao das espécies
de Allorhizobium e Agrobacterium, incluindo os biovares A. radiobacter, A.
rhizogenes e A. vitis, no género Rhizobium (R. radiobacter, R. rhizogenes e R. vitis).
Com base na analise comparativa das sequéncias do 16S rDNA, os autores
indicaram que as espécies de Agrobacterium constituem um grupo de organismos
diversificado e monofilético com membros do género Rhizobium, capazes de induzir
tumores em plantas hospedeiras. Os genes para nodulacdo em Rhizobium estédo
localizados no plasmideo e podem ser transferido para outros membros do género
Rhizobium (Kuykendall et al., 2004). Contudo, ha controvérsias em relacdo a
inclusdo da posicdo taxondmica das espécies de Agrobacterium para Rhizobium.
Como por exemplo, demonstrado por Farrand e colaboradores (2003) em uma nota
publicada na revista International Journal of Systematic and Evolutionary
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Microbiology, em que o0s autores sustentam a hipotese de que espécies de
agrobactérias sao polifiléticas e que tanto os rizébios, quanto as agrobactérias, séo
grupos filogeneticamente diferentes. Em 2004, Young e sua equipe, com base na
analise comparativa de 70 sequéncias do 16S rDNA representando 20 espécies de
rizobios (incluindo Agrobacterium spp.) observaram que as espécies responsaveis
por causar tumor em plantas (agrobactérias) foram distribuidas dentro do género
Rhizobium e que ndo ha justificativa para separar os géneros Agrobacterium e
Rhizobium. A analise permitiu também observar que R. radiobacter, R. rubi e R. vitis
permaneceram agrupadas no mesmo agrupamento, enquanto que R. rhizogenes
localizou-se filogeneticamente mais préxima de R. tropici.

Trabalhos sucessivos em relacdo a posicédo taxonémica de rizébios
e agrobactérias foram realizados. Em 2014 Mousavi e colaboradores investigaram a
relacao filogenética, posicdo taxondmica e aspectos da nomenclatura do complexo
R. galegae e alguns membros de Agrobacterium sp. Com base no 16S e MLSA de
seis genes housekeeping de 114 bacterias, a arvore filogenética obtida permitiu
identificar cinco grupos filogeneticamente distintos. Os autores observaram que R.
alkalisoli, R. huatlense, R. galegae sv. orientalis, R. galegae sv. officinalis e R.
vignae formaram uma linhagem monofilética mais proxima das agrobactérias do que
dos rizébios. Essas bactérias pertencentes ao complexo R. galegae (grupo A) e
representaram um género novo (Neorhizobium). No grupo B, localizaram se as
agrobactérias, incluindo A. radiobacter e A. rubi. No grupo C ficaram os rizébios,
sendo que bactérias pertencentes ao grande grupo “R. etli-R. leguminosarum”
localizaram se no subgrupo C1 e o grupo dos tropicis (inclusive R. rhizogenes)
localizaram se no subgrupo C2. Em seguida, as espécies Ensifer fredii, E. medicae e
E. meliloti permaneceram no género Ensifer (grupo D). E, por fim, tem-se o grupo E,
composto por espécies de Allorhizobium, onde nota-se a transferéncia da posicéo
taxonomica de Agrobacterium vitis para Allorhizobium vitis.

Ainda em relacao a filogenia dos rizobios, Mousavi e sua equipe em
2016 apresentaram novas mudancas na filogenia dessas bactérias. Os autores
propuseram a transferéncia de R. giardinii, R. herbae, R. capsulatus e R.
helanshenense para um novo género na familia Rhizobiaceae: Pararhizobium (P.
giardinii, P. herbae, P. capsulatus e P. helashanense). Os resultados permitiram
ainda observar que as espécies A. vitis, R. taibaishanense, R. paknamense, R.

oryzae, R. pseudoryzae, R. qilianshanense e R. borbori apresentam origem
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monofilética e estdo distantes geneticamente de Agrobacterium e Rhizobium. Os
autores sugeriram a transferéncia dessas bactérias para o género Allorhizobium (A.
vitis, A. taibaishanense, A. paknamense, A. oryzae, A. pseudoryzae, A.
gilianshanense e A. borbori). Em relacdo as agrobactérias, as espécies de R.
nepotum, R. pusense e R. skiernierwicense agruparam no género Agrobacterium (A.
nepotum, A. pusense e A. skiernierwicense). E quanto a R. rhizogenes, o0s
resultados de 2016 corroboram com os resultados obtidos em 2015 pela equipe de
Mousavi e que confirmam os trabalhos de Young et al (2001, 2004), onde a espécie
R. rhizogenes é filogeneticamente mais proxima de R. tropici do que do grupo
Agrobacterium. Confirma-se, portanto, que o grupo dos rizébios é heterogéneo, em
estado de constante atualizacdo taxonO6mica. Dessa forma, salienta-se que,
indubitavelmente, estudos de filogenia sdo importantes para o conhecimento e
classificacéo taxondmica microbiana dos rizébios.

Continuando a analise do agrupamento resultante da analise dos
genes 16S rRNA, com aproximadamente 1002 pares de bases (pb) alinhadas, dois
outros dois grandes grupos foram formados e serdo discutidos (Figura 3). As
estirpes CPAO 68.11 F3; 67.1F; 41.7F3; 70.4F; T4.4F3; 3.4F e 5.2F formaram o
Grupo |, apresentando maior similaridade genética com a estirpe tipo R.
leguminosarum bv. viciae USDA 2370"; R. laguerreae FB206"; R. pisi DSM 30132";
R. fabae CCBAU 33202" e R. phaseoli ATCC 14482". Ao realizar o BLAST das
sequéncias de bases dos isolados CPAO no Grupo | (Figura 3) foram observados
alinhamentos que demonstraram identidade nucleotidica de 99 a 100% com o0s
rizobios do grande grupo de rizobios “R. etli-R. leguminosarum”.

A estirpe CPAO 26.6F ocupou uma posic¢ao isolada entre os grupos
de rizébio tipo R. etli CFN 42" e R. laguerrae FB 206'. A identidade nucleotidica
desse isolado revelou similaridade de 99% com rizébio R. leguminosarum (bv. viciae
e bv. trifolli) (Figura 4). As estirpes CPAO 11.5F e 17.5F agruparam-se com R. etli
CFN 427, com 99% de identidade.

Espécies de R. etli s&o comumente encontradas em ambos centros
de origem do feijoeiro (Mesoamericano e Andino). Desse modo, ndo era de se
esperar encontrar isolados dessa espécie nos resultados do presente trabalho. No
entanto, diversos estudos tém relatado a presenca de R. etli em solos brasileiros
(Straliotto et al., 1999; Hungria et al.,, 2000; Mostasso et al., 2002; Stocco et al.,

2005). Apesar do Brasil ndo ser considerado centro de origem do hospedeiro,
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evidéncias arqueoldgicas demonstram que o feijoeiro é cultivado ha centenas de
anos no pais e que a introducdo de R. etli no Brasil pode ter ocorrido através de
sementes de feijdo carregadas de sementes viaveis de rizobios (Perez-Ramirez et
al.,1998).

Em relagcdo aos isolados filogeneticamente préximos do grupo
‘leguminosarum”, Segovia e colaboradores (1993), levantaram a hipdtese de que
com a colonizagdo da América sementes de feijdo carregando R. etli foram
introduzidas na Europa, onde provavelmente ocorreu a transferéncia do plasmideo
simbidtico, primeiro para R. leguminosarum (Segovia et al., 1993) e, posteriormente,
deste para R. galliccum bv. phaseoli e R. giardinii bv. phaseoli (Amarger et al., 1997).
Além de estudos detectarem a presenca de espécies de R. leguminosarum em solos
brasileiros (Straliotto et al., 1999; Mostasso et al., 2002; Stocco et al., 2005), deve-se
ressaltar que R. leguminosarum também foi detectada na Colémbia (Eardly et al.,
1995), pais sugerido como terceiro centro de diversificacdo genética do feijoeiro
(Gepts e Debuck, 1991). Os resultados deste trabalho, em adicdo a outros (por
exemplo, Stocco et al., 2005; Mostasso et al., 2002) indicam que R. leguminosarum
pode ndo ter origem europeia, bem como que essa espécie pode ter sido dispersa
via sementes da America Central e Noroeste da Argentina.

No segundo grupo de interesse, Grupo 1V, foram posicionados os
isolados CPAO 8.2F3; CPAO 81.4F; CPAO 68.10F3; CPAO 33.5F3 e CPAO 33.9F3,
apresentando maior similaridade genética com R. pusense NRCPB10 (Figura 4). A
similaridade nucleotidica desses isolados foi de 99 a 100% com estirpes de
Rhizobium sp. e Agrobacterium. Os isolados CPAO 34.4F3 e 33.12F3 nao foram
agrupados e o BLAST revelou similaridade de 99% com estirpes de Rhizobium sp.
Contudo, a estirpe tipo que ficou mais proxima desses isolados foi R. radiobacter
ATCC 19358". Rashid e colaboradores (2012) avaliaram a diversidade genética de
36 rizobios de 25 localidades que nodulam lentilhas em Bangladesh e constataram,
em condi¢cdes laboratoriais, estirpes de R. radiobacter, mas que n&o fixavam
nitrogénio. Isolados com relacdes filogenéticas a R. radiobacter tém sido
recuperados de nodulos de leguminosas em diferentes partes do mundo (ANYANGO
et al., 1995; CUMMINGS et al., 2009; ZAKHIA et al., 2006). Os autores sugeriram
gue estes isolados néo fixadores podem ser oportunistas (quando em condi¢des de
campo) ou conviverem com espécies noduliferas de rizébios no interior do nédulo.

Contudo, ha outros relatos de estirpes mostrando alta semelhanga genética com R.
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radiobacter e que sdo capazes de nodular leguminosas (Chen et al., 2000; Menna et
al., 2006; Ribeiro et al., 2013).

Embora o gene 16S rRNA seja considerado como a base da
taxonomia e filogenia de procariotos, sendo funcionalmente estavel e altamente
conservado (RAMASAMY et al., 2014), ele ndo é suficiente para definir uma espécie,
de modo que uma maior definicAo pode ser dada pela andlise de outros genes
housekeeping.



Figura 3 - Filogenia dos genes 16S rRNA dos isolados CPAO e de rizébios tipo com maior similaridade
genética, construida através do método Neighbor joining e a distancia evolucionaria calculada através
do Maximum- likelihood. Bootstrap de 1000 vezes
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5.4 MLSA - ANALISE INDIVIDUAL E CONCATENADA DOS GENES HOUSEKEEPING

Filogenias construidas através de métodos como o MLSA, com base
em genes que codificam para proteinas essenciais para a célula, resultam em
melhor distingdo para diferenciacdo de linhagens relacionadas (GEVERS et al.,
2005; MARTENS et al.,, 2007, 2008; RIBEIRO et al., 2009, 2012, 2013). Desse
modo, neste trabalho a filogenia também foi avaliada através da analise individual de
genes conservados localizados no cromossomo das bactérias: ginll, gyrB e recA,
que codificam para a glutamina sintetase, a DNA girase e a recombinase A,
respectivamente (Figuras 4, 5 e 6). Os resultados obtidos para os filogramas
referentes a cada gene cromossomal mostraram relacdo na formacao dos Grupos |,
[l e IV formados entre os isolados CPAO e os rizobios tipo.

Os isolados do Grupo Il (CPAO 11.5 e 26.6F), das figuras 4 e 5, se
agruparam com R. etli CFN 42" nas anélises individuais dos genes ginll e gyrB. Ao
passo que, na analise do gene recA, esses mesmos isolados se agruparam com R.
oryzae ALT 505",

A estirpe CPAO 5.1F apresentou elevada similaridade com R.
leucaenae em todas analises filogenéticas (Grupo Ill) realizadas no presente
trabalho. Além disso, foram observados valores elevados de bootstrap e 100% de
identidade nucleotidica, tanto para as filogenias individuais, quanto concatenada dos
genes housekeeping.

Apesar dos isolados CPAO 33.5F3 e 68.10F3 néo formarem
agrupamento com nenhum rizébio tipo na andlise individual do gene ginll, eles se
agruparam no Grupo V com A. pusense NRCPB10'" nas anélises dos genes gyrB e
recA.

A guantidade da informacéo filogenética foi avaliada pelo calculo do
namero de porcentagem de sitios conservados, regides variaveis e parsimonia
informativa (Tabela 4). O gene gyrB apresentou maior numero (239) e porcentagem
(41%) de sitios de parciménia informativa. Em contraste, os genes ginll e recA
apresentaram 138 e 90 caracteres, com porcentagens de 31% e 33%,
respectivamente.

Ao comparar as filogenias das analises individuais dos genes ginll,

gyrB e recA com a sequéncia do gene 16S, os isolados do Grupo | (figura 16S)
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continuaram no mesmo agrupamento das analises individuais (Figuras 4, 5 e 6).
CPAO 26.6F e CPAO 11.5F, que haviam se localizado em regides distintas da figura
16S, na andlise individual agruparam com R. etli CFN 42" (genes glnll e gyrB) e R.
oryzae ALT 505 (recA).

A andlise concatenada dos trés genes pode ser visualizada na figura
7, e houve a formacéo de trés grupos. No Grupo |, os isolados CPAO 68.11F3,
41.7F3, 67.1F e T4.4F3 foram agrupados com R. phaseoli ATCC 14482".0 segundo
grupo foi formado por R. etli CEN 42" e CPAO 26.6F e 11.5F. O Grupo Ill incluiu R.
leucaenae CFN 299" e CPAO 5.1F. Os isolados CPAO 34.4F3 e 33.12F3 ficaram
mais proximos filogeneticamente de A. radiobacter. E os isolados CPAO 33.5F3 e
CPAO 68.10F3 nado apresentaram relacdo filogenética com o0s rizébios tipos
incluidos no estudo.

Foi realizada também a analise de identidade nucleotidica. Os
isolados CPAO 34.4F3 e 33.12F3, que nas filogenias de ginll, gyrB, recA, e
ginll+gyrB+recA ficaram mais proximas de A. radiobater ATCC19358, apresentaram
identidade nucleotidica de 93,20% (recA), 88,9% (gyrB), 94,8% (ginll) e 90,4% na
analise concatenada (gInll+gyrB+recA). No caso das estirpes CPAO 33.5F3 e
68.10F3 a identidade nucleotidica dessas estirpes revelou elevada similaridade em
relacdo & bactéria tipo A. pusense NRCPB10', com valores de 98,4% para gyrB e,
em relagdo ao gene recA, os valores foram de 100% para CPAO 33.5F3 e de 99,6%
para CPAO 68.10F3.

Segundo Goris et al., (2007) e Richter e Rossell6-Md6ra (2009), com
base em estudos comparativos, linhagens de bactérias pertencentes a mesma
espécie que apresentem os valores de DDH de >70% correspondem a similaridade
entre as sequéncias genémicas de 95% - 96% de ANI. Ainda, Stackebrandt e Ebers
(2006), Meyer e Koltthoff et al., (2013) e Kim e colaboradores (2014) demonstraram
que os valores de 98,2% - 99% para identidade de sequéncias de nucleotideos de
genes compartilhados entre dois organismos correspondem a isolados pertencentes
a mesma espécie.

Em 2012, Lopes-Guerrero e colaboradores revisaram a posicao
taxondmica de algumas estirpes de rizobios do feijoeiro do México, Colombia, Brasil
e EUA. Entre os resultados obtidos, observaram que as estirpes CIAT 652, Ch24-10
e CNPAF 512 poderiam ser reclassificadas como R. phaseoli, apesar de

apresentarem varias caracteristicas comuns a R. etli. Os autores destacam que a
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especiacao de espécies “irmas” como R. phaseoli- R. etli parece ser mais recente do
gque quando comparadas com a especiacdo de outras espécies irmas como R.
leguminosarum-R. etli e R. rhizogenes-R. tropici.

A. radiobacter, A. nepotum e A. pusense pertencem a um clado das
agrobatérias considerado como nédo-simbidtico. A. pusense foi descrita como uma
bactéria ndo simbidtica da rizosfera de plantas de grdo-de-bico, e tanto neste
trabalho, como no de Ribeiro e colaboradores (2013), estirpes isoladas de feijoeiro
foram agrupadas nesse clado, com base nas filogenias dos genes gyrB e recA.
Mhamdi et al., (1999) e Rincén-Rosales et al., (2009) reportaram perda e baixa
eficiéncia de fixacdo de nitrogénio em isolados de agrobactérias extraidos de
nédulos de feijoeiro e de Acaciella angustissima, respectivamente. Por outro lado,
trabalhos de Chen et al. (2002) e Hungria et al. (2006) verificaram que linhagens de
agrobactérias obtidas a partir de nddulos de soja cultivados na América do Sul foram
eficientes na fixagdo de nitrogénio. Provavelmente, a transferéncia horizontal de
genes seja a explicacdo mais aceita frente a essas duas situacdes, uma vez que
genes localizados no plasmideo podem ser transferidos para outras bactérias
formando, assim, transconjugantes. Martinez et al. (1987) e Novikova e Safronova
(1992), em condigdes laboratoriais, realizaram a transferéncia do plasmideo de
rizobios para agrobactérias e observaram que as bactérias que haviam recebido o
DNA extra-cromossomal apresentaram capacidade de nodulacdo com baixa
eficiéncia de fixacao de N..

A sequéncia concatenada dos trés genes housekeeping revelou o
alinhamento de 1294 nucleotideos (Figura 7), compreendendo 736 (57%), 557 (43%)
e 420 (32%) sitios conservados, variaveis e com informagéo genética de parcimonia,
respectivamente (Tabela 4). A tabela 4 reflete a informacédo genética dos loci
analisados, onde a regido conservada dos nucleotideos refere se aos nucleotideos
gue nao sofreram alteracdes genéticas (conservados) para determinada sequéncia
de DNA em um grupo de microrganismos. Por outro lado, a regido variavel reflete as
modificacdes nos nucleotideos observadas para uma mesma sequencia de DNA.
Contudo, a variacdo dos nucleotideos pode ou nao refletir caracteristicas genéticas
importantes para estudos evolucionarios. E, por fim, a parciménia informativa que
considera somente as modificacdes genéticas que ocorreram e que refletem

informacdes importantes para estudos filogenéticos.



Tabela 4 - Numero de sequéncias e informacdo filogenética dos loci analisados.

Numero de nucleotideos (porcentagem)
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Parsiménia Total de
Locus Estirpes analisadas Conservada Variavel Informativa nucleotideos
16S 50 871 (86,9%) 121 (12%) 86 (8,58%) 1002
ginll 42 285 (63%) 165(37%) 138(31%) 450
gyrB 32 256 (44%) 321 (56%) 239 (41%) 577
recA 41 153 (57%) 114 (42%) 90 (33%) 268
glnll+gyrB+recA* 25 736 (57%) 557 (43%) 420 (32%) 1294

* Alinhamento concatenado do gene ginll (449nt), gyrB (575nt) e recA (270nt)

Fonte: Do autor.



Figura 4- Filogenia do gene glutamina sintetase (glInll) dos isolados CPAO e rizdbios tipo,
construida através do método Neighbor joining e a distancia evolucionaria calculada através
do Maximume- likelihood. bootstran de 1000 vezes.

100

18

CPAO 67.1F
7
‘ CPAO 41.7F3
CPAO 68.11F3 Grupo |

Rhizobium phaseoli ATCC 14482" (JN580716)

CPAO T4.4F3
Rhizobium sophoriradicis CCBAU 03470" (KJ831225)

Rhizobium laguerrae FBZOEST (JN558671)

CPAO 11.5F

w| sa| [ CPAO266F

64 ‘

13

|

57

[ Rhizobium etli CFN 42" (CP000133)
— Rhizobium ecuadorense CNPSo 671" (JN129306)
Rhizobium fabae CCBAU 33202 (EF579935)

} Grupo Il

34 7|_’7 Rhizobium pisi DSM 30132 (JN580715)
. . . T

Rhizobium vallis CCBAU 65647 (GU211771)

Rhizobium sophorae CCBAU 03386" (KJ8312410)
82 Rhizobium leguminosarum bv viciae USDA 2370" (AF169586)

Rhizobium indigoferae CCBAU 71042T (AY034027)

30

Rhizobium endophyticum CCGE 2052T (JF424619)
Pararhizobium giardinii H152T (EU488778)

Bradyrhizobium diazoefficiens USDA 110" (BA000040.2)

j Rhizobium lusitanum P1-7" (EF639841)

49

Rhizobium rhizogenes ATC 11325 (FJ816281)

100 | CPAO 5.1F
L 0 4{ T }- Grupo Il
49 ! Rhizobium leucaenae CFN 299 (AF169583)

—— Rhizobium paranaense PRF 35T (EU488787)

Rhizobium tropici CIAT 899" (EU488791)

Rhizobium freirei PRF 81' (EU488789)

Rhizobium miluonense CCBAU 41251T (HM047120)

17 [ Rhizobium multihospitium CCBAU 83401 ' (EF490040)

B Rhizobium hainanense 166" (GU726294)

55 [ Rhizobium tibeticum CCBAU 85039" (EU407190)

Rhizobium mesoamericanum CCGE501T (JF424617)

—

Rhizobium pseudoryzae J3-A127" (HM132108)

27

Rhizobium grahamii CCGE 502T (JF424618)

493? Rhizobium mongolense USDA 1844T (AY929453)
14
% Rhizobium gallicum R602" (AF529015)

Rhizobium sullae 15123 ' (FJ816280)

99

0.02

Fonte: Do autor.

iﬁ CPAO 33.5F3

CPAO 68.10F3

Agrobacterium radiobacter ATCC 19358 i (JN580718)

64

| CPAO 34.4F3
99 'CPAO 33.12F3

Grupo IV



Figura 5- Filogenia do gene DNA gyrase (gyrB) dos isolados CPAO e rizdbios tipo,
construida através do método Neighbor joining e a distancia evolucionaria calculada
através do Maximume-likelihood, bootstrap 1000x.

CPAO 68.11F3

CPAO 41.7F3 Grupo |

‘ CPAO 67.1F
Rhizobium phaseoli ATCC 144827 (KC293518)

9
il

67 CPAO T4.4F3

] } Grupo Il

—— CPAO 11.5F

CPAO 26.6F

86 99 ’*

9% | Rhizobium etli CFN 42" (CP000133)

Rhizobium ecuadorense CNPSo 671" (JN129336)

51 o ————— Rhizobium leguminosarum bv viciae USDA 2370 (AM418830)

° | [ Rhizobium fabae CCBAU 33202 (KC293523)

9 | Rhizobium pisi DSM 30132" (KC293522)

Rhizobium gallicum R602" (HQ438235)

5 10 CPAO 5.1F Grupo 1l

‘ Rhizobium leucaenae CFN 299T (KC293524)

89
Rhizobium paranaense PRF 35 CNPSO 120T

(KF738135) .
Rhizobium rhizogenes ATCC 11325 (AM418833)

89 — Rhizobium lusitanum P1-7 : (KC293525)
29

7 Rhizobium miluonense CCBAU 41251 (KC293527)

91
Rhizobium freirei PRF 81 CNPSO 122" (KJ603458)

63 —— Rhizobium hainanense 166 (HQ438236)

56

87 —— Rhizobium tropici CIAT 899"

8 L Rhizobium multihospitium CCBAU 83401 " (KC293528)

Pararhizobium giardinii H152T (HQ438240)

38

Rhizobium pseudoryzae J3—A127T

Agrobacterium radiobacter ATCC 19358" (FR695243)

10 | CPAO 34.4F3 Grupo IV
%8 CPAO 33.12F3
98 CPAO 33.5F3

T uw [ CPAOGBIORS Grupo V
72 Agrobacterium pusense NRCPB10' (FR870239)

Rhizobium oryzae ALT 505' (FJ712277)

Bradyrhizobium diazoefficiens USDA 110T (BA000040.2)

—

0.05

Fonte: Do autor.



Figura 6 - Filogenia do gene DNA recombinase (recA) dos isolados CPAO e rizébios tipo,
construida através do método Neighbor joining e a distancia evolucionaria calculada
através do Maximume-likelihood, bootstrap 1000x.
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Figura 7 - Filogenia baseada no alinhamento concatenado dos genes housekeeping
ginll+gyrB+recA dos isolados CPAO e alguns rizébios tipo. A arvore filogenética foi construida
através do método Neighbor joining e a distancia evolucionaria calculada através do Maximum-

likelihood, bootstrap 1000x.
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5.5 NOVA LINHAGEM EM NIVEL DE ESPECIE DE RIZOBIO DE PLANTAS DE FEIJOEIRO NO MATO
GROSSO DO SuL

A diversidade de rizobios provavelmente é maior em solos tropicais
que em regides subtropicais (OYAIZU et al.,, 1992; VINUESA et al., 1998;
ALBERTON et al.,, 2006). No entanto, o conhecimento sobre a diversidade de
rizobios que nodulam o feijoeiro ainda € bastante limitado em solos brasileiros,
apesar dos avancos verificados nos ultimos anos.

Neste estudo, conforme pode ser visualizado na figura 8, as estirpes
CPAO 34.4F3 E CPAO 33.12F3 podem representar novas espécies. Isso fica
embasado pelos dados de identidade nucleotidica na sequéncia concatenada (ginll+
gyrB+recA) dessas estirpes, que indicaram 100% de identidade entre a CPAO
34.4F3 e a 33.12F3 e, quando comparadas a A. radiobacter ATCC 19358, de 90,4%.
Situacdo semelhante foi observada para as estirpes CPAO 33.5F3 e 68.10F3, que
apresentaram similaridade de 98,9% entre si e, quando comparadas a R. radiobacter
ATCC19358, o valor obtido foi de 89,4%.



6 CONCLUSOES

e De acordo com os resultados obtidos, foi possivel observar que existe grande
diversidade genética de rizobios microssimbiontes de Phaseolus vulgaris no

Estado de Mato Grosso do Sul, inclusive com indicacéo de novas espécies.
e Estudos de sistemética procariGtica sdo importantes, pois auxiliam na

identificacdo de bactérias que visam potencializar a contribuicdo da fixacéo

bioldgica de nitrogénio na agricultura.
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