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RESUMO 
 
 

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris) é uma leguminosa importante do ponto de 
vista social e econômico. No entanto, um dos fatores que limita a produção reside no 
cultivo em solos deficientes em nitrogênio. Neste contexto, uma estratégia 
importante consiste no suprimento de nitrogênio via fixação biológica de nitrogênio 
(FBN), pela simbiose da planta com variedade de rizóbios. Nos solos brasileiros 
existe grande diversidade de rizóbios capazes de nodular o feijoeiro, mas que 
apresentam, com frequência, baixa capacidade de fixar nitrogênio. Nesse contexto, 
estudos de taxonomia e filogenia de bactérias fixadoras de nitrogênio são de 
fundamental importância, não só para entender os processos evolutivos e obter 
avanços no conhecimento sobre ecologia de rizóbios, como também para a 
produção de inoculantes microbianos. Através das análises de perfil de DNA por 
BOX-PCR, sequências de 16S rRNA e análise de genes conservados 
(housekeeping) por MLSA (Multilocus Sequencing Analysis), além das 
características fenotípicas, o objetivo deste trabalho foi avaliar a diversidade de 73 
bactérias capazes de nodular o feijoeiro, isoladas de 45 locais em 22 municípios do 
Mato Grosso do Sul, Brasil. As relações evolutivas estabelecidas, tanto com base no 
sequenciamento do gene 16S, como na análise individual e concatenada de três 
genes conservados (glnII, gyrB and recA) indicaram elevada diversidade de rizóbios 
microssimbiontes do feijoeiro. Os resultados obtidos também revelaram isolados que 
podem representar novas espécies de rizóbios simbiontes de feijoeiro.  
 
Palavras-chave: Phaseolus vulgaris. BOX-PCR. MLSA. 16S rRNA. Filogenia de 

procariotos. Rhizobium. 
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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 (glnII, 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. INTRODUÇÃO 

 

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris) é uma leguminosa 

importante do ponto de vista social e econômico, sendo utilizada na alimentação 

humana como fonte de proteínas, vitamina B e complexos de sais minerais, ferro, 

cálcio e fósforo (MAPA, 2015b). A cultura, porém, é muito susceptível a diversos 

fatores que podem influenciar na produtividade, comprometendo o suprimento de 

grãos (CONAB, 2015a). No Brasil, considerado um grão típico da culinária do país, a 

estimativa da produção das três 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 produção reside e no cultivo em solos 

pobres em nitrogênio (HUNGRIA et al., 2013). Nesse sentido, a capacidade de 

estabelecer relações simbióticas com diversos rizóbios, estabelecendo o processo 

de fixação biológica do nitrogênio (FBN), representa uma estratégia importante. 

Além de benefícios ambientais, a FBN pode promover economia significativa em 

relação ao uso de fertilizantes nitrogenados, com níveis elevados de produtividade a 

campo (HUNGRIA et al., 2000; PELEGRIN et al., 2009).  

Contudo, existe uma grande diversidade de rizóbios nos solos 

brasileiros capazes de nodular o feijoeiro, mas que, com frequência, apresentam 

baixa capacidade de fixar nitrogênio (MERCANTE et al., 1998; STRALIOTTO et al., 

1999; ANDRADE et al., 2002; GRANGE et al., 2007). Essa representa uma das 

principais limitações ao sucesso da inoculação com estirpes elite, que têm que 

competir com essas bactérias do solo (VARGAS et al., 2000). 

Estudos de taxonomia e filogenia de bactérias fixadoras de 

nitrogênio são de fundamental importância não só para entender os processos 

evolutivos e obter avanços no conhecimento sobre ecologia de rizóbios, como 

também para a produção de inoculantes microbianos. Assim, trabalhos sobre a 

diversidade genética de rizóbios que nodulam o feijoeiro vêm 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 biológica não pode ser analisada 

através de uma única análise (THOMPSON et al., 2013; RAMASAMY et al., 2014; 

VANDAMME; PEETERS, 2014), sendo necessária a complementação com 

informações fenotípicas e genotípicas. 
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Através das análises de BOX-PCR, sequência do gene ribossomal 

16S e análise pela técnica de MLSA (Multilocus Sequencing Analysis), além das 

características fenotípicas, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a diversidade 

genética de 73 bactérias capazes de nodular o feijoeiro, isoladas de 45 locais em 22 

municípios do Mato Grosso do Sul, Brasil. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

 

2.1 CICLO DA FBN  

 

A atmosfera contém grandes quantidades de moléculas de 

nitrogênio, cerca de 80% do volume. Embora esteja presente em grande 

porcentagem na atmosfera da Terra na forma de dinitrogênio (N2), a maioria dos 

organismos é incapaz de metabolizar N2, um gás inerte. O nitrogênio (N) é 

considerado elemento essencial para os organismos, pois está presente na 

composição de moléculas importantes tais como, NADPH, ATP, NADPH, clorofila, 

proteínas e inúmeras enzimas (MIFLIN; LEA, 1976; HARPER, 1994; BREDEMEIER; 

MUNDSTOCK, 2000). Segundo Hungria e colaboradores (2007), o nitrogênio é o 

nutriente mais limitante para a produção vegetal. Além de ser caro, pois consome 

elevada demanda de energia para sua síntese, é também um dos mais poluentes.  

A dinâmica do nitrogênio na natureza pode ser entendida através do 

processo denominado ―Ciclo Biogeoquímico do Nitrogênio‖, evento natural de 

reciclagem do elemento em diferentes formas químicas do meio físico para os 

organismos e vice-versa (RAVEN, 2001). Assim, o ciclo do N é caracterizado por 

reações de oxirredução mediadas por microrganismos que adquirem energia 

advinda das mudanças dos estados de oxirredução. Em síntese, o ciclo do N 

apresenta quatro etapas: 

 

i) Mineralização - etapa onde os microrganismos realizam a 

decomposição da matéria orgânica liberando NH4
+, o qual pode 

sofrer nitrificação e/ou ser adsorvido na fração mineral, ou na 

matéria orgânica do solo; 

ii) Nitrificação - conversão do NH4
+

 para NO3
-. O nitrato, assim 

como NH4
+, é uma das formas que planta e microrganismos 

conseguem assimilar nitrogênio. Caso não ocorra a assimilação, 

o NO3
-
 pode ser lixiviado no solo, ou ser desnitrificado; 

iii) Desnitrificação - quando bactérias, denominadas desnitrificantes, 

convertem NO3
- para N2; 

iv) Imobilização - assimilação do NO3
-
 e NH4

+
 pelos microrganismos, 

para posterior utilização na construção de biomoléculas. 
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As principais fontes fornecedoras de N necessário ao crescimento 

das plantas são: 1- Nitrogênio do solo (proveniente principalmente da decomposição 

da matéria orgânica); 2- Fertilizantes Nitrogenados (produção industrial através do 

processo Haber-Bosch); 3- Contribuição através da fixação não biológica, resultante 

de descargas elétricas, combustão e vulcanismo; e 4- Fixação biológica do 

nitrogênio atmosférico- FBN (HUNGRIA et al., 2001, 2007, 2013). Depois da 

fotossíntese (em que a luz solar é convertida em energia) a fixação biológica do 

nitrogênio é o segundo processo biológico mais importante para a produção de 

culturas (GHANY et al., 2013), além da importância para a fertilidade do solo e para 

o ciclo do N (GUEREÑA et al., 2015).  

A fixação industrial do nitrogênio ocorre por um processo conhecido 

como Haber-Bosch, que consiste em converter nitrogênio e hidrogênio moleculares 

em amônia quando submetidos a temperaturas e pressão elevadas. As 

necessidades para esta síntese química são: hidrogênio (derivado do gás petróleo); 

catalisador contendo ferro; altas temperaturas (300-600oC) e altas pressões (200 a 

800 atm). Consequentemente existe um custo elevado para a síntese de fertilizantes 

nitrogenados, resultante, principalmente, da necessidade de gastos com fontes de 

petróleo, que também não são renováveis (SIQUEIRA; FRANCO, 1998; FISCHER; 

NEWTON, 2002). De acordo com Hungria et al. (2001), para a síntese de uma 

tonelada de NH3 são necessários seis barris de petróleo com custo energético de 54 

MJ por kg de N, em comparação 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 não renováveis, os fertilizantes nitrogenados possuem baixa 

eficiência, em torno de 50%, devido à imobilização microbiana e a possíveis perdas 

por volatilização de amônia, lixiviação do nitrato e desnitrificação (REIS JUNIOR et 

al., 2011).  

A fixação natural do nitrogênio (atmosférica e biológica) se dá a uma 

taxa de 190x1012 g N/ano; desse total, as emissões por relâmpagos são 

responsáveis por 8%, um adicional de 2% é proveniente do ácido nítrico (HNO3) que 

se precipita na Terra em forma de neve ou chuva e os 90% restantes resultam da 

fixação biológica de nitrogênio (FBN), em que bactérias fixam o nitrogênio molecular 

(N2) em amônia (NH3). Os procariontes que fixam nitrogênio, em contraste com os 
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processos industriais, realizam a FBN em temperaturas e pressões ambientes 

(SIQUEIRA; FRANCO, 1988; EPSTEIN; BLOOM, 2006). 

Consequentemente, do ponto de vista econômico 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 benefício que 

a FBN oferece ao ambiente é em relação à redução das emissões de gases de 

efeito estufa, onde o Brasil assumiu compromissos voluntários durante a 

Conferência das Partes (COP), realizada na Dinamarca (2009) e México (2010). 

Para isso, o governo brasileiro criou o Plano ABC (Agricultura de Baixa emissão de 

Carbono) e, dentre as metas estabelecidas, está a de adoção de práticas agrícolas 

envolvendo a FBN, com o compromisso de incremento de área com FBN de 5,5 

milhões de hectares e um potencial de mitigação de 10 milhões de toneladas de CO2 

(HUNGRIA et al., 2013). 

 

2.2 MICRORGANISMOS CAPAZES DE REALIZAR FBN E SUA CLASSIFICAÇÃO  

 

Do ponto de vista evolutivo, acredita se que a FBN tenha se 

desenvolvido quando as reservas geoquímicas de nitrogênio fixado se tornaram 

escassas na biosfera. O esgotamento dos óxidos de nitrogênio (nitratos e nitritos) 

pelos organismos teria, provavelmente, limitado seu crescimento e ocasionado uma 

pressão seletiva que favoreceu o aparecimento da diazotrofia. A capacidade de fixar 

nitrogênio foi, portanto, um evento relativamente precoce na evolução dos 

procariontes e anterior ao surgimento da fotossíntese (e, consequentemente, 

aumento da concentração de oxigênio livre na atmosfera), uma vez que a 

nitrogenase é extremamente sensível à desnaturação por oxigênio (NEWTON, 

2000). 

A nitrogenase é a enzima responsável pela redução do dinitrogênio 

para amônia, formada por um complexo metal enzimático com características 

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-proteína (as proteínas Fe e MoFe), 

sendo que nenhuma delas tem atividade catalítica por si só. A molibdênio-

nitrogenase consiste de uma ferro-proteína e de uma molibdênio-ferro-proteína 

(MoFe – proteína). A Fe-proteína funciona como doadora de elétrons para a MoFe-
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proteína (que contém o cofator da enzima, FeMoco), em um processo dependente 

de hidrólise de MgATP. Todos diazotróficos possuem o sistema FeMo, mas em 

condições de deleção do molibdênio, alguns organismos – por exemplo, Azotobacter 

vinelandii, e Rhodobacter capsulatus – induzem à síntese alternativa de nitrogenase 

contendo FeV (ferro – vanádio) ou co-fatores Fe e Vanádio-Vanádio (vanádio-

vanádio) (EADY,1996; DIXON; KAHN, 2004).  Além de reduzir nitrogênio atmosférico 

à amônia, uma das características funcionais da nitrogenase é sua baixa 

especificidade por substrato, sendo também capaz de reduzir outras moléculas com 

ligações triplas, como acetileno, cianeto de hidrogênio e óxido nitroso (SILVER; 

POSTGATE, 1973; BALDANI et al., 2009). 

Assim, a fixação biológica de nitrogênio (FBN) é muito importante e 

tem sido explorada indiretamente há séculos, quando a rotação de culturas com 

leguminosas era praticada para melhorar a fertilidade do solo. As bases do processo 

biológico são conhecidas hoje e os microrganismos envolvidos são classificados 

como diazotróficos (SIQUEIRA; FRANCO, 1998; FISHER; NEWTON, 2002; 

BALDANI et al., 2009). Esses microrganismos são caracterizados por apresentarem 

ampla distribuição filogenética, além de exibir diferentes tipos de associações com 

vegetais. Nesse sentido, os diazotróficos são divididos em três grandes grupos:  

 

i) Vida livre - não estabelecem interação com plantas e são 

encontrados em diversos hábitats. Apresentam representantes 

pertencentes às classes alpha, beta e gama proteobactérias. 

Como exemplo, bactérias do gênero Azotobacter, Beijerinckia, 

Derxia, Azomonas; 

ii) Associativos - microrganismos que apresentam relação pouco 

especializada com plantas e sem formar estruturas específicas. 

São divididos em dois grupos: facultativos (colonizam rizosfera e 

interior das raízes) e obrigatórios (colonizam o interior das 

raízes).  Como exemplo desse tipo de interação: bactérias dos 

gêneros Azospirillum que se associam com plantas de milho 

(Zea mays L.) e trigo (Triticum aestivum L.) e o Herbaspirillum, 

que colonizam o interior de plantas de arroz (Oriza sativa L.); 

iii) Simbióticos diazotróficos - Estabelecem simbiose com a planta 

hospedeira, com a formação de estruturas especializadas. Como 
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exemplo de simbiose, tem-se a associação com plantas 

actinorrizas com actinomicetos do gênero Frankia. No entanto, a 

simbiose entre planta e microrganismos de maior importância 

agrícola é aquela entre leguminosas e simbiontes que induzem à 

formação de nódulos radiculares. 

 

Portanto, a diazotrofia é a habilidade de reduzir o nitrogênio 

atmosférico a amônia, sendo uma característica encontrada em Bacteria e em 

Archaea (SAWADA et al., 2003), que ocorre graças à ação da enzima nitrogenase 

(HOWARD; REES, 1996). Embora, a habilidade de reduzir nitrogênio atmosférico à 

amônia esteja presente em vários gêneros, as condições fisiológicas necessárias 

para a FBN podem variar de espécie para espécie, bem como com as condições 

ambientais (GIONGO et al., 2007). Em geral, as condições limitantes ao processo de 

FBN incluem níveis elevados de O2, altos níveis de N reativo no meio e baixa 

disponibilidade de outros nutrientes, como ferro (Fe), fósforo (P), potássio (K) e 

molibdênio (Mo) (VITOUSEK et al., 2013).  

Diversos organismos, com diferentes classificações filogenéticas, 

são vistos como contribuintes para a fixação de nitrogênio, sustentando diferentes 

sistemas agrícolas, florestais, entre outros ecossistemas (GRAHAM; VANCE, 2000). 

Como por exemplo, bactérias fixadoras de nitrogênio de vida livre (Azotobacter, 

Clostridium e Klebsiella), alguns tipos de cianobactérias (BERINGER et al., 1979), 

microrganismos diazotroficos associativos - Beijerinckia spp. e cana-de-açúcar 

(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 BACTÉRIAS COM LEGUMINOSAS 

 

Em relação às fontes de nitrogênio para algumas espécies de 

leguminosas, a FBN representa a principal contribuição de N para as plantas. Na 

simbiose com leguminosas, as bactérias diazotróficas sáo coletivamente chamadas 

de rizóbios que, em resposta a sinais moleculares emitidos pelas plantas 

hospedeiras, infectam e formam nódulos nas raízes dessas plantas (BOTTOMLEY; 

MYROLD, 2007), sendo que em alguns casos específicos os nódulos podem ser 
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formados em caules. Nesses nódulos, o nitrogênio resultante da FBN é exportado às 

plantas, em troca de fotossintatos (FISCHER; NEWTON, 2002). Contudo, vale 

ressaltar que, em determinados casos, há a necessidade de um equilíbrio entre o 

uso de fertilizantes e microrganismos diazotróficos, dependendo do tipo de cultura e 

das características do solo e da região (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 orgânico 

(proveniente de fotossintatos) por átomo de nitrogênio fixado. Inicialmente, a planta 

hospedeira fornece carbono, proveniente dos cotilédones e da fotossíntese, para o 

desenvolvimento dos nódulos. Com o estabelecimento do processo de FBN, os 

custos energéticos dos microssimbiontes e do processo de FBN nos nódulos precisa 

ser mantido via suprimento de fotossintatos (SCHUBERT et al., 1986). Segundo 

Aranjuelo et al. (2014), além do oxigênio, as concentrações de carboidratos e 

nitrogênio no nódulo provaram serem os principais fatores que modulam o processo 

de FBN.  

Os principais compostos orgânicos transportados através da 

membrana dos procariotos são os intermediários do ácido cítrico – os ácidos 

orgânicos C4, succinato, malato e fumarato. Eles são utilizados como doadores de 

elétrons para a síntese de ATP e, após sua conversão a piruvato, como fonte final 

de elétrons para redução do N2. Nos nódulos, a amônia é sintetizada e rapidamente 

incorporada a íons hidrogênio (H+), abundantes nas células das bactérias, ocorrendo 

a transformação em íons amônio (NH4
+) que serão, então, distribuídos para a planta 

hospedeira e incorporados em diversas formas de N orgânico, como os ureídos, 

aminoácidos e amidas (HUNGRIA et al., 2007). Os compostos nitrogenados 

produzidos são transportados através do xilema para a planta. No contexto genético, 

o estabelecimento de uma simbiose efetiva requer uma expressão 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 expressão da atividade da FBN, como por exemplo, os genes nif 

(nitrogen fixation) (MASEPOHL; KLIPP, 1996; REIS; TEIXEIRA, 2006), fix (fixação), 

nod (de nodulação), exo (exopolissacarídeos), lps (lipopolissacarídeos), ndv (nodule 

development). Os fenótipos resultantes da ação desses genes podem ser 

combinações de Fix+ (positivo para fixação) e Fix- (negativos para fixação). 
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Diversos fatores devem ser levados em consideração a fim de 

garantir o estabelecimento e, consequentemente, a eficiência da FBN com 

leguminosas. Como por exemplo, os fatores químicos (concentração de cloreto de 

sódio, metais, níveis tóxicos de alumínio e manganês e níveis baixos de cálcio, 

potássio, magnésio e molibdênio), físicos (estrutura e erosão do solo, umidade, 

temperatura e pH), biológicos (substâncias quimiotáticas, ciclagem de nutrientes, 

matéria orgânica do solo) afetam a bactéria, a planta e a simbiose. Há, ainda, fatores 

intrínsecos da planta e das bactérias.  

 

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

 

2.4.1 TAXONOMIA DE RIZÓBIOS DO FEIJOEIRO  

 

A Mesoamérica e os Andes são considerados os dois principais 

centros de diversificação genética do feijoeiro. O Mesoamericano, considerado como 

centro primário, compreende o México, Colômbia, Equador e região norte do Peru, e 

o Andino o sul do Peru e o norte da Argentina. Embora não sejam encontrados 

ancestrais de feijoeiro selvagem no Brasil, essa leguminosa vem sendo cultivada 

desde tempos pré-históricos no país (GEPTS; DEBOUCK, 1991; FREITAS, 2006). 

Evidências arqueológicas indicam que o feijoeiro se espalhou por migração e 

comércio entre populações indígenas ao longo do tempo.  

O feijoeiro é capaz de estabelecer relações simbióticas com diversas 

espécies de rizóbios. Em 1888, Beijerinck isolou bactérias fixadoras de nitrogênio, 

denominadas de Bacillus radicícola de nódulos de leguminosas. Logo em seguida, 

esses organismos foram classificados como Rhizobium leguminosarum (Frank, 

1889). Inicialmente, os pesquisadores consideravam os rizóbios como espécie única 

e capazes de infectar todas as leguminosas. Contudo, hoje, de acordo com a lista de 

nome de procariotos, o número de rizóbios para o gênero Rhizobium descritos é de, 

aproximadamente, 86 espécies (LIST OF PROKARYOTIC NAMES WITH 

STANDING IN NOMENCLATURE, 2016). Essas espécies estão classificadas na 

família Rhizobiaceae Conn 1938, que ainda inclui outros gêneros, Neorhizobium, 

Allorhizobium, Agrobacterium, Ensifer, Shinella e Pararhizobium, 

Os simbiontes do feijoeiro foram classificados pela primeira vez 

como Rhizobium phaseoli, com base no conceito de inoculação cruzada de seu 
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hospedeiro específico (FRED et al., 1932). No entanto, o método de inoculação 

cruzada mostrou não ser um marcador o suficiente confiável para estudos 

taxonômicos (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 três 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 relação entre Rhizobium e Agrobacterium e a distinção entre 

rizóbios de crescimento rápido e lento (GRAHAM, 1964), sendo que, mais tarde, os 

de crescimento lento foram separados em um novo gênero, Bradyrhizobium 

(JORDAN, 1982). 

Com os avanços nas técnicas de biologia molecular e o isolamento 

de novas estirpes em várias partes do mundo, houve a descrição de diferenças entre 

diversos rizóbios 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 I e tipo II. Através da análise de 

Multilocus Enzyme Electrophoresis (MLEE), hibridização DNA-DNA e análise da 

sequência do gene 16S rRNA, os pesquisadores distinguiram os dois grupos quanto 

às características: 1) quantidade de cópias do gene nifH; 2) relação com planta 

hospedeira; 3) hibridização com gene psi; e 4) capacidade de nodular Leucaena spp. 

Contudo, apenas uma nova espécie foi aceita e o grupo II foi então classificado 

como Rhizobium tropici, que incluiria os tipos IIA e IIB (MARTÍNEZ-ROMERO et al., 

1991).  

Durante muito tempo, o grupo IIA teve como representante a estirpe 

de referência 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 descrição 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 IIA 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 relação ao grupo I de simbiontes do feijoeiro, Segovia e 

colaboradores (1993) propuseram que alguns rizóbios 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).  

Há evidência de que R. etli é o microssimbionte dominante em 

países onde o feijoeiro é nativo, como México, Colômbia e sul dos Andes (SOUZA et 

al., 1994; AGUILAR et al., 2001). Após a colonização por europeus, sementes de 

feijoeiro, provavelmente carregando R. etli, foram introduzidas na Europa, e o 

plasmideo simbiótico foi transferido para R. leguminosarum bv. phaseoli (SEGOVIA 

et al., 1993) e, em seguida, para R. gallicum bv. phaseoli. Esse fato é comprovado 

por vários estudos, onde os genes simbióticos de R. etli bv phaseoli foram 

encontrados na Espanha, Portugal e França, relacionados a outras espécies 

cromossômicas, 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 França, R. etli é encontrado em outros países 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 não está totalmente definida, 

por exemplo, Lopez-Guerrero et al. (2012) revelaram que várias estirpes de R. etli 

deveriam ser reclassificadas como R. phaseoli e que ambas espécies, com base em 

estudos na sequência 16S rRNA e genes housekeeping, são resultado recente de 

especiação no processo evolutivo (LOPEZ-GUERRERO et al., 2012). 

A dispersão do microssimbionte associado às sementes do feijoeiro 

pode ter levado à diversificação de rizóbios (onde os genes simbióticos foram 

transferidos para espécies nativas) capazes de nodular o feijoeiro, demonstrando 

possível evolução dos rizóbios, dirigida, principalmente, por fatores do solo e da 

planta hospedeira. Consequentemente, spécies de rizóbios têm sido isoladas de 

nódulos de feijoeiro em diversos países (AMARGER et al.,1994; ANYANGO et 

al.,1995; DIOUF et al., 2000; GRANGE; HUNGRIA, 2004; PINTO et al., 2007). 

Considerando a taxonomia de rizóbios como um todo, a discussão 

ao nível de gêneros para rizóbios ainda exibe alguns questionamentos. Para alguns 

sistematas o gênero Agrobaterium e o ―complexo R. galegae” apresentam 
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controvérsias quanto à 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 sequência do gene 16S rRNA. Os resultados demonstraram 

que R. galegae, R. vignae, R. huautlense e R. alkalisoli formaram um clado 

separado, representando um novo gênero, para o qual foi proposto o nome  

Neorhizobium gen. nov. Agrobacterium formou um clado separado, incluindo 

bactérias fitopatogênicas da família Rhizobiaceae. A espécie A. vitis agrupou se com 

o gênero Allorhizobium, e foi reclassificada como Allorhizobium vitis, enquanto, que 

Rhizobium rhizogenes foi considerada a nomenclatura apropriada para 

Agrobacterium rhizogenes. 

Outro gênero adjacente a Rhizobium, proposto para a família 

Rhizobiaceae, foi definido como Pararhizobium gen. nov., que inclui quatro espécies 

P. giardinii, P. capsulatum, P. herbae e P. sphaerophysae. As espécies desse 

gênero são amplamente distribuídos em todo o mundo, sendo isolados de diversas 

plantas hospedeiras: P. vulgaris, Astragalus membranaceus, Oxytropis cashmiriana, 

Caragana sínica, 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 

alimentação como fonte de proteína, vitamina B e complexos de sais minerais, ferro, 

cálcio e fósforo (MAPA, 2015). No entanto, a cultura do feijoeiro é muito susceptível 

a diversos fatores que podem influenciar na produtividade das lavouras, 

comprometendo o quadro de suprimento em termos quantitativos (CONAB, 2015a). 

No Brasil, considerado um grão típico da culinária do país, a produção das três 

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 produção é a baixa capacidade de o 

feijoeiro adquirir nitrogênio para o seu desenvolvimento (MNASRI et al., 2007). 

Nesse sentido, melhorias consideráveis e com baixo custo podem ser obtidas com a 

adoção da tecnologia de fixação biológica de nitrogênio (HUNGRIA et al., 2013).  

Plantas de feijoeiro são caracterizadas por estabelecerem relações 

simbióticas com uma variedade de rizóbios (MARTINEZ-ROMERO, 2003). E essa 
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simbiose inclui fenótipos 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 (LÓPEZ-LÓPEZ et al., 2012), R. ecuadorense (RIBEIRO 

et al., 2015), R. sophorae (JIAO et al., 2014), R. sophoriradicis (JIAO et al., 2014), R. 

grahamii (LÓPEZ-LÓPEZ 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 rizóbios, estirpes 

pertencentes a outros gêneros, como Sinorhizobium e Mesorhizobium, bem como 

estirpes sem posições taxonômicas definidas, podendo representar novas espécies, 

também exibem a capacidade de formar nódulos em associação com o feijoeiro 

(GRANGE; HUNGRIA, 2004; RIBEIRO et al., 2013).  

Ao contrário da cultura da soja (Glycine max (L.) Merr.), a FBN na 

cultura do feijoeiro, em geral, não é tão eficiente e que isso ocorre devido a uma 

série de fatores relacionados à bactéria, à planta e ao meio ambiente. Em relação à 

planta, uma limitação reside no melhoramento genético, que historicamente não tem 

priorizado o processo biológico. Em relação ao meio ambiente, a simbiose feijoeiro-

rizóbio apresenta maior sensibilidade a estresses ambientais, o que, em certas 

condições, pode dificultar o aporte de nitrogênio via processo biológico. Também 

existe a limitação por uma população elevada de rizóbios nos solos, que são muito 

eficientes em formar nódulos, mas pouco eficientes em fixar nitrogênio com essa 

leguminosa. Esses fatores resultam em que, muitas vezes, a contribuição da fixação 

biológica do nitrogênio 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 inoculação foram observados nos trabalhos conduzidos 

por Hungria et al. (2000) em Londrina-PR, Mendes et al., (2004; 2007) no DF e em 

Unaí-MG e Pelegrin et al (2009) em Dourados-MS. Contudo, mesmo com os 

benefícios da FBN, a inoculação do feijoeiro comum com estirpes de rizóbio ainda 

não apresenta resultados consistentes que permitam a recomendação inequívoca 
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dessa técnica para substituição de todo o fertilizante nitrogenado nas condições de 

cultivo no Brasil (FERREIRA et al., 2013). 

Nesse sentido, desde a década de 1980, os pesquisadores 

brasileiros têm selecionado estirpes de rizóbios 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 seleção de estirpes nativas dos solos 

brasileiros com avaliações in vitro, em casa de vegetação e em campo, foi obtida a 

SEMIA 4080 (HUNGRIA et al., 2000) que, até então, era denominada de PRF 81, 

sendo classificada recentemente como R. freirei (DALL`AGNOL et al., 2013). Na 

busca por estirpes adaptadas às condições de Cerrados, outro programa de seleção 

de estirpes identificou a estirpe H12, que passou a ser autorizada para o uso em 

inoculantes comerciais em 2004, recebendo a denominação oficial de SEMIA 4088 

(RELARE, 2005; HUNGRIA et al., 2013). 

Os resultados do programa de seleção de estirpes demonstram que 

é possível selecionar estirpes mais eficientes e adaptadas às condições locais. O 

processo de seleção adotado no Brasil tem como objetivo encontrar estirpes dentro 

da diversidade natural dos solos, portanto, sem a necessidade de transgenia, o que 

facilita a aprovação do uso comercial (FERREIRA et al., 2013). No Brasil, estirpes 

pertencentes ao amplo grupo R. tropici-R. leucaenae-R. freirei são utilizadas em 

inoculantes para FBN devido às propriedades intrínsecas das espécies, como 

tolerância 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 é em relação à 

estabilidade genética dos genes simbióticos que essas espécies apresentam, 

provavelmente devido à presença de uma única cópia do gene nifH (MARTINEZ-

ROMERO et al.,1991).  

Neste contexto, estudos de taxonomia e filogenia de bactérias 

fixadoras de nitrogênio são fundamentais para selecionar estirpes eficientes e 

tolerantes às condições ambientais para a produção de inoculantes microbianos. 

Com isso, é possível expandir o uso de biofertilizantes, que podem proporcionar 
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altos rendimentos das culturas, redução de custos para o produtor, além de 

promover a sustentabilidade da agricultura. 

 

2.5 A IMPORTÂNCIA DAS COLEÇÕES DE CULTURA E SUA RELAÇÃO COM A BIODIVERSIDADE 

 

Há cerca de 4 bilhões de anos, a vida sofreu um extenso processo 

de alteração, à medida que novos tipos de organismos surgiram a partir de outros 

tipos, existentes no passado, conhecido como processo evolutivo. A evolução é a 

descendência com modificação, uma alteração na sequência do DNA genômico de 

um organismo e a herança daquela alteração pela geração seguinte. Assim, a 

evolução é responsável não somente pela vasta diversidade que observamos 

atualmente, mas também pelo alto grau de complexidade dos organismos modernos 

(MADIGAN et al., 2010). Nesse contexto, é importante salientar que a existência e a 

heterogeneidade de seres vivos no planeta estão intimamente ligadas à diversidade 

e à atividade metabólica de microrganismos na natureza (LOVELOCK, 1988; STOLZ 

et al., 1989; TRUPER, 1992).  

 O Brasil abriga mais de 20% do número total de espécies da 

Terra, o que faz com que o país ocupe posição de destaque entre aqueles de maior 

diversidade (MMA, 2015a). Durante a Conferência das Nações Unidas sobre Meio 

Ambiente e Desenvolvimento (CNUMAD), realizada durante a ECO-92, foi criada a 

Convenção sobre Diversidade Biológica (CDB), em que o Brasil foi eleito signatário, 

em 1993, sendo assim também responsável pelo patrimônio mundial de 

biodiversidade.  

Ainda de acordo com o MMA, mais de 12.256 espécies de 

vertebrados e invertebrados foram estudadas no Brasil. Em relação à flora 

catalogada no país, são reconhecidas aproximadamente 4747 espécies de algas, 

32831 de angiospermas, 1524 de briófitas, 5712 de fungos, 30 de gimnospermas e 

1253 de samambaias e licófitas (MMA, 2015b).  Em relação ao número de espécies 

procarióticas, a nível mundial é de, aproximadamente, 12000. Esse número é 

considerado baixo, uma vez que há 1,5 milhões de espécies de animais conhecidas 

(CHUN; RAINEY, 2014). Toda essa biodiversidade existente no planeta deve-se à 

ação dos processos metabólicos microbianos que permitiram o surgimento e 

evolução de novas formas de vida, organismos multicelulares, plantas e animais 

superiores. Do ponto de vista ambiental, a sustentabilidade da vida no planeta é 



28 

dependente da participação dos microrganismos em processos ecológicos bastante 

importantes, como ciclos biogeoquímicos, ciclagem da matéria orgânica, 

manutenção e fertilidade da estrutura de solos (MADIGAN et al., 2010). 

A avaliação do conhecimento sobre a diversidade de 

microrganismos no Brasil revela que as estimativas são baixas quando comparadas 

à diversidade de outros táxons, como animais superiores e plantas.  

Nos últimos anos, tem-se notado um aumento na busca por 

microrganismos e, também, de seus produtos, para fins biotecnológicos. 

Constantemente são lançados no mercado fármacos, enzimas, cosméticos, 

alimentos, além de microrganismos utilizados como inoculantes agrícolas, incluindo 

solubilizadores de fosfato, biorremediadores, entre outros. A biodiversidade 

responde por, aproximadamente, 40% do PIB brasileiro, sendo responsável por 31% 

da exportação brasileira (MMA, 2015c). Nesse sentido, os microrganismos 

desempenham um papel fundamental para o meio ambiente, economia e indústria 

do país. 

Neste contexto, além da importância da diversidade microbiana para 

a manutenção da vida e, também, do seu valor econômico, aliado à informação 

ainda escassa, as coleções de culturas de microrganismos representam centros de 

conservação de recursos genéticos que permitem classificar, identificar e armazenar 

esses materiais biológicos, a fim de que possam vir a ser utilizados para o progresso 

da ciência em benefício da humanidade, além de permitir o acesso ao conhecimento 

da biodiversidade existente no planeta (MADIGAN et al., 2010).  

Assim, o material biológico mantido nas coleções de culturas 

representa a matéria-prima e o patrimônio genético para fins biotecnológicos e 

contribui, significativamente, para a geração de alternativas e inovações, auxiliando 

na sustentabilidade dos agroecossistemas. Consequentemente, a pesquisa e 

conservação de recursos genéticos microbianos constituem práticas indispensáveis 

ao desenvolvimento científico e tecnológico (EMBRAPA, 2015). 

As coleções de microrganismos já percorreram um longo caminho, 

desde os princípios básicos na década de 1890, com a coleção de Kral em Praga e 

da coleção do Instituto Pasteur, em Paris (STACKEBRANDT, 2010). Hoje, 

aproximadamente 704 coleções de serviço, em 72 países, estão registradas no 

centro mundial de dados para os microrganismos (www.wdcm.org). Ao todo, essas 

coleções perfazem um total de 1,5 milhões 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; Federação Mundial 

de Coleções de Culturas) e Guidance For The Operation of Biological Research 

Centers (BRCs) da OECD (Organization for Economic Co-operation and 

Development; Organização para Cooperação Econômica e Desenvolvimento) 

(JANSSENS et al., 2010; STACKEBRANDT, 2010). 

Atualmente, com a finalidade de atender à futura demanda da 

ciência e biotecnologia, existem vários Centros de Recursos Biológicos destinados a 

preservar e autenticar os materiais biológicos depositados, com os devidos controles 

de qualidade, baseados nos regulamentos pertinentes estabelecidos pela OECD, 

WFCC e ECCO (European Culture Collections Organization; Organização Européia 

de Coleções de Culturas). Dentre as coleções de culturas internacionais que têm 

buscado excelência na qualidade, destacam-se: Coleção Alemã de Microrganismos 

e Células (DSMZ), Coordenação Belga de Coleções de Microrganismos 

(BCCM/LMG), Coleção Americana de Culturas Tipo (ATCC), Coleção de Culturas do 

Reino Unido (UKNCC), entre várias outras (JANSSENS et al., 2010; 

STACKEBRANDT, 2010). No Brasil, o incentivo para a expansão de Centros de 

Recursos Biológicos resultou na formação de dois sistemas de informação de 

coleções de culturas: Sistema de Informação para Coleções de Interesse 

Biotecnológico (SICOL) e Rede de Recursos Genéticos Microbianos (EMBRAPA), 

esta última com a finalidade de promover a integração das coleções de 

microrganismos dispersas nas diferentes unidades da empresa.  

 

2.6 SISTEMÁTICA E TAXONOMIA MICROBIANA  

 

Sistemática e Taxonomia algumas vezes são considerados como 

termos sinônimos, mas o mais adequado é considerar a Taxonomia como parte da 

Sistemática. Segundo Sneath (1989), sistemática é o ramo da ciência que avalia a 

diversidade de organismos e suas relações, sendo a taxonomia um dos pilares deste 

estudo e responsável pela classificação, nomenclatura e identificação (SIMPSON, 

1961; DAVIS; HEYWOOD, 1963; MAYR, 1969).  

A fim de contribuir com os estudos de conhecimento da diversidade 

microbiana, a filogenia (relação evolutiva dos organismos), juntamente com a 

taxonomia, a qual lida com identificação (alocação de linhagens dentro de espécies), 
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classificação (criação de novos taxas) e nomenclatura dos microrganismos 

(VANDAMME et al., 1996), em conjunto, formam os pilares da sistemática de 

microrganismos e suas relações (MADIGAN et al., 2010).  

Para os procariotos, a taxonomia desempenha um papel essencial e 

confiável para a descrição de espécies ambientais e clínicas (MOORE et al., 2010). 

Além disso, os sistemas de classificação permitem fornecer descrições adequadas 

de bactérias, arqueas e microrganismos eucarióticos, permitindo uma melhor 

compreensão da biodiversidade e sua relação com os diferentes ecossistemas 

(GEVERS et al., 2005). 

Todas as diretrizes de nomenclatura de microrganismos encontram-

se no Código de Nomenclatura de Bactérias, que consiste em colocar a 

caracterização em uma estrutura hierárquica e em descrever, respeitando o sistema 

binomial, o táxon de um microrganismo (LAPAGE et al., 1992). Para Tindall e 

colaboradores (2010), os três elementos fundamentais (caracterização, classificação 

e nomenclatura) da taxonomia são domínios dinâmicos e dependentes. Assim, a 

nomenclatura de um grupo de organismos depende da forma como este está 

classificado, e a classificação depende da informação recolhida como resultado da 

caracterização. Diferente da nomenclatura que já apresenta regras estabelecidas 

pelo Código de Nomenclatura de Bactérias, a classificação e a caracterização não 

são formalmente reguladas, mas esforços dos pesquisadores estão sendo alocados 

nesse sentido nos últimos anos. 

Sendo assim, a taxonomia é um elemento chave na sistemática que 

permite aos cientistas compreenderem a biodiversidade e a relação 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 confiável para a identificação de organismos, a fim de aprender sobre seu 

papel funcional em um determinado ambiente. 

Inicialmente, as bactérias foram classificadas com base em 

marcadores fenotípicos como morfologia, fontes de nutrientes como fatores de 

crescimento ou potencial patogênico (LEHMANN; NEUMANN, 1986 apud in 

RAMASAMY et al., 2014). Depois, propriedades físicas e bioquímicas também foram 

utilizadas com o propósito de auxiliar na identificação e classificação dos 

microrganismos (ORLA-JENSEN, 1909; BUCHANAN, 1955).  
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No início da década de 1960, bacteriologistas iniciaram estudos de 

diversidade com base em características morfológicas, nutricionais e metabólicas 

(GRAHAM, 1964; MANNETJE, 1967; MOFFET; COLWELL, 1968), sorológicas 

(GRAHAM, 1963; VINCENT; HUMPHREY, 1970). O conjunto dessas análises 

formou os pilares da denominada ―Taxonomia Numérica‖. Também chamada de 

Fenética, a taxonomia numérica consiste em classificar os microrganismos por 

similaridade ou dissimilaridade fenotípica, utilizando o máximo de características 

possíveis, mesmo que o processo não reflita exatamente a ancestralidade comum 

(FUTUYMA, 2009).  

Entre 1960 e 1980, as técnicas de quimiotaxonomia (MINNIKIN et 

al., 1975), taxonomia numérica e hibridização foram utilizadas (BRENNER et al., 

1969; JOHNSON, 1991). Pelo fato dos sistematas se basearem em testes 

fenotípicos e morfológicos, o aumento na formação de grupos taxonômicos 

relativamente heterogêneos e, muitas vezes, artificiais foi inevitável. Em alguns tipos 

de microrganismos, como por exemplo, os rizóbios, os genomas dessas bactérias 

podem perder ou ganhar plasmideos ou ilhas genômicas contendo genes que 

regulam a capacidade metabólica. Por conseguinte, a realização de testes 

fenotípicos, principalmente para a utilização de carbono e nitrogênio, pode não ser 

tão informativa para a taxonomia de bactérias fixadoras de nitrogênio (ORMEÑO-

ORRILO E MARTINEZ–ROMERO, 2013). 

Por volta de 1965, iniciaram as tentativas das análises de 

diversidade com base em características de DNA (DE LEY; RASSEL, 1965).  Com 

os avanços na biologia molecular, principalmente com o advento da amplificação do 

DNA e técnicas de sequenciamento, em particular o gene 16S rRNA, foi possível 

obter grandes avanços nos estudos de taxonomia, facilitando a classificação 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 início dos anos 90, estudos com base nas sequências 

de DNA revelaram que os cinco reinos não apresentavam cinco linhas evolutivas, 

em vez disso, que a vida evoluiu na Terra ao longo de três linhagens primárias 

compostas por três domínios: Bacteria, Archaea e Eukarya, elucidando a ―Árvore 

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 história 

filogenética dos organismos pela comparação das estruturas primárias das 

macromoléculas tornou-se aplicável. 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). Dá-se início, então, à 

sistemática filogenética ou ―Cladística‖, escola de classificação biológica baseada no 

fundamento de que os organismos devem ser classificados de acordo com as suas 

relações evolutivas, não importando o grau de semelhanças entre os indivíduos 

(RIDLEY, 2006). 

Todo esse esforço no campo científico no intuito de classificar e 

descrever os microrganismos culminou em um termo denominado ―Taxonomia 

Polifásica‖ (COLWELL, 1970; VANDAMME et al., 1996). Essa abordagem polifásica 

da taxonomia microbiana emprega combinações de análises de características 

fenotípicas, bioquímicas e genotípicas. 

Atualmente, a taxonomia encontra-se em estado de mudanças 

contínuas. Com o avanço nas metodologias de sequenciamento do DNA, em 

meados dos anos 90, chegando ao genoma completo, foi possível iniciar uma nova 

era na taxonomia microbiana, com a possibilidade estabelecer relações sistemáticas 

com base nas informações genéticas contidas nos genomas (THOMPSON et al., 

2013; CHUN; RAYNEY, 2014). Nesse sentido, diversos esforços nessa área vêm 

sendo realizados com o intuito de integrar dados genômicos, a fim de auxiliar na 

classificação e descrição de microrganismos, de forma confiável e reprodutível, com 

um tempo e custo menor para pesquisa (KURTZMAN, 2014; RAMASAMY et al., 

2014; VANDAMME; PETERS, 2014 ). 

 

2.7 TAXONOMIA POLIFÁSICA  

 

O conceito de espécie para organismos Eucariontes não se aplica 

para representantes de Bacteria e Archaea, pois parte de uma definição muito 

artificial para os microrganismos representantes desses dois últimos domínios. Se o 

critério utilizado para definir espécie em procariotos fosse aplicado em animais, logo 

todos os primatas deveriam ser classificados como espécie única (WHITMAN et al., 

1998). Portanto, do ponto de vista teórico, não há um consenso universal que seja 
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baseado em um conceito para a definição de espécies em procariotos. Ainda assim, 

os microbiologistas sugeriram um conceito para as espécies procarióticas, onde o 

foco do sistema de caracterização se concentra em estabelecer, de uma forma 

rápida, confiável e reproduzível a localização taxonômica das bactérias baseada na 

evolução microbiana (THOMPSOM et al., 2013).  

De acordo com a abordagem polifásica, Vandamme e colaboradores 

(1996) definiram espécie de bactérias como um conjunto de isolados originados de 

uma população ancestral comum, em que uma geração constante de diversidade 

genética resultou em clones com diferentes graus de recombinação e caracterizados 

por consistência fenotípica, grau significativo de hibridização DNA-DNA (DDH) e 

mais de 97% de similaridade em relação à sequência do gene 16S RNA. Já em 

2006, Stackebrandt e Ebers definem que uma espécie de bactéria é um grupo de 

estirpes (incluindo a tipo) com >70% de similaridade na hibridização DNA-DNA 

(DNA-DNA Hybridization, DDH), < 5º C ∆ Tm, < 5% mol G + C da diferença total no 

DNA genômico e identidade > 98% para o gene 16S rRNA. Atualmente, em síntese, 

uma espécie procariótica é definida operacionalmente como um conjunto de 

linhagens que compartilham alto grau de similaridade em várias características 

independentes (MADIGAN et al., 2010). 

Sendo assim, a diversidade biológica não pode ser analisada 

através de uma única molécula e a variabilidade das características é grupo-

dependente. Nesse sentido, a integração de dados fenotípicos (características 

morfológicas e fisiológicas), bioquímicos e genéticos (hibridização DNA-DNA, 

proporção de G+C genoma, MLSA – Multilocus Sequence Analysis, ANI – Average 

Nucleotide Identity, AAI – Average Aminoacid Identity, Sequenciamento genômico) é 

de fundamental importância para a caracterização dos táxons de um organismo 

(THOMPSON et al., 2013; RAMASAMY et al., 2014; VANDAMME; PETERS, 2014). 

Contudo, segundo Sneath (1989), não existe, necessariamente, uma 

relação direta de dados filogenéticos e fenotípicos, pois nem sempre sequências de 

DNA (utilizadas para filogenia) são transcritas e traduzidas durante o processamento 

da informação genética.  
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2.7.1 ANÁLISE FENOTÍPICA  

 

Os métodos fenotípicos têm como objetivo descrever características 

físicas de microrganismos, como morfologia, motilidade, metabolismo e fisiologia 

(TINDALL et al., 2010). Além destes, a análise da composição química das células 

(ácidos graxos) foi também incluída como parte da caracterização fenotípica 

(SMIBERT; KRIEG, 1994; TINDALL et al., 2010). 

 

2.7.2 ANÁLISE GENOTÍPICA/ FILOGENÉTICA  

 

Depois da elucidação da molécula de DNA e do código genético, 

diversos critérios genotípicos/filogenéticos passaram a ser utilizados na taxonomia 

polifásica de procariotos (TINDALL et al., 2010). A filogenia permitiu aproximar todos 

os ramos da biologia e, assim, auxiliar na resolução de algumas questões, como por 

exemplo, estabelecer relações entre espécies e genes, explicar a 

origem/disseminação da infecção de alguns vírus e auxiliar na compreensão 

migração/mudança demográfica de algumas espécies padrão (YANG; RANNALA, 

2012). Desse modo, os dados filogenéticos complementam as informações 

fenotípicas e genotípicas e permitem que os organismos sejam posicionados em um 

sistema de classificação, com base em relações evolutivas. 

 

2.7.2.1 BOX-PCR 

 

Elementos de DNA repetitivos são encontrados tanto em genomas 

eucarióticos (elementos Alu), como em procarióticos (unidades palindromicas) 

(Versalovic et al., 1991; Martin et al., 1992). Em procariotos existem diferentes 

classes de elementos de DNA repetitivo, sendo duas localizadas em regiões 

intergênicas (ERIC e BOX) e outra classe corresponde aos elementos REP, 

localizados em regiões extragenicas do cromossomo da bactéria.  

Elementos Repetitivos Extragênicos Palindromicas—REP—

apresentam, comprimento de, aproximadamente, 35-40 pares de bases (pb) de 

nucleotídeos, com número de 500 - 1000 cópias no genoma de bactérias. A segunda 

classe corresponde às Unidades Repetitivas Intergênicas ou Enterobacterial 

Repetitive Intergenic Consensus – ERIC, com comprimento de 124 – 127 pb e 
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número de cópias que podem variar de 30 – 5 em Escherichia coli, podendo chegar 

até 150  em Salmonella typhimurium. A última classe de sequências repetitivas no 

genoma bacteriano compreende os elementos BOX. Estes são compostos por três 

subunidades (boxA, boxB e boxC), com comprimento de 57, 43 e 50 nucleotídeos, 

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 sequências repetitivas em procariotos estão localizadas em 

regiões não codificantes de DNA e estudos demonstram que estes elementos 

repetitivos estão relacionados com a formação da haste alça durante o processo 

transcricional da informação genética celular. Diversas funções foram relatadas às 

unidades palindrômicas, como por exemplo, ligação da enzima DNA girase (YANG; 

AMES, 1988) e DNA polimerase I (GILSON et al., 1990), estabilização do gene 

durante o processo de transcrição (NEWBURY et al., 1987). 

A metodologia de BOX-PCR permite a amplificação de diferentes 

fragmentos genômicos por PCR e tem como iniciador o oligonucletideo BOX-A1R 

(5’-CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3’), que origina padrões de bandas distintos 

em linhagens diferentes fornecendo, assim, um fingerprint do perfil de DNA. Desse 

modo, o método BOX-PCR é considerado uma técnica sensível e muito utilizada em 

estudos iniciais de caracterização genética de isolados bacterianos. 

 

2.7.2.2 SEQUÊNCIAS DO GENE 16S rRNA 

 

O sequenciamento e a análise filogenética do gene 16S rRNA têm 

sido adequados para a classificação de procariontes, por esse gene ser onipresente, 

funcionalmente estável, altamente conservado e pouco sujeito à transferência 

horizontal entre os microrganismos (RAMASAMY et al., 2014). Apesar da grande 

importância que a análise do gene ribossomal 16S rRNA apresentou para os 

avanços em estudos de filogenia (WOESE; FOX, 1977; WOESE et al.,1990), 

existem algumas implicações em seu uso para descrever espécies: i) O gene 16S 

rRNA é altamente conservado, particularmente em algumas espécies, como por 

exemplo, no gênero Brucella (GÁNDARA et al., 2001); ii) Presença de variações 

nucleotídicas em vários operons de rRNA em um único genoma (RAINEY et 

al.,1996; ACINAS et al., 2004); iii) Possibilidade do gene 16S rRNA adquirir 
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sequências nucleotídicas via transferência horizontal de genes (THG) e, assim, 

distorcer as relações evolutivas na árvore filogenética (FOURNIER; RAOULT., 

2009); e iv) Variabilidade em número de cópias, que nem sempre são idênticas em 

espécies de bactérias (HAUKKA et al., 1996; VĚTROVSKÝ; BALDRIAN, 2013).  

A taxonomia polifásica, porém, inclui o gene ribossomal 16S rRNA 

como uma das medidas de relação evolucionária, combinada com as propriedades 

fenotípicas e genotípicas, para determinar a posição filogenética de um isolado 

(COLWELL, 1970; STACKEBRANDT et al., 2002; TINDALL, 2010; THOMPSON et 

al., 2014). Deve-se ressaltar que apenas as sequências do gene 16S rRNA não 

descrevem uma espécie, mas podem fornecer o primeiro indício de que uma nova 

espécie foi isolada (TINDALL et al., 2010).  

As características consideradas para o agrupamento de estirpes em 

uma espécie incluem a identidade de 98,7% - 99% de sequência 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 

sequência do gene 16S rRNA também pode ser considerada para o agrupamento de 

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

 

2.7.2.3 HIBRIDIZAÇÃO DNA-DNA 

 

O desenvolvimento da técnica de hibridização de ácidos nucleicos 

(DDH, DNA-DNA Hybridization), aliada ao sequenciamento do gene 16S rRNA 

permitiu revelar diferenças entre os genomas de dois organismos muito similares. A 

técnica de hibridização DNA-DNA ou DNA-RNA foi introduzida em sistemática 

procariótica 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 relação genética entre microrganismos, sendo 

considerada padrão de ouro para diferenciar espécies procarióticas (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 hibridização DNA-DNA (STACKEBRANDT; GOEBEL, 1994; TINDALL et al., 

2010). O uso da técnica de DDH é recomendado quando o novo táxon proposto 

contém mais do que uma estirpe, demonstrando que todos os membros desse grupo 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Baldrian%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23460914
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devem apresentar elevado grau de hibridização entre si. Recomenda-se, ainda, que 

apenas estirpes que apresentem diferença de temperatura de melting (∆ Tm) de 5º 

C, ou menos, devem ser incluídas (TINDALL et al., 2010). Valores de ≤ 70% na 

hibridização DNA-DNA, embora haja algumas exceções, indicam que as bactérias 

testadas pertencem a diferentes espécies (ROSSELLÓ – MORA, 2006; TINDALL et 

al., 2010; VANDAMME; PETERS, 2014). 

Entretanto, conforme demonstrado por Tindall et al., (2010), o DDH 

apresenta algumas limitações: i) O valor de corte de ≤ 70% não é aplicável a todos 

os organismos, como é o caso para muitas espécies de Rickettsia (FOURNIER; 

RAOULT, 2009); ii) A determinação de DDH requer instalações especiais, o que 

limita o número de laboratórios aptos para esta técnica; e iii) É um método oneroso e 

que carece de reprodutibilidade. 

 

2.7.2.4 ANI – AVERAGE NUCLEOTIDE IDENTITY 

 

A correlação entre a identidade nucleotídica média e os valores de 

DDH foi demonstrada, pela primeira vez, por Konstantinidis e Tiedje (2005), como 

uma técnica robusta e eficiente para mensurar distâncias 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 são considerados os organismos que 

apresentarem pelo menos diferença de 30% nas sequências genômicas.  

Kim e colaboradores (2014b) avaliaram 6.787 genomas 

pertencentes a 22 Filos com o objetivo de verificar qual o nível de semelhança do 

gene 16S rRNA, que corresponde ao limiar do ANI. Eles observaram, através de 

testes estatísticos, que o valor de 98,65% pode ser considerado como limite para 

diferenciar duas espécies. Esse valor é consistente com sugestões 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 informação equívoca entre estirpes 

bacterianas e, assim, ofuscar a estrutura da árvore filogenética (GEVERS et al., 
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2005; MENNA et al., 2006). Com o intuito de minimizar esses efeitos, marcadores 

baseados em genes com taxa evolutiva mais rápida que o 16S rRNA, porém 

conservados o suficiente para reter informações genéticas, têm 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 resolução 

intermediária para resolver os problemas filogenéticos apresentados nas análises de 

hibridização  e do gene 16S rRNA. O MLSA foi desenvolvido com base na análise de 

MLST (Mulltilocus Sequence Typing), que teve grande impacto na microbiologia 

clínica, sendo muito utilizado na diferenciação de linhagens de patógenos em 

estudos epidemiológicos (MAIDEN et al., 1998). Segundo Gevers et al (2005) a 

diferença das técnicas consiste que na metodologia de MLSA são utilizados grupos 

de linhagens representativas de um gênero, sendo utilizados procedimentos de 

analise filogenética, ou seja, algoritmos programados para calcular a taxa evolutiva 

com base na sequencia de nucleotídeos de genes (alelos) que estejam presentes 

em todas as linhagens do táxon em estudo enquanto o MLST está focado apenas no 

grau de similaridade entre as sequencias. 

O MLSA utiliza o sequenciamento e alinhamento de vários genes 

housekeeping diferentes de um organismo, dispersos em pelo menos 100 kb do 

genoma, comparando suas sequências a sequências dos mesmos genes de 

linhagens diferentes do mesmo organismo (GEVERS et al., 2005; MARTENS et al., 

2007; MARTENS et al., 2008). Com o alinhamento múltiplo de genes não 

relacionados funcionalmente, é possível obter-se uma amostra do genoma, a qual é 

mais representativa que um único gene, permitindo, também, a detecção de 

ocorrência de transferência horizontal de genes, sendo tais genes excluídos das 

considerações adicionais (MADIGAN et al., 2010). Contudo, a escolha dos genes 

housekeeping utilizados em estudos de filogenia deve seguir alguns pré-requisitos: 

possuir apenas uma cópia no cromossomo, estar amplamente distribuído de forma 

conservada no táxon (STACKEBRANDT et al., 2002; THOMPSON et al., 2005) e, no 

mínimo, três genes são necessários para a concatenação das sequências obtidas de 

DNA (DALL’AGNOL et al., 2013). 

O potencial desse método na definição de espécie bacteriana foi 

fortemente apoiado pelo comitê ad hoc Internacional de Sistemática de Procariotos 

(STACKEBRANDT et al., 2002), sendo hoje considerada técnica ―padrão de ouro‖ 

para caracterização de estirpes de bactérias em uma espécie. O MLSA tem sido 



39 

utilizado com sucesso na classificação e identificação de diversos táxons (RIBEIRO 

et al., 2009, 2012, 2013, 2015; DALL’AGNOL et al., 2013, 2014). 

A análise de sequências baseadas no MLSA é considerada uma 

abordagem essencial para a resolução de alguns problemas taxonômicos. Assim, a 

concatenação dos genes housekeeping resulta em uma filogenia sólida, contribuindo 

com estudos de sistemática microbiana. Deve-se ressaltar que os genes localizados 

no DNA acessório (plasmideo) não são considerados excelentes marcadores de 

estudos taxonômicos, uma vez que são especializados para adaptação ecológica 

sendo, portanto, adquiridos de forma independente e que poderiam ter evoluído 

separadamente (MARTENS et al., 2008; STACKEBRANDT et al., 2002; VINUESA et 

al., 2008,  2010; MOUSAVI et al., 2014). 

 

2.7.2.6 TEOR DE G + C 

 

As proporções de G (guanina) + C (citosina) em um DNA são 

bastante úteis na identificação e descrição de espécies de bactérias (TINDALL et al., 

2010). Quando as proporções de G + C de dois organismos diferem em mais de 5%, 

considera-se, geralmente, que estes compartilharão poucas sequências de DNA, 

logo, não são estreitamente relacionados na mesma espécie (GOODFELLOW et al., 

1997; RAMASAMY et al., 2014). As proporções de G + C podem variar de 20% a 80 

% entre os domínios Bacteria e Archaea e, em Eucariotos, esse valor pode ser maior 

ainda (MADIGAN et al., 2010).  



3 BIODIVERSIDADE EM ESTUDOS CONDUZIDOS EM DIVERSAS REGIÕES DO 

MUNDO E OS FATORES QUE PODEM LEVAR À ESPECIAÇÃO DE RIZÓBIOS 

 

Em diferentes regiões do mundo, trabalhos têm demonstrado 

diversidade de rizóbios 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 

relação entre a diversidade de cada local e a seleção de microssimbiontes eficientes 

para a planta hospedeira, porém, não está bem estabelecida. Do ponto de vista 

filogenético, estirpes de rizóbio–feijoeiro podem coexistir em um sítio e múltiplas 

espécies podem nodular simultaneamente a planta. Embora as estirpes possam ser 

resultado da baixa recombinação e clonalidade de alguns grupos de rizóbios 

(ACOSTA et al., 2011), a planta desempenha também um papel relevante na 

seleção de diferentes espécies.  Isso levanta uma interessante questão, sobre quem 

determina a abundância de uma determinada linhagem.  

Segundo Junier et al. (2014), se for considerado que a seleção 

ocorre principalmente devido a fatores associados à planta, é esperado que plantas 

geneticamente relacionadas crescendo em solos com diferentes propriedades 

apresentem comunidade simbióticas semelhantes. Por outro lado, se for considerado 

que a seleção é determinada pela composição inicial de rizóbios na comunidade, as 

populações simbióticas de plantas crescidas em diferentes solos devem ser 

distintas. Pesquisas vêm sendo realizadas com base nesses dois cenários. Em 

alguns casos, a elevada abundância de um genótipo de rizóbio em nódulos de uma 

planta hospedeira resulta da elevada abundância desse rizóbio no solo 

(BROMFIELD et al., 1995; HARTMANN et al., 1998; VELAZQUEZ et al., 1999). 

Porém, em outros casos, a abundância de diferentes genótipos no solo não coincide 

com a frequência dos microssimbiontes na população (LEUNG et al., 1994).   

Bagynski e colaboradores (2015) avaliaram a diversidade e 

distribuição da população nativa de rizóbios, no Chile, em regiões (de solo ácido e 

alcalino) produtoras de feijão.  Dos 240 isolados de nódulos os autores detectaram a 

presença de quatro espécies (R. leguminosarum, R. etli, R. tropici e R. leucaenae). 

O interessante é que, até então, somente R. leguminosarum havia sido 

documentado nodulando plantas de feijoeiro no Chile. Os resultados permitiram 

observar que espécies de R. tropici e R. leucaenae foram as mais comuns em solos 

ácidos, enquanto que as de R. etli foram mais comum em solos alcalinos com 
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maiores níveis de teor de matéria orgânica. 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 orgânica 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 distribuição de R. leguminosarum em diferentes regiões do 

Chile. São eles: i) há uma variedade de feijoeiros de onde os nódulos foram 

extraídos que, provavelmente, correspondem à variedade de ecotipos de rizóbios 

encontrados; ii) a heterogeneidade dos solos, com variações de matéria orgânica 

(2.3-6.3%), níveis de pH entre 5.2-8.2%, que podem influenciar no desenvolvimento, 

sobrevivência e formação do nódulo. 

Nesse sentido, Cao e colaboradores (2014), na China, observaram 

que plantas de feijoeiro têm participação na seleção de novos microssimbiontes, 

adaptados às condições locais. Concluindo que plantas de feijoeiro têm dirigido a 

evolução do rizóbio, permitindo a nodulação das plantas e adaptação das bactérias 

às condições locais, principalmente pH do solo e disponibilidade de nutrientes (CAO 

et al., 2014). Segundo, Faghire et al., (2012), a condição extrema do ambiente pode 

conduzir os rizóbios a desenvolverem mecanismos de adaptação frente a uma 

alteração ambiental, como por exemplo, acúmulo de solutos intracelulares (trealose 

e glutamato) compatíveis para a resistência de alta salinidade. O solo, quando em 

condições elevadas de salinidade, pode afetar a simbiose entre plantas e 

leguminosas. Quando os rizóbios são submetidos a esse ambiente, tem-se 

observado acúmulo de trealose (MILLER; WOOD, 1996), onde esse dissacarídeo 

desempenha papel importante na adaptação das bactérias às condições de estresse 

osmótico (MCINTIRE et al., 2007).  

As estirpes podem também ser selecionadas pelo ambiente. Esse é 

o caso, por exemplo, das espécies R. tropici, R leucaenae, R. paranaense e R. 

freirei, que são encontradas, no Brasil, predominantemente em solos com pH baixo. 

Embora não haja um consenso sobre características do solo determinem a presença 

ou ausência de espécies de rizóbios no ambiente (MARTINEZ-ROMERO, 2003). 

Alguns resultados são plausíveis para essa observação. Por exemplo, i) Brockweel 

et al., (1991) relataram diminuição de 10-3 na população de Sinorhizobium meliloti em 

solos com pH < 6.0 quando comparados com aqueles > 7.0, observando que o pH 

do solo pode afetar a sobrevivência e manutenção da população de rizóbios; ii) A 

exudação de compostos flavonoides para a indução 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 rizóbios por nodulação (Begum et al., 

2001); iii) Mckay e Djordjevic (1993) observaram alterações na produção e excreção 

dos fatores de nodulação em estirpes de R. leguminosarum bv. trifolii quando em pH 

baixo; iv) Anyango e colaboradores (1995) mostraram que as populações de rizóbios 

de feijoeiro da região oriental da África (Quênia), de um solo ácido (pH 4,5) e outro 

solo com pH 6,8 (neutro) apresentaram resultados semelhantes em eficiência da 

FBN, porém, diferiram quanto à composição genética. 

 Os solos de regiões tropicais, a maioria tem desenvolvido a partir de 

formações geológicas antigas que, em adição às condições climáticas, resultam em 

solos intemperizados, onde a disponibilidade de nutrientes é usualmente baixa. O 

pH baixo do solo está, frequentemente, associado com o aumento do Al, toxicidade 

de Mn e diminuição de Ca (Hungria e Vargas, 2000). A acidez pode afetar a relação 

hospedeiro-planta no processo de FBN em diversas etapas. Ainda, Andrade et al., 

(1999) relataram que à medida que a saturação de Al no solo diminui há um 

aumento no tamanho e na diversidade da população de rizóbios nativos em solos 

ácidos brasileiros. Segundo Nicol et al. (2008) há uma forte evidência de que o pH 

do solo é um fator determinante na diversidade de bactérias e na estrutura da 

comunidade em escala global, além de ser considerado um dos fatores responsáveis 

por influenciar na comunidade microbiana e nos processos bioquímicos do solo. Tem 

sido sugerido que a resiliência de rizóbios em solos ácidos 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 tolerância de bactérias pertencentes ao grande 

grupo ―tropici-leucaenae-freireii‖ para baixo pH poderia explicar a alta frequência 

destas linhagens em solos ácidos da América Central, Brasil e África (HUNGRIA; 

VARGAS, 2000). Nesse sentido, estirpes pertencentes a este grande grupo 

apresentam propriedades de interesse para a agricultura brasileira, como 

estabilidade genética e tolerância a estresses ambientais (RIBEIRO et al., 2012). 

A capacidade de decomposição dos rizóbios é um dos fatores 

bióticos que podem garantir vantagens evolutivas aos rizóbios conduzindo os á 

especiação. Os rizóbios apresentam elevada capacidade de decomposição, o que 

lhes permite crescer em diversas condições do solo. A habilidade dos rizóbios em 

decompor diversos materiais é observada quando estes são utilizados na 

biorremediação de compostos, como por exemplo, dibenzotiofeno (FRASSINETTI et 
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al., 1998), benzopireno (GONZÁLEZ-PAREDES et al., 2013), tolueno (SUOMINEN 

et al., 2000) e fenantreno (KEUM et al., 2006). Neste contexto, em solos 

contaminados com petróleo, na província de Shandong na China, Zhang e 

colaboradores (2012) isolaram uma nova espécie levando a descrição R. 

petrolearium, que degrada fenantreno. Análises de genomas de rizóbios revelaram 

que esses microrganismos apresentam elevado número de transportadores e outros 

genes com função desconhecida e que muitos provavelmente estão envolvidos no 

processo de decomposição em uma gama de substâncias químicas ou naturais 

presentes na rizosfera. Estudos de transcriptoma de raízes revelaram que muitos 

genes de rizóbios podem ser importantes na assimilação de substâncias da raiz ou 

do solo. Assim, a capacidade dos rizóbios degradarem diferentes compostos evita a 

concorrência bacteriana por competição de nutrientes. E esse diferencial, do ponto 

de vista evolutivo, conduz as bactérias para o processo de especiação de rizóbios 

na população e, também, de variação intraespecífica dos microrganismos refletindo, 

assim, a diversidade genética. 

Em relação ao fator genético, a variação no genoma de organismos 

estreitamente relacionados está associada às interações ecológicas. Essas 

interações criam pressões seletivas dependentes que podem estabilizar frequências 

gênicas nas populações, ou promover volume gênico rápido em uma população. 

Nesse sentido, a diferenciação de uma população pode emergir de diferentes 

processos naturais. A seleção natural é um forte candidato para a evolução de 

clusters que habitam a mesma região que se dispersam muito rápido (especiação 

simpátrica). Nesse contexto, a especiação simpátrica é a divergência genética de 

várias populações que habitam a mesma região geográfica, de modo que essas 

espécies se tornem espécies diferentes (CORDERO; POLZ, 2014). 

A deficiência hídrica é um fator abiótico que pode afetar a 

sobrevivência, crescimento e a estrutura da população de rizóbios no solo 

(HUNGRIA; VARGAS, 2000), sendo um dos fatores que mais interferem na FBN, 

refletindo em alterações na infecção dos pelos radiculares, inibição da diferenciação 

do bacteroide, alteração e funcionamento dos nódulos e, consequentemente, 

diminuição do conteúdo de N fixado na parte aérea das plantas (DANIEL et al., 

2007; TAJINI et al., 2012, FERREIRA et al., 2013). Além disso, há evidências de 

grande variabilidade genética entre estirpes de rizóbio em resposta ao stress hídrico 

(RENNIE; KEMP, 1983).  
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Para o fator temperatura, a maioria das leguminosas apresenta 

temperatura ótima para nodulação e funcionamento da FBN que se situa entre 20-

30º C (FERREIRA et al., 2013). Para o crescimento de rizóbios, apesar de variar de 

espécie para espécie, limites de temperatura foram observados variando de 32 a 47º 

C (PANKHURST; GIBSON, 1973; GIBSON, 1975; DART et al., 1976; DAY et al., 

1978). Em condições tropicais, considerando-se que o feijoeiro é bastante sensível 

(GRAHAM, 1981), a temperatura do solo nas camadas mais superficiais pode 

chegar, com frequência, a 38oC e solos expostos a elevadas temperaturas podem 

promover alterações fisiológicas e genéticas em bactérias, incluindo deleção 

plasmidial (TREVOR, 1986) e rearranjos genômicos (SÓBERON-CHAVEZ et al., 

1986). Além de interferir em vários aspectos da simbiose, como por exemplo, na 

formação de pelos radiculares, penetração das bactérias, nodulação e atividade da 

nitrogenase (NEHRA et al., 1997). Contudo, deve se ressaltar que há diferenças 

quanto à tolerância a altas temperaturas entre cultivares de feijoeiro (PORCH, 2006; 

STEFANOVA et al., 2011) e entre espécies de rizóbio que nodulam essa planta 

(MERCANTE et al., 1993; PINTO et al., 1998).  

Assim, diversos fatores podem afetar a dinâmica populacional, 

conduzindo à variabilidade genética que podem ou não resultar em processo 

evolutivo levando ao surgimento de novas espécies de rizóbios. Esses fatores são 

divididos em bióticos, como a competição das estirpes de rizóbios nativas do solo e 

a capacidade de decomposição e fatores abióticos, dentre os quais: textura do solo 

(AL-FALIH, 2002), fertilidade do solo, estresse hídrico e temperaturas elevadas 

(FERREIRA et al., 2013). Segundo Hungria e Vargas (2000), as condições 

ambientais extremas podem resultar em alterações genéticas em rizóbios (como 

deleção plasmidial e rearranjos genômicos), além de afetar diversas etapas da 

simbiose e a diversidade genética dessas bactérias. 

Estudos de caracterização genética de rizóbios e de ecologia 

microbiana são importantes não só para ter acesso ao conhecimento da 

biodiversidade existente nos solos brasileiros, como também para a elaboração de 

estratégias bem sucedidas na inoculação, além de serem indicativos das condições 

do solo. Segundo Lindstrom et al., (2010), a diversidade genética pode 

desempenhar função de bioindicador das condições do solo, uma vez que rizóbios 

nativos são afetados pela acidez do solo, temperatura, umidade entre outros fatores.  

 



4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 ISOLAMENTO DE ESTIRPES DE RHIZOBIUM  

 

As amostras de solo foram coletadas em 45 locais produtores de 

feijão, procedentes de lavouras que não haviam recebido inoculante, pertencentes a 

22 munícipios do estado de Mato Grosso do Sul (Tabela 1). Os isolados de rizóbio 

foram obtidos de nódulos 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 regiões tradicionalmente produtoras dessa leguminosa 

em Mato Grosso do Sul.  

 

Tabela 1 - Municípios, números de locais amostrados para coleta de solo e os 
respectivos isolados. 
 

Municípios 
N

o
 de locais 

amostrados 
Isolados Municípios 

N
o
 de locais 

amostrados 
Isolados 

1. Amambai 2 
 

 

CPAO 1.1F; 6.2F; 5.2F; 3.4F; 
2.2F; 5.1F 

12. Itaporã 4 
  CPAO 27.4F3 

2. Angélica 1 
   CPAO 7.2F; 7.5F 13. Itaquiraí 3 

  CPAO 55.4F 

3. Bataguassu 2 
 

 

CPAO 11.5F; 13.3F; 10.1F; 
11.1F; 13.2F; 13.5F 

14. Ivinhema 1 
  CPAO 56.3F 

4. Bataiporã 2 
 

  
CPAO 17.5F; 16.4F; 21.2F; 
21.3F; 16.3F 

15. Laguna 
Caarapã 

3 
  

CPAO 33.9F3; 
34.4F3; 33.3F3; 
35.5F3; 35.2F3; 
33.12F3; 33.1F3; 
33.5F3 

5. Deodápolis 2 
 

 

CPAO 26.6F; 26.5F; 22.5F; 
22.2F;  

16. Maracaju 2 
  

CPAO 41.1F3; 
41.12F3; 
39.10F3; 41.9F3;  
41.7F3; 39.4F3 

6. Douradina 2 
 

  CPAO 2.7F3 
17. Mundo Novo 2 

  

CPAO 65.4F; 
66.5F; 64.4F; 
66.3F 

7. Dourados 3 
 

 

CPAO 7.3F3; 14.5F3; 8.1F3; 
8.2F3;60.2F3; T6.4F3; 
59.3F3; T6.1F3; 100.4F; 
68.10F3; 68.11F3; T4.4F3 

18. Naviraí 1 
  

CPAO 67.1F; 
67.4F; 

8. Eldorado 2 
   

CPAO 29.10F; 33.4F; 29.2F; 
29.5F 

19. Nova Andradina 1 
  CPAO 70.4F 

9. Fátima do Sul 3 
 

 
CPAO 42.4F; 42.3F;  

20. Novo Horizonte 
do Sul 

2 
  

CPAO 73.4F; 
75.5F 

10. Glória de 
Dourados 

1 
   CPAO 43.3F 

21. Ponta Porã 2 
  

CPAO 82.1F; 
84.1F;  

11. Iguatemi 1 
 

 
CPAO 48.5F 22. Rio Brilhante 3 

  CPAO 50.9F3 

 
Fonte: Do autor. 

 

Sementes de feijão foram cultivadas nestes vasos de ―Leonard‖ 

e, após 35-40 dias da germinação, as plantas foram coletadas, e os nódulos 

separados para o isolamento das bactérias. Para o isolamento das estirpes de 
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rizóbio, os nódulos foram esterilizados superficialmente com álcool, seguido por 

solução de hipoclorito de sódio (10%) e água destilada e esterilizada. Os isolados 

obtidos foram purificados em meio ―Yeast Mannitol Agar‖ – YMA (VINCENT, 1970) e 

depositados na ―Coleção de Culturas de Microrganismos Multifuncionais da Embrapa 

Agropecuária Oeste‖ e na ―Coleção de Culturas de Microrganismos Multifuncionais 

da Embrapa Soja: Bactérias Diazotróficas e Promotoras do Crescimento de Plantas‖. 

 

4.2 CARACTERIZAÇÃO FENOTÍPICA 

 

Setenta e três isolados de rizóbio obtidos de nódulos de feijoeiro 

foram recuperados em placas de Petri com meio de cultura YMA.  

Para a construção da matriz binária e caracterização fenotípica 

(Figura 1), as características avaliadas (Tabela 2) com os respectivos critérios 

utilizados foram: 1) Manifestação do crescimento das colônias isoladas neste estudo 

(rápido- lento-intermediário e muito lento); 2) Alteração do pH no meio YMA com o 

indicador azul de bromotimol (ácido – neutro – alcalino); 3) Forma da colônia (oval – 

circular e irregular); 4) Elevação da colônia (plana-convexa); 5) Borda da colônia 

(lisa-ondulada-filamentosa); 6) Superfície da colônia (lisa-rugosa); 7) Produção de 

muco (pouca-moderada-abundante); 8) Consistência da massa de crescimento 

(seca-aquosa-gomosa-viscosa); 9) Detalhes ópticos (translúcido-opaco); 10) 

Cromogênese da colônia em meio YMA com indicador de Azul de Bromotimol 

(creme-amarelo-rosa-azul); e 11) Cromogênese da colônia em meio YMA com 

corante vermelho congo (branco-rosado-avermelhado no centro-vermelho).  

Para a construção do dendrograma, as características fenotípicas 

foram submetidas à análise no programa Bionumerics-(Applied Mathematics Kortrijh, 

Belgium, versão 7.5), através do algoritmo UPGMA e o coeficiente de similaridade 

de valores categóricos. 

 

 

 

 

 

 

 



47 

Tabela 2_ Manifestações das características morfológicas dos rizóbios avaliados. 

CARACTERÍSTICAS MORFOLÓGICAS  MANIFESTAÇÕES  

Tempo de crescimento  Crescimento rápido (3 dias), intermediário (4 a 5 dias), lento 

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

Alteração do pH  Ácido (amarelo), neutro (verde) e alcalino (azul)  

Tamanho  Medido em milímetros (mm)  

Produção de muco  Pouco, moderado ou abudante  

Consistência da colônia  Seca, aquosa, gomosa (creme) ou viscosa (elástica)  

Forma da colônia  Oval (elíptica), circular ou irregular  

Elevação da colônia  Plana ou convexa  

Borda da colônia  Lisa, ondulada, ou filamentosa  

Superfície da colônia  Lisa ou rugosa  

Cromogênese em Azul de Bromotimol  Creme, amarelo, rosa ou azul  

Cromogênese em Vermelho Congo  Branco, rosado, abermelhado (centro) ou vermelho  

Detalhes ópticos  Translúcido ou opaco  

Fonte: Do autor. 

 

4.3 CARACTERIZAÇÃO GENÉTICA 

 

4.3.1 EXTRAÇÃO DE DNA  

 

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

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

seguida, para verificar a qualidade de DNA extraído, foi preparado gel de agarose a 

0,3% com 30 mL de tampão TEB (Tris-EDTA). As amostras de DNA (2 µL) foram 

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

 

Os DNAs dos 73 isolados de rizóbio obtidos de nódulos de feijoeiro 

foram submetidos à amplificação de PCR de regiões 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 reações de amplificação 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 última. Os geis foram corados com brometo de etídio e fotografados sob luz UV. 

Para a análise do perfil de bandas de DNA, utilizou-se o programa Bionumerics 

(Applied Mathematics Kortrijh, Belgium, versão 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 análises 

foram submetidas com níveis de tolerância a 1,0 % e otimização 0,4%.  

 

4.4 CARACTERIZAÇÃO FILOGENÉTICA 

 

4.4.1 AMPLIFICAÇÃO E SEQUENCIAMENTO DO GENE 16S  

 

Os DNAs genômicos de 35 isolados representativos dos principais 

grupos de BOX-PCR foram amplificados com os prímers fd1 5’ 

(AGAGTTTGATCCTGGCTCAG) e rd1 3’ (AAGGAGGTGATCCAGCC). As condições 

de amplificação de PCR para o gene 16S rRNA foram descritas anteriormente 

(MENNA et al., 2006). As reações 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 TM. Em seguida, as 

concentrações das amostras foram verificadas por eletroforese, com 2 µL do produto 

de PCR em cada canaleta, em gel de agarose e o gel foi corado com 1% de brometo 

de etídio. 

As reações de sequenciamento foram realizadas em placas de PCR 

com 96 poços. Os produtos de PCR de cada bactéria receberam a alíquota de 3 µL 
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de dye para o sequenciador ABI 3500-XL (Applied Biosystems) e 3 pmol dos 

primers362(5’CTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGG3’),786(5’CGAAAGCGTGGGG

AGCAAACAGG-3’) e 1203 (5’-GAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTC-3’), conforme 

descrito por Menna et al., 2006). O programa para a reação de sequenciamento foi: 

desnaturação a 95º C por 2 minutos, 30 ciclos de desnaturação a 95º C por 10 

segundos, 50º C por 4 segundos e extensão a 60º C por 4 minutos, finalizando a 4º 

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 rizóbios. 

Sendo assim, para o alinhamento, foram escolhidas sequências de 16S rRNA de 18 

isolados, em adição às sequências de rizóbios tipo obtidas do banco de dados 

(NCBI). As sequências foram alinhadas com o programa CLUSTAL_X. A árvore 

filogenética foi gerada utilizando o programa MEGA versão 6.0 (TAMURA et al., 

2013), com o algoritmo Neighbor Joining (NJ) (SAITOU; NEI, 1987), modelo de 

substituição Maximum Composite Likelihood ML (FELSEINSTEN, 1981), com 

bootstrap 1000x. O número de acesso das estirpes tipo se encontra entre 

parênteses em cada árvore gerada. 

 

4.4.3 MLSA  

 

Os prímers e as condições de amplificação foram utilizados 

conforme trabalhos já descrito na literatura, para o recA-recombinase A (GAUNT et 

al., 2001), glnII-glutamina sintetase II (STEPKOVWSKI et al., 2005) e gyrB-gyrase B 

(MARTENS et al., 2008). Após a amplificação e sequenciamento para cada gene 

housekeeping, as sequências individuais e concatenada de 11 isolados para os 

genes housekeeping (gyrB, glnII e recA) foram alinhadas no CLUSTAL_X. As 

árvores filogenéticas individual e concatenada dos genes housekeeping foram 

construídas utilizando o programa MEGA versão 6.0 (TAMURA et al., 2011), através 

do método Maximum Likelihood,  modelo de substituição Tamura-Nei, com bootstrap 

1000 vezes. 



5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 FENOGRAMA  

 

Com base nas características fenotípicas avaliadas, foi construído 

um fenograma de similaridade com os 73 isolados que foram crescidos a 28º C e 

caracterizados de acordo com as suas propriedades morfológicas (Tabela 2). De 

acordo com a figura 2, constatou-se elevada diversidade fenotípica entre as 

bactérias. Considerando um nível de similaridade de 74%, foi observada a formação 

de seis grupos. Dentre estes, os Grupos I, II, III e IV apresentaram maior número de 

isolados, em comparação 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 posição isolada no fenograma. Ao 

estabelecer relações entre os resultados da análise fenotípica e os respectivos locais 

de origem dos isolados, foi possível observar que os grupos formados foram 

bastante heterogêneos em relação aos seus municípios de origem (Tabela 1 e 

Figura 1). 

Quanto à morfologia (Tabela 2), as características que não variaram 

entre os grupos dos isolados foram: manifestação de crescimento tendo como 

critério crescimento rápido (até 3 dias), borda e superfície da colônia, onde todas 

bactérias apresentaram morfologia lisa para essas duas últimas características. 

Resultados semelhantes foram observados para as bactérias que não se agruparam 

e que, mesmo ocupando uma posição isolada no fenograma, manifestaram 

crescimento rápido e superfície das colônias lisas. 

Entretanto, ao analisar a cromogênese da colônia em meio de 

cultura com vermelho Congo, essa característica variou em todos os grupos do 

fenograma (Grupos I, II, III, IV, V e VI). Assim, cada grupo foi considerado 

heterogêneo para a cromogênese da colônia em vermelho Congo, ou seja, em um 

mesmo grupo foi possível visualizar diferentes colônias (brancas, rosadas, 

avermelhada no centro e vermelhas).  

As características de alteração do pH do meio em YMA, forma da 

colônia e cromogênese da colônia em meio de cultura com azul de bromotimol 

variaram apenas nos grupos (II e IV), (III e IV) e (I e II), respectivamente. Os isolados 

dos Grupos II e IV apresentaram variação de pH em meio YMA, de ácido a neutro, 

quando presentes com o indicador de azul de bromotimol. Já os isolados 
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pertencentes aos Grupos III e IV manifestaram forma oval ou circular para as suas 

colônias, enquanto que os Grupos I e II manifestaram cromogênese da colônia, 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 característica 

consistência da massa de crescimento das bactérias. Foi verificado que a maioria 

dos isolados do presente trabalho produziu exopolissacarídeos (EPS), que são 

polissacarídeos extracelulares que se encontram ligados à superfície celular, ou são 

excretados para o meio extracelular (SUTHERLAND, 1998). A produção de EPS 

pode estar relacionada à sinalização molecular no processo de simbiose com 

plantas e de mecanismos de quorum sensing, como a produção de biofilme 

(RINAUD; GIORDANO, 2010), além de poderem auxiliar no processo de FBN, 

formando uma barreira para evitar altas tensões de oxigênio (JARMAN et al., 1978), 

bem como de proteger a célula da dessecação e predação. Esses polímeros ainda 

são de fundamental importância para os setores farmacêutico (BILLA et al., 2000), 

industrial (SUTHERLAND, 2001) e alimentício (RINAUDO, 2008).  

Para estudos taxonômicos, considerando outras características 

fenotípicas, principalmente testes de utilização metabólica de compostos, Ormeño-

Orrillo e Martinez-Romero (2013) concluem que a utilização dessas propriedades 

para descrever novas espécies é questionável e está limitada a substratos 

disponíveis que podem subestimar as diferenças fenotípicas entre as espécies. Isso 

ocorre porque, se os genes que codificam para deteminada característica fenotípica 

se localizarem nos plasmídeo, 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 diferenças fenotípicas podem ser 

poucas. Conforme descrito por Tindall (2010), a análise fenotípica representa a 

ferramenta mais antiga para a caracterização e classificação dos procariontes; 

contudo, apesar de ser relevante para a sistemática, pode não refletir, ou ser 

limitada demais, para estudos de diversidade de bactérias. 

Contudo, a caracterização fenotípica é muito importante, pois as 

características observáveis de uma bactéria fornecem muito traços que podem ser 

utilizados para diferenciar as espécies. Ao descrever uma nova espécie, assim como 

para identificar uma bactéria, vários desses traços são determinados para a estirpe 
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ou as estirpes de interesse. Os resultados são então comparados a organismos 

conhecidos como controles ou estirpe padrão, sendo examinados paralelamente aos 

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

 
Tabela 3- Características fenotípicas: presença (V) e ausência de variação 
(NV) nos grupos do fenograma. 

  

Características 
Fenotípicas Grupo I Grupo II Grupo III Grupo IV Grupo V Grupo VI 

 

1 
Manifestação de 
crescimento NV NV NV NV NV NV 

 
2 

Alteração do pH do meio 
YMA NV V NV V NV NV 

 
3 Forma da colônia NV NV V V NV NV 

 
4 Elevação da colônia V NV NV NV V V 

 
5 Borda da colônia NV NV NV NV NV NV 

 
6 Superfície da colônia NV NV NV NV NV NV 

 
7 Produção de muco NV V V V NV NV 

 
8 

Consistência massa 
crescimento V V NV V V NV 

 
9 Detalhes ópticos V V V V NV NV 

 
10 

Cromogênes da colônia em 
azul bromotimol V V NV NV NV NV 

 
11 

Cromogênes da colônia em 
vermelho Congo V V V V V V 

 Fonte: Do autor. 
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métodos.

 
Fonte: Do autor. 
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Figura 1- Fenograma dos 73 isolados CPAO avaliados com base nas 

características morfológicas. As características 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 distribuíram-se em 35 grupos, considerando 

um índice de similaridade de 70%. O número de bandas dos isolados variou de 17 a 

31. 

Em geral, não houve relação entre os agrupamentos dos isolados e 

os seus respectivos locais de origem (Figura 2 e Tabela 1). Contudo, foram 

encontradas exceções em alguns casos, como por exemplo: i) os isolados CPAO 

11.5F e 13.3F (grupo III) e CPAO 11.1F e 13.2F (grupo XVIII) foram agrupados, 

sendo todos de origem do município de Bataguassu; ii) Para o município 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 têm como origem comum o município de Laguna 

Caarapã. Ainda, os únicos reresentantes dos municípios de Douradina (CPAO 

2.7F3), Itaporã (CPAO 27.4F3) e Ivinhema (CPAO 56.3F) foram posicionados de 

forma isolada no dendrograma BOX-PCR. 

Alguns agrupamentos de isolados pelas propriedades 

morfofisiológicas identificados na figura 1 apresentaram relação com os 

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 I e, na análise de BOX-PCR, permaneceram nos Grupos V, VII e XVIII, 

respectivamente. O mesmo ocorreu com os isolados CPAO 39.10F3 e 50.9F3 do 

Grupo III (Figura 1) e que continuaram no agrupamento XI da figura 2. Ainda, CPAO 

27.4F3, CPAO 66.3F e CPAO 2.2F3 permaneceram isolados tanto na análise 

fenotípica (Figura 1), quanto na análise de BOX-PCR (Figura 2). É importante 

ressaltar que, ao comparar as análises fenotípicas com a de perfil de bandas de 

DNA, a informação gerada por técnicas de fingerprint de DNA é a que oferece 

melhores indícios para diferenciação de isolados, pois estão menos sujeitos às 

variações ambientais.  

Menna e colaboradores, em 2009, no Brasil, analisaram a diversidade de 68 

estirpes autorizadas para a produção de inoculantes comerciais pelo perfil de BOX-
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PCR. Os autores concluíram que o método de BOX-PCR é eficaz para o controle de 

qualidade de inoculantes e para a caracterização preliminar de rizóbios.  

Em 2011, Cornea e colaboradores examinaram a influência de 

alguns fatores sobre as populações indígenas de rizóbios em diferentes condições 

de manejo do solo na Romênia. A caracterização dos rizóbios foi realizada através 

dos métodos de fingerprinting de DNA, ERIC-PCR e BOX-PCR, e os autores 

identificaram que este último método apresentou melhor perfil de bandas de DNA. 

A diversidade genética elevada constatada neste estudo, em solos 

que não haviam recebido inoculantes, indica a provável presença de estirpes 

indígenas capazes de nodular o feijoeiro no Mato Grosso do Sul. Outros estudos 

também relatam diversidade elevada de rizóbios microssimbiontes do feijoeiro em 

diferentes regiões, como por exemplo, Etiópia (ASERSE et al., 2012) e outros 

estados Brasil, como Goiás, Distrito Federal, Paraná e Santa Catarina (MOSTASSO 

et al., 2002; STOCCO et al., 2008; RIBEIRO et al., 2012; DALL’AGNOL et al., 2013; 

2014). 
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Fonte: Do autor. 
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Figura 2 - Dendrograma BOX-PCR dos 73 isolados bacterianos CPAO avaliados. 
Análise por UPGMA com coeficiente de Jaccard. 
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5.3 SEQUENCIAMENTO DO GENE 16S  

 

Para a análise 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 construído com o gene 16S rRNA, observa-se que 

quatro isolados de Dourados encontram-se agrupados em dois grupos da análise 

filogenética do 16S: (CPAO 68.11F3 e T4.4F3) para o Grupo I e (CPAO 8.2F3 e 

68.10F3) para o Grupo IV. O mesmo ocorreu para os isolados de Laguna Caarapã 

(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 I da figura 3. Embora CPAO 

34.4F3 e 33.12F3 não tenham sido agrupados em nenhum grupo na figura 3, eles 

são provenientes do mesmo município.  Os demais isolados dos grupos formados na 

análise da sequência do 16S rRNA (Figura 3) não apresentaram correspondência 

com a localização geográfica (Tabela 1).  

Contudo, devido à natureza conservada da sequência do gene 16S 

rRNA é esperado encontrar genótipos semelhantes em locais diferentes, sob 

diferentes condições ambientais. Madigan et al. (2010) ressaltam que construir 

filogenias baseada no sequenciamento de um único gene (como por exemplo o 16S 

rRNA) pode acarretar equívocos, pois a natureza conservada e a possibilidade de 

transferência horizontal de genes podem limitar sua eficácia na diferenciação entre 

bactérias da mesma espécie, refletindo em informações não confiáveis para o 

estabelecimento das relações filogenéticas. 

Os resultados obtidos por BOX-PCR (Figura 2) não corresponderam, 

para a maioria dos grupos formados, aos agrupamentos da análise de 16S rRNA 

(Figura 3). Exceções foram observadas com os isolados CPAO 11.5F e CPAO 

17.5F, agrupados na análise do 16S rRNA, e próximos na análise de BOX–PCR. Já 

para CPAO 5.1F, tanto na análise de BOX–PCR, quanto no sequenciamento de 16S 

rRNA, a bactéria permaneceu de forma isolada, estando mais próxima 

filogeneticamente de R. leucaenae (100% similaridade). Cabe ressaltar que no 

estudo de Menna et al. (2009) a correlação entre os produtos de BOX-PCR e os 

genes 16S rRNA também foi baixa, de 7,6%, mas que uma análise combinada com 

20% do peso no BOX-PCR e de 80% no 16S rRNA incrementou a definição de 

espécies de rizóbios. 



58 

 O grande grupo ―R. tropici‖ tem sido encontrado em regiões 

tropicais e se caracteriza por apresentar elevada estabilidade genética do plasmídeo 

simbiótico e tolerância a condições 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 rizóbio nodulando P. vulgaris e Leucaena sp., esses autores 

observaram elevada variabilidade nas características fenotípicas e genéticas dentro 

desta espécie descrita, identificando dois subgrupos de R. tropici (tipo A e B). Em 

2012, após uma abordagem polifásica (MLSA, hibridização DNA-DNA, além das 

análises fenotípicas e genotípicas) 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 regiões de Cerrado, um bioma responsável por ocupar cerca de 25% 

do território brasileiro. Nessas regiões, R. leucaenae representa a ocupação de 79% 

e 15% de população de rizóbios obtidos de nódulos 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 área, além dos solos desta região apresentarem pH baixo. Contudo, isso não 

foi observado, e somente o isolado CPAO 5.1F foi posicionado nesse grande grupo, 

muito provavelmente porque, para este estudo, o feijoeiro e não leucena foi usada 

como planta isca. 

Young e colaboradores (2001) propuseram a inclusão das espécies 

de Allorhizobium e Agrobacterium, incluindo os biovares A. radiobacter, A. 

rhizogenes e A. vitis, no gênero Rhizobium (R. radiobacter, R. rhizogenes e R. vitis). 

Com base na análise comparativa das sequências do 16S rDNA, os autores 

indicaram que as espécies de Agrobacterium constituem um grupo de organismos 

diversificado e monofilético com membros do gênero Rhizobium,  capazes de induzir 

tumores em plantas hospedeiras. Os genes para nodulação em Rhizobium estão 

localizados no plasmídeo e podem ser transferido para outros membros do gênero 

Rhizobium (Kuykendall et al., 2004). Contudo, há controvérsias em relação à 

inclusão da posição taxonômica 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 os autores sustentam a hipótese de que espécies de 

agrobactérias são polifiléticas e que tanto os rizóbios, quanto as agrobactérias, são 

grupos filogeneticamente diferentes. Em 2004, Young e sua equipe, com base na 

análise comparativa de 70 sequências do 16S rDNA representando 20 espécies de 

rizóbios (incluindo Agrobacterium spp.) observaram que as espécies responsáveis 

por causar tumor em plantas (agrobactérias) foram distribuídas dentro do gênero 

Rhizobium e que não há justificativa para separar os gêneros 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 próxima de R. tropici.  

Trabalhos sucessivos em relação à posição taxonômica de rizóbios 

e agrobactérias foram realizados. Em 2014 Mousavi e colaboradores investigaram a 

relação filogenética, posição taxonômica 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 árvore 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 próxima das agrobactérias do que 

dos rizóbios. Essas bactérias pertencentes ao complexo R. galegae (grupo A) e 

representaram um gênero novo (Neorhizobium). No grupo B, localizaram se as 

agrobactérias, incluindo A. radiobacter e A. rubi. No grupo C ficaram os rizóbios, 

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 gênero Ensifer (grupo D). E, por fim, tem-se o grupo E, 

composto por espécies de Allorhizobium, onde nota-se a transferência da posição 

taxonomica de Agrobacterium vitis para Allorhizobium vitis. 

Ainda em relação à filogenia dos rizobios, Mousavi e sua equipe em 

2016 apresentaram novas mudanças na filogenia dessas bactérias. Os autores 

propuseram a transferência de R. giardinii, R. herbae, R. capsulatus e R. 

helanshenense para um novo gênero 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 estão distantes geneticamente de Agrobacterium e Rhizobium. Os 

autores sugeriram a transferência dessas bactérias para o gênero Allorhizobium (A. 

vitis, A. taibaishanense, A. paknamense, A. oryzae, A. pseudoryzae, A. 

qilianshanense e A. borbori). Em relação às agrobactérias, as espécies de R. 

nepotum, R. pusense e R. skiernierwicense agruparam no gênero Agrobacterium (A. 

nepotum, A. pusense e A. skiernierwicense). E quanto a R. rhizogenes, os 

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 próxima de R. tropici do que do grupo 

Agrobacterium. Confirma-se, portanto, que o grupo dos rizóbios é heterogêneo, em 

estado de constante atualização taxonômica. Dessa forma, salienta-se que, 

indubitavelmente, estudos de filogenia são importantes para o conhecimento e 

classificação taxonômica microbiana dos rizóbios.  

Continuando a análise do agrupamento resultante da análise dos 

genes 16S rRNA, com aproximadamente 1002 pares de bases (pb) alinhadas, dois 

outros dois grandes grupos foram formados e serão 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 I, apresentando maior similaridade genética com a estirpe tipo R. 

leguminosarum bv. viciae USDA 2370T; R. laguerreae FB206T; R. pisi DSM 30132T; 

R. fabae CCBAU 33202T e R. phaseoli ATCC 14482T. Ao realizar o BLAST das 

sequências de bases dos isolados CPAO no Grupo I (Figura 3) foram observados 

alinhamentos que demonstraram identidade nucleotídica de 99 a 100% com os 

rizóbios do grande grupo de rizóbios ―R. etli-R. leguminosarum‖.  

A estirpe CPAO 26.6F ocupou uma posição isolada entre os grupos 

de rizóbio tipo R. etli CFN 42T e R. laguerrae FB 206T. A identidade nucleotidica 

desse isolado revelou similaridade de 99% com rizóbio R. leguminosarum (bv. viciae 

e bv. trifolli) (Figura 4).  As estirpes CPAO 11.5F e 17.5F agruparam-se com R. etli 

CFN 42T, com 99% de identidade.  

Espécies de R. etli são comumente encontradas em ambos centros 

de origem do feijoeiro (Mesoamericano e Andino). Desse modo, não era de se 

esperar encontrar isolados dessa espécie nos resultados do presente trabalho. No 

entanto, diversos estudos têm relatado a presença 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 não ser considerado centro de origem do hospedeiro, 
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evidências arqueológicas demonstram que o feijoeiro é cultivado há centenas de 

anos no país e que a introdução de R. etli no Brasil pode ter ocorrido através de 

sementes de feijão carregadas de sementes viáveis de rizóbios (Perez-Ramirez et 

al.,1998).    

Em relação aos isolados filogeneticamente próximos do grupo 

―leguminosarum‖, Segovia e colaboradores (1993), levantaram a hipótese de que 

com a colonização da América sementes de feijão carregando R. etli foram 

introduzidas na Europa, onde provavelmente ocorreu a transferência do plasmídeo 

simbiótico, 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 presença 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 Colômbia (Eardly et al., 

1995), país sugerido como terceiro centro de diversificação genética do feijoeiro 

(Gepts e Debuck, 1991). Os resultados deste trabalho, em adição a outros (por 

exemplo, Stocco et al., 2005; Mostasso et al., 2002) indicam que R. leguminosarum 

pode não 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 IV, 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 nucleotídica desses isolados foi de 99 a 100% com estirpes de 

Rhizobium sp. e Agrobacterium. Os isolados CPAO 34.4F3 e 33.12F3 não foram 

agrupados e o BLAST revelou similaridade de 99% com estirpes de Rhizobium sp. 

Contudo, a estirpe tipo que ficou mais próxima desses isolados foi R. radiobacter 

ATCC 19358T. Rashid e colaboradores (2012) avaliaram a diversidade genética de 

36 rizóbios de 25 localidades que nodulam lentilhas em Bangladesh e constataram, 

em condições laboratoriais, estirpes de R. radiobacter, mas que não fixavam 

nitrogênio. Isolados com relações filogenéticas a R. radiobacter têm sido 

recuperados de nódulos de leguminosas em diferentes partes do mundo (ANYANGO 

et al., 1995; CUMMINGS et al., 2009; ZAKHIA et al., 2006). Os autores sugeriram 

que estes isolados não fixadores podem ser oportunistas (quando em condições de 

campo) ou conviverem com espécies nodulíferas de rizóbios no interior do nódulo. 

Contudo, há outros relatos de estirpes mostrando alta semelhança genética com R. 
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radiobacter e que são 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 estável e altamente 

conservado (RAMASAMY et al., 2014), ele não é suficiente para definir uma espécie, 

de modo que uma maior definição pode ser dada pela análise de outros genes 

housekeeping. 
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Fonte: Do autor. 
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Figura 3 - Filogenia dos genes 16S rRNA dos isolados CPAO e de rizóbios tipo com maior similaridade 

genética, construída através do método Neighbor joining e a distância evolucionária calculada através 

do Maximum- likelihood. Bootstrap de 1000 vezes 
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5.4 MLSA - ANÁLISE INDIVIDUAL E CONCATENADA DOS GENES HOUSEKEEPING  

 

Filogenias construídas através de métodos como o MLSA, com base 

em genes que codificam para proteínas essenciais para a célula, resultam em 

melhor distinção para diferenciação 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 análise individual de 

genes conservados localizados no cromossomo das bactérias: glnII, 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 relação na formação dos Grupos I, 

III e IV formados entre os isolados CPAO e os rizóbios tipo.  

Os isolados do Grupo II (CPAO 11.5 e 26.6F), das figuras 4 e 5, se 

agruparam com R. etli CFN 42T nas análises individuais dos genes glnII e gyrB. Ao 

passo que, na análise do gene recA, esses mesmos isolados se agruparam com R. 

oryzae ALT 505T. 

A estirpe CPAO 5.1F apresentou elevada similaridade com R. 

leucaenae em todas análises filogenéticas (Grupo III) realizadas no presente 

trabalho. Além disso, foram observados valores elevados de bootstrap e 100% de 

identidade nucleotídica, tanto para as filogenias individuais, quanto concatenada dos 

genes housekeeping.  

Apesar dos isolados CPAO 33.5F3 e 68.10F3 não formarem 

agrupamento com nenhum rizóbio tipo na análise individual do gene glnII, eles se 

agruparam no Grupo V com A. pusense NRCPB10T nas análises dos genes gyrB e 

recA. 

A quantidade da informação filogenética foi avaliada pelo cálculo do 

número de porcentagem de sítios conservados, regiões variáveis e parsimônia 

informativa (Tabela 4). O gene gyrB apresentou maior número (239) e porcentagem 

(41%) de sítios de parcimônia informativa. Em contraste, os genes glnII e recA 

apresentaram 138 e 90 caracteres, com porcentagens de 31% e 33%, 

respectivamente. 

Ao comparar as filogenias das análises individuais dos genes glnII, 

gyrB e recA com a sequência do gene 16S, os isolados do Grupo I (figura 16S) 
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continuaram no mesmo agrupamento das análises individuais (Figuras 4, 5 e 6). 

CPAO 26.6F e CPAO 11.5F, que haviam se localizado em regiões distintas da figura 

16S, na análise individual agruparam com R. etli CFN 42T (genes glnII e gyrB) e R. 

oryzae ALT 505T(recA).  

A análise concatenada dos três genes pode ser visualizada na figura 

7, e houve a formação de três grupos. No Grupo I, os isolados CPAO 68.11F3, 

41.7F3, 67.1F e T4.4F3 foram agrupados com R. phaseoli ATCC 14482T.O segundo 

grupo foi formado por R. etli CFN 42T e CPAO 26.6F e 11.5F. O Grupo III incluiu R. 

leucaenae CFN 299T e CPAO 5.1F. Os isolados CPAO 34.4F3 e 33.12F3 ficaram 

mais próximos filogeneticamente de A. radiobacter. E os isolados CPAO 33.5F3 e 

CPAO 68.10F3 não apresentaram relação filogenética com os rizóbios tipos 

incluídos no estudo.  

Foi realizada também a análise de identidade nucleotídica. Os 

isolados CPAO 34.4F3 e 33.12F3, que nas filogenias de glnII, gyrB, recA, e  

glnII+gyrB+recA ficaram mais próximas de A. radiobater ATCC19358, apresentaram 

identidade nucleotídica de 93,20% (recA), 88,9% (gyrB), 94,8% (glnII) e 90,4% na 

análise concatenada (glnII+gyrB+recA). No caso das estirpes CPAO 33.5F3 e 

68.10F3 a identidade nucleotídica dessas estirpes revelou elevada similaridade em 

relação à bactéria tipo A. pusense NRCPB10T, com valores de 98,4% para gyrB e, 

em relação 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 Rosselló-Móra (2009), com 

base em estudos comparativos, linhagens de bactérias pertencentes à mesma 

espécie que apresentem os valores de DDH de >70% correspondem à similaridade 

entre as sequências genômicas 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 sequências de nucleotídeos de 

genes compartilhados entre dois organismos correspondem a isolados pertencentes 

à mesma espécie. 

Em 2012, Lópes-Guerrero e colaboradores revisaram a posição 

taxonômica de algumas estirpes de rizóbios do feijoeiro do México, Colômbia, 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 várias características comuns à R. etli. Os autores destacam que a 
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especiação de espécies ―irmãs‖ como R. phaseoli- R. etli parece ser mais recente do 

que quando comparadas com a especiação de outras espécies irmãs 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 não-simbiótico. A. pusense foi descrita como uma 

bactéria não simbiótica da rizosfera de plantas de grão-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 Rincón-Rosales et al., (2009) reportaram perda e baixa 

eficiência de fixação de nitrogênio em isolados de agrobactérias extraídos de 

nódulos 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 nódulos de soja cultivados na América do Sul foram 

eficientes na fixação de nitrogênio. Provavelmente, a transferência horizontal de 

genes seja a explicação mais aceita frente a essas duas situações, uma vez que 

genes localizados no plasmídeo podem ser transferidos para outras bactérias 

formando, assim, transconjugantes. Martinez et al. (1987) e Novikova e Safronova 

(1992), em condições laboratoriais, realizaram a transferência do plasmídeo de 

rizobios para agrobactérias e observaram que as bactérias que haviam recebido o 

DNA extra-cromossomal apresentaram capacidade de nodulação com baixa 

eficiência de fixação de N2. 

A sequência concatenada dos três genes housekeeping revelou o 

alinhamento de 1294 nucleotídeos (Figura 7), compreendendo 736 (57%), 557 (43%) 

e 420 (32%) sítios conservados, variáveis e com informação genética de parcimônia, 

respectivamente (Tabela 4). A tabela 4 reflete a informação genética dos loci 

analisados, onde a região conservada dos nucleotídeos refere se aos nucleotídeos 

que não sofreram alterações genéticas (conservados) para determinada sequência 

de DNA em um grupo de microrganismos. Por outro lado, a região variável reflete as 

modificações nos nucleotídeos observadas para uma mesma sequencia de DNA. 

Contudo, a variação dos nucleotídeos pode ou não refletir características genéticas 

importantes para estudos evolucionários. E, por fim, a parcimônia informativa que 

considera somente as modificações genéticas que ocorreram e que refletem 

informações importantes para estudos filogenéticos. 
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Tabela 4 - Número de sequências e informação filogenética dos loci analisados. 

  
           Número de nucleotídeos (porcentagem) 

   
Locus Estirpes analisadas Conservada Variável 

Parsimônia 
Informativa 

Total de 
nucleotídeos 

16S 50 871 (86,9%) 121 (12%) 86 (8,58%) 1002 

  glnII 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     

glnII+gyrB+recA* 25 736 (57%) 557 (43%) 420 (32%) 1294     

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

    Fonte: Do autor. 
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Fonte: Do autor. 

 CPAO  67.1F 

 CPAO 41.7F3 

 CPAO 68.11F3 

 Rhizobium phaseoli ATCC 14482
T
 (JN580716) 

 CPAO T4.4F3 

 Rhizobium sophoriradicis CCBAU 03470
T
 (KJ831225) 

 Rhizobium laguerrae FB206
T
 (JN558671) 

 CPAO 11.5F 

 CPAO 26.6F 

 Rhizobium etli CFN 42
T
 (CP000133) 

 Rhizobium ecuadorense CNPSo 671
T
 (JN129306) 

 Rhizobium fabae CCBAU 33202
T
 (EF579935) 

 Rhizobium pisi DSM 30132
T
 (JN580715) 

 Rhizobium vallis CCBAU 65647
T
 (GU211771) 

 Rhizobium sophorae CCBAU 03386
T
 (KJ8312410) 

 Rhizobium leguminosarum bv viciae USDA 2370
T
 (AF169586) 

 Rhizobium indigoferae CCBAU 71042
T
 (AY034027) 

 Rhizobium endophyticum CCGE 2052
T
 (JF424619) 

 Pararhizobium giardinii H152
T
 (EU488778) 

 Bradyrhizobium diazoefficiens USDA 110
T
 (BA000040.2) 

 Rhizobium lusitanum P1-7
T 

 (EF639841) 

 Rhizobium rhizogenes ATC 11325
T
 (FJ816281) 

 CPAO 5.1F 

 Rhizobium leucaenae CFN 299
T
 (AF169583) 

 Rhizobium paranaense PRF 35
T
 (EU488787) 

 Rhizobium tropici CIAT 899
T
 (EU488791) 

 Rhizobium freirei PRF 81
T
 (EU488789) 

 Rhizobium miluonense CCBAU 41251
T
 (HM047120) 

 Rhizobium multihospitium CCBAU 83401
T
 (EF490040) 

 Rhizobium hainanense I66
T
 (GU726294) 

 Rhizobium tibeticum CCBAU 85039
T
 (EU407190) 

 Rhizobium mesoamericanum CCGE501
T
 (JF424617) 

 Rhizobium pseudoryzae J3-A127
T
 (HM132108) 

 Rhizobium grahamii CCGE 502
T
 (JF424618) 

 Rhizobium mongolense USDA 1844
T
 (AY929453) 

 Rhizobium gallicum R602
T
 (AF529015) 

 Rhizobium sullae IS123
 T

 (FJ816280) 
 CPAO 33.5F3 

 CPAO 68.10F3 

 Agrobacterium radiobacter ATCC 19358
 T

 (JN580718) 
 CPAO 34.4F3 
 CPAO 33.12F3 99 
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Figura 4- Filogenia do gene glutamina sintetase (glnII) dos isolados CPAO e  rizóbios tipo, 
construída através do método Neighbor joining e a distância evolucionária calculada através 
do Maximum- likelihood, bootstrap de 1000 vezes. 
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 CPAO  68.11F3 

 CPAO 41.7F3 

 CPAO 67.1F 
 Rhizobium phaseoli ATCC 14482
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T
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T
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T
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T
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T
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 Rhizobium tropici CIAT 899
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 (KC293528) 

 Pararhizobium giardinii H152
T
 (HQ438240) 

 Rhizobium pseudoryzae J3-A127
T
 

 Agrobacterium radiobacter ATCC 19358
T
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 CPAO 68.10F3 
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 Rhizobium oryzae ALT 505
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Figura 5- Filogenia do gene DNA gyrase (gyrB) dos isolados CPAO e  rizóbios tipo, 
construída através do método Neighbor joining e a distância evolucionaria calculada 
através do Maximum-likelihood, bootstrap 1000x. 
 

 Fonte: Do autor. 
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Fonte: Do autor. 
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T
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T
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T
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T
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T
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T
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Figura 6 - Filogenia do gene DNA recombinase (recA) dos isolados CPAO e  rizóbios tipo, 
construída através do método Neighbor joining e a distância evolucionaria calculada 
através do Maximum-likelihood, bootstrap 1000x. 
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IN* _ Valores de Identidade Nucleotídica 
Fonte: Do autor. 
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Figura 7 - Filogenia baseada no alinhamento concatenado dos genes housekeeping 

glnII+gyrB+recA dos isolados CPAO e alguns rizóbios tipo. A árvore filogenética foi construída 

através do método Neighbor joining e a distância evolucionaria calculada através do Maximum-

likelihood, bootstrap 1000x.  
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5.5 NOVA LINHAGEM EM NÍVEL DE ESPÉCIE DE RIZÓBIO DE PLANTAS DE FEIJOEIRO NO MATO 

GROSSO DO SUL 

A diversidade de rizobios provavelmente é maior em solos tropicais 

que em regiões subtropicais (OYAIZU et al., 1992; VINUESA et al., 1998; 

ALBERTON et al., 2006). No entanto, o conhecimento sobre a diversidade de 

rizóbios que nodulam o feijoeiro ainda é bastante limitado em solos brasileiros, 

apesar dos avanços verificados nos últimos 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 nucleotídica na sequência concatenada (glnII+ 

gyrB+recA) dessas estirpes, que indicaram 100% de identidade entre a CPAO 

34.4F3 e a 33.12F3 e, quando comparadas à A. radiobacter ATCC 19358, de 90,4%. 

Situação semelhante foi observada para as estirpes CPAO 33.5F3 e 68.10F3, que 

apresentaram similaridade de 98,9% entre si e, quando comparadas à R. radiobacter 

ATCC19358, o valor obtido foi de 89,4%.  



6 CONCLUSÕES 

 

 De acordo com os resultados obtidos, foi possível observar que existe grande 

diversidade genética de rizóbios microssimbiontes de Phaseolus vulgaris no 

Estado de Mato Grosso do Sul, inclusive com indicação de novas espécies. 

 Estudos de sistemática procariótica são importantes, pois auxiliam na 

identificação de bactérias que visam potencializar a contribuição da fixação 

biológica de nitrogênio na agricultura. 
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