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RESUMO

Solos agricolas submetidos a praticas de manejo intensivo e inadequado sao
prejudicados fisica, quimica e biologicamente, levando ao esgotamento de nutrientes
e perda de atividade bioldgica, tornando-os ineficazes para o cultivo. Sabe-se que
bactérias conhecidas como rizobios podem fixar o N, atmosférico, suprindo total ou
parcialmente as necessidades em nitrogénio de plantas, especialmente da familia
Leguminosae (=Fabaceae). Desta maneira, a caracterizagao molecular e filogenética
de rizdbios nativos de solos brasileiros € importante para estudos futuros, visando
aumentar a produtividade agricola sem agredir o meio ambiente. Atualmente, a
filogenia do gene ribossomal 16S rRNA representa a base para estudos taxonémicos
de procariotos, mas a alta conservacdo do mesmo dificulta a identificacdo e a
classificagdo taxondémica de espécies estritamente relacionadas. Além disso, a
ocorréncia de transferéncia horizontal e recombinacao genética pode comprometer a
analise. Assim, o emprego da metodologia de MLSA (Multilocus Sequencing
Analysis) tem conferido maior confiabilidade a estudos taxondmicos e de filogenia.
Tal metodologia consiste em uma analise concatenada de trés a cinco genes do
metabolismo basal de bactérias (genes housekeeping), os quais permitem a
discriminagao de espécies bastante proximas, mas que sdo conservados o suficiente
para estabelecer relagdes filogenéticas. O objetivo deste trabalho foi caracterizar a
diversidade taxonbmica e filogenética de estirpes de Rhizobium simbiontes do
feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.). Foram realizados dois estudos, ambos contendo
estirpes atualmente classificadas como Rhizobium tropici, as quais foram
submetidas a uma analise polifasica envolvendo caracterizagdo morfofisiolégica
(aspectos da col6nia, utilizacdo de fontes de carbono e tolerancia a antibioticos),
genética (BOX-PCR) e filogenética (MLSA). No primeiro estudo, os resultados foram
congruentes em todas as analises, onde as cinco estirpes apresentaram
caracteristicas que as distinguiram das demais espécies de Rhizobium utilizadas
como referéncia. Nos resultados de BOX-PCR e MLSA, as mesmas formaram
clusters separados das demais espécies do género, reforcando a hipdtese de que
podem representar uma nova espécie de Rhizobium. No segundo estudo, as
estirpes apresentaram perfis morfofisiolégicos e genéticos pouco similares entre si, e
os resultados de MLSA agruparam-nas com diferentes estirpes de referéncia,
apontando diversidade entre as mesmas. Em ambos os estudos a metodologia de
MLSA mostrou-se bastante eficiente na definicdo da posicado filogenética das
estirpes e forneceu suporte para estudos futuros. A aplicagao da analise polifasica
foi bastante promissora em ambos os estudos, especialmente no primeiro, onde
confirmou os dados obtidos com MLSA e indicou as estirpes como fortes candidatas
a novas especies.

Palavras—chave: MLSA. Housekeeping. Rizébios.



DALL’AGNOL, Rebeca Fuzinatto. Polyphasic analysis applied to the taxonomy
and phylogeny of rhizobia microsymbionts bean (Phaseolus vulgaris L.). 2013.
103p. Dissertation (Master’s degree in Biotechnology) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2013.

ABSTRACT

Agricultural soils submitted to intense and inadequate management practices are
physically, chemically and biologically damaged, leading to an impoverishment of
nutrients and loss of biological activity, thus inefficient for cultivation. It is known that
bacteria called rhizobia can fix the atmospheric N2, supplying totally or partially the
nitrogen needs of plants, with an emphasis on plants of the Leguminosae
(=Fabaceae) family. Therefore, the molecular and phylogenetic characterization of
indigenous Brazilian rhizobia is important for further studies, in order to increase
agricultural productivity without harming the environment. Currently, the phylogeny of
16S rRNA represents the basis of the prokaryotic taxonomy, but its high conservation
makes it difficult to identify and classify taxonomically closely related species;
besides, the occurrence of horizontal gene transfer and genetic recombination may
compromise the taxonomic study. Thus, the use of MLSA (Multilocus Sequencing
Analysis) methodology has conferred higher reliability to taxonomic and phylogeny
studies. The method consists of a concatenated analysis of three to five genes
related to the basal metabolism of bacteria (housekeeping genes), that allow the
discrimination of very close species, but that are also sufficiently conserved to allow
the establishment of phylogenetic relationships. The objective of this study was to
characterize taxonomically and phylogenetically the diversity of Rhizobium strains
symbionts of common bean (Phaseolus vulgaris L.). Two studies were conducted,
both containing strains currently classified as Rhizobium tropici witch were submitted
to a polyphasic analysis, involving morpho-physiologic (colony morphology, carbon
source utilization and antibiotic tolerance), genetic (BOX-PCR) and phylogenetic
(MLSA) characterization. In the first study, the results were congruent in all tests, and
the five strains showed unique properties, which distinguished them from the other
Rhizobium species utilized as reference. In the BOX-PCR and MLSA analysis, the
strains were grouped separated from the other rhizobial species, reinforcing the
hypothesis that they might represent a new species of Rhizobium. In the second
study, the strains showed highly dissimilar morpho-physiologic and genetic profiles,
and the MLSA results clustered them with different reference strains, indicating high
diversity within this group. In both studies, the MLSA methodology proved to be of
great efficiency in defining the phylogenetic position of the strains, and provided
support for further studies. The polyphasic analysis was highly promising, especially
in the first study, where it confirmed the data obtained by MLSA and pointed out
strains as strong candidates of new species.

Keywords: MLSA. Housekeeping. Rhizobia.
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1 INTRODUCAO

O manejo intensivo e inadequado dos solos agricolas brasileiros leva
a um continuo empobrecimento fisico, quimico e biolégico dos mesmos, resultando
em limitacbes para a vida biolégica. Uma vez que tais organismos sdo fundamentais
nos processos de ciclagem de nutrientes, organizagdo estrutural e fertilidade dos
solos, esta condi¢&o se torna alarmante (GILLER, 2001; HUNGRIA; CAMPO, 2005).

Em solos tropicais a fertilidade € reduzida e agravada pelas
condigdes climaticas (altas temperaturas e pluviosidade, que aceleram a
decomposicdo da matéria organica, provocando perdas na forma de gases e
lixiviagdo), esgotando ainda mais o aporte de nutrientes. Sabe-se que o nitrogénio
(N) € um dos elementos mais requisitados pelas culturas, fazendo com que o
desenvolvimento das mesmas seja produtivo ou limitado, de acordo com sua
disponibilidade no solo. Um solo escasso em nitrogénio pode levar a perdas
agricolas significativas. No entanto, gragas a um grupo de bactérias conhecidas
como bactérias fixadoras de nitrogénio ou diazotrdficas, a fixacdo bioldgica de
nitrogénio atmosférico (N2) pode suprir, total ou parcialmente, essa caréncia. Além
dos beneficios ecoldgicos, a utilizacdo dessas bactérias como inoculantes agricolas
em detrimento de fertilizantes nitrogenados promove uma economia significativa
para os agricultores. No caso da cultura de soja, Hungria, Campo e Mendes (2007)
estimaram uma economia de cerca de 6,6 bilhdes/ano no gasto com fertilizantes.

Por essas razbes, cada vez mais destacam-se os estudos e 0 uso
da fixacdo biologica do N, por bactérias diazotréficas no fornecimento desse
nutriente para os vegetais cultivaveis. Algumas plantas, principalmente da familia
Leguminosae (=Fabaceae), associam-se intimamente com um grupo de bactérias
Gram-negativas, coletivamente denominadas de rizébios, acarretando na formagéo
de o6rgaos altamente especializados na fixagdo biolégica de nitrogénio, chamados
nddulos radiculares (HUNGRIA et al., 1994; SANTOS; REIS, 2008).

Aproximadamente metade da fixacdo global de nitrogénio ¢é
realizada por rizébios (WANG; MARTINEZ-ROMERO, 2000), permitindo a
comparagao da fixagdo biolégica de N, a fotossintese, em termos de importancia
ecoldgica. Sendo assim, a caracterizagdo molecular e filogenética de rizdbios nativos
de solos brasileiros € uma agao de consideravel importancia na recomendagao de

estirpes selecionadas para serem usadas como inoculantes, possibilitando a
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utilizacao mais eficiente destas bactérias nos sistemas de producao agricola (BRILL,
1979; ZILLI et al., 1998; HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2007; RIBEIRO et al., 2009,
2012; DELAMUTA et al., 2012).

Para a classificacdo adequada das estirpes € necessario realizar
testes rigorosos, capazes de determinar caracteristicas gerais e especificas das
culturas bacterianas. Quanto maior a integracdo de diferentes tipos de dados e
informagdes acerca do microrganismo em estudo, maior a confiabilidade nos
resultados. Atualmente, busca-se integrar os estudos fenotipicos, genotipicos e
filogenéticos, a fim de se alcangar um melhor consenso taxondmico. Esse estudo
integrado € chamado de taxonomia polifasica.

O maior nivel da classificacdo bacteriana consiste no Dominio,
compreendendo Archaea e Bacteria. Para cada Dominio sdo descritos os Filos,
Classes, Ordens, Familias, Géneros, Espécies e Subespécies (GARRITY; HOLT,
2001), respeitando-se as regras internacionais descritas pelo “International Code of
Nomenclature of Bacteria” (SNEATH, 1992; VANDAMME et al., 1996).

Segundo Garrity e Holt (2001), a familia Rhizobiaceae possui cinco
géneros: Rhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium, Sinorhizobium (=Ensifer) e
Mesorhizobium. O género Rhizobium foi descrito pela primeira vez em 1896 por
Kirchner e representava o unico grupo de bactérias fixadoras de nitrogénio que se
associavam a certas espécies de leguminosas, formando nddulos. O género foi
criado para diferenciar os rizdbios de outras bactérias do solo, pois as caracteristicas
contidas no codigo de Ferdinand Cohn (pai da taxonomia), o qual classificava os
procariontes conforme tamanho e aparéncia geral das bactérias, ndo eram
suficientes (COHN, 1942).

Nas décadas seguintes, o advento de novas técnicas de biologia
molecular suscitou um grande avango na taxonomia procaridtica. Os conceitos
iniciais das relagdes evolutivas entre microrganismos puderam ser estudados
através de moléculas biologicas, que foram utilizadas como registros histoéricos.
Aliado a isso, o desenvolvimento de técnicas cada vez mais elaboradas de andlises
de sequéncias génicas (analises microbioldgicas e genéticas aliadas a softwares
sofisticados) implicou em um volume cada vez maior de dados, permitindo a
descoberta e a reclassificagao de espécies, ou complementando dados de espécies
ja existentes (KLENK; GOKER, 2010).
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Pesquisas que visem a classificagao e descricdo de espécies com
potenciais agronémicos contribuem largamente para a descoberta de estirpes cada
vez mais eficientes e adaptadas aos solos e culturas brasileiras. O empenho em se
utilizar rizobios como inoculantes agricolas é justificavel pelos beneficios que os
mesmos proporcionam, tanto ecolégicos quanto econdémicos, sendo os estudos
envolvendo tais bactérias de interesse global. Nesse contexto, este estudo teve por
objetivo utilizar uma abordagem polifasica para obter uma melhor definigdo da
posicao taxondmica e sobre as relagdes filogenéticas de rizébios microssimbiontes

do feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.).
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2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar a diversidade taxondémica e filogenética de estirpes de
Rhizobium microsimbiontes de feijao identificadas como fortes candidatas a novas

especies.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Caracterizagcdo fenotipica das estirpes quanto a utilizacdo de
diferentes fontes de carbono e tolerancia a antibiéticos, dentre outros parametros.

b) Avaliar a diversidade genética das estirpes por meio da técnica
de BOX-PCR.

c) Utilizar a metodologia de MLSA (Multilocus Sequencing
Analysis) para inferir as relagdes filogenéticas entre as estirpes analisadas.

d) Realizar uma analise polifasica de todas as caracteristicas

avaliadas.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 SOLO E NUTRIENTES

As praticas de manejo intensivo e inadequado dos solos brasileiros
levam a um empobrecimento fisico, quimico e bioldgico, resultando em solos
desestruturados, suscetiveis a erosdo, deficientes em relagdo ao aporte de
nutrientes e, portanto, ineficazes para servirem de habitat a vida biolégica. Tal
condicdo é preocupante, uma vez que tais organismos sdo fundamentais aos
processos de ciclagem de nutrientes, organizagao estrutural e fertilidade dos solos,
acarretando em um empobrecimento continuo (GILLER, 2001; HUNGRIA; CAMPO,
2005).

Com o crescimento populacional (estima-se que deva atingir oito
bilhdes em 2030) ha uma demanda cada vez maior na oferta de alimentos, os quais
sao frequentemente cultivados em areas improéprias, com excesso de fertilizantes e
defensivos agricolas danosos ao solo, o que agrava ainda mais a degradagéao
ambiental. Dessa forma, o desenvolvimento de tecnologias que garantam a
seguranga alimentar e, a0 mesmo tempo, preservem o0s recursos naturais torna-se
necessario. De 1960 até os dias atuais, cerca de 8,7 bilhdes de hectares de terras
agricultaveis, pastagens permanentes e florestas do mundo ja foram degradadas
(CASSMAN, 1999; FRESCO, 2003; NORSE, 2003; PINSTRUP-ANDERSEN, 2003).
No Brasil, a deterioragao é acentuada pelos estresses ambientais frequentes, como
temperaturas elevadas e longos periodos de estiagem, além do fato de muitas
regides do solo brasileiro apresentarem conteudo e composigdo de nutrientes
aquém dos necessarios para cultivos de interesse agrondmico (HUNGRIA;
VARGAS, 2000; HUNGRIA; CAMPO, 2005).

Sabe-se que o nitrogénio (N) e o fésforo (P) s&o nutrientes exigidos
pelas culturas em grandes quantidades e, por isso, tém relacdo direta com a
produtividade agricola. A caréncia de P €&, geralmente, suprida com fertilizantes
fosfatados, disponiveis comercialmente. No entanto, diversos microrganismos, em
especial fungos micorrizicos, sdo capazes de incrementar a captagcdo do P pelas
plantas, uma vez que se associam intimamente com as raizes, aumentando a area
de absorcdo do mesmo. O P possui mobilidade muito baixa no solo, sendo sua

captagao, muitas vezes, prejudicada pela incapacidade da raiz do vegetal alcancar
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as regides mais abastadas do mineral (MALAVOLTA, 2006). Além das micorrizas,
bactérias do género Pseudomonas (RODRIGUEZ; FRAGA, 1999; PEIX et al., 2003)
e outros géneros de fungos ja utilizados como inoculantes em alguns paises, como
Aspergillus e Penicillium, sdo capazes de solubilizar fontes fosfatadas pouco
disponiveis para os vegetais.

Ja a caréncia de N pode ser suprida, total ou parcialmente, pelo
processo da fixagdo bioldégica do nitrogénio atmosférico (N2). Tal processo vem
recebendo atencao crescente, pois além de prover a demanda de N requerida pela
planta, constitui um procedimento ndo danoso ao meio ambiente, enriquecendo o
solo e evitando as perdas de nutrientes por lixiviagdo (MALAVOLTA, 2006;
HUNGRIA; CAMPO, 2007). Ainda, a substituicdo de fertilizantes nitrogenados por
inoculantes bacteriologicos reduz os custos da produgdo agricola, visto que a
producao de fertilizantes se da através de derivados do petréleo, sujeitos a ajustes
constantes no preco, e os utilizados no Brasil sdo, em sua maioria, importados, ou

seja, cotados em ddlares.

3.2  FIXACAO BIoLOGICA DE NITROGENIO

O N é o quarto elemento mais abundante nos vegetais, presente na
estrutura de acidos nucleicos, bases nitrogenadas, horménios, proteinas, entre
outras moléculas de grande importancia para a sobrevivéncia do organismo, sendo
por isso fundamental em diversos processos metabdlicos. Nas células vegetais, o
nitrogénio representa cerca de 8 a 16% da sua composigéo, sendo superado apenas
pelo carbono (C), pelo oxigénio (O) e pelo hidrogénio (H) (MORGANTE, 2003).

Nos solos pouco férteis das regides tropicais o nitrogénio € o
elemento que mais limita o desenvolvimento das plantas. Suas fontes constituem o
solo, essencialmente na forma organica (98%), mas também nas formas inorganicas
aménia (NHs, convertida em NH;" em contato com H,0), nitratos (NO3’) e nitritos
(NO2) (MORGANTE, 2003; ALFAIA, 2006), resultantes da decomposi¢ao da matéria
organica; os fertilizantes nitrogenados; os processos de fixagdo nao-bioldgica,
decorrentes de descargas elétricas (promovem a oxidagdo do N> em NOsg,
combustéo e vulcanismo (liberacdo de NH3); e o processo de fixagdo bioldgica de
nitrogénio atmosférico (FBN) (BRILL, 1979; POSTGATE; HILL, 1979; POSTGATE,
1982; NEWTON, 2000; MALAVOLTA, 2006). A atmosfera, apesar de conter quase
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80% de nitrogénio na forma gasosa (Nz), ndo representa uma fonte disponivel para
as plantas, nem para outros organismos eucariontes, que sao incapazes de absorver
0 gas nitrogénio e converté-lo em uma forma assimilavel. Tal inabilidade deve-se a
tripla ligagédo existente entre os dois atomos de N, uma das mais fortes ligagbes ja
registradas na natureza (HUNGRIA et al., 1994). Somente microrganismos
conhecidos como fixadores de nitrogénio possuem o aparato enzimatico capaz de
converter a forma gasosa do nitrogénio em formas assimilaveis pelas plantas (ZILLI
et al., 1998).

Com o cultivo, o reservatoério de nitrogénio do solo pode ser
rapidamente esgotado. Além disso, as condi¢cdes climaticas dos solos brasileiros
(alta temperatura e umidade) aceleram a decomposicdo da matéria organica,
levando a perdas na forma de gases e por lixiviagao, antecipando o esgotamento do
nutriente no solo (MALAVOLTA, 2006; MELO; ALLEONI, 2009). As perdas na forma
de gases ocorrem porque no solo também existem bactérias que convertem o NHy4"
em NO; (Nitrossomonas sp.) e, depois, em NOj3 (Nitrobacter sp.) — bactérias
nitrificantes —sendo este ultimo transformado em gas N, por bactérias
desnitrificantes. Os fertilizantes nitrogenados, obtidos pela fixagdo industrial (também
chamado processo de Haber-Bosch) fornecem nitrogénio na forma amonical (NH4").
No entanto, o processo € bastante dispendioso, requerendo altas temperaturas
(cerca de 300 a 600° C), pressdes (100 a 800 atm), hidrogénio derivado de petréleo
e catalisador contendo ferro (ALFAIA, 2006; HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2007,
MME, 2009). Além do alto custo, grande parte do N presente nos fertilizantes é
incorporado nas substéncias humicas por imobilizagdo (transformagdo do N
inorganico para N organico) por certos grupos de microrganismos do solo — cerca
de 20 a 50% (CASSMAN, 2003; ALFAIA, 2006, MELO; ALLEONI, 2009) — ou
perdidos por lixiviagdo, sendo este ultimo responsavel pela poluicdo de rios, lagos e
lencois freaticos (CASSMAN, 2003; RIVAS; GARCIA-FRAILE; VELAZQUEZ, 2009).
Segundo Kelley e Stevenson (1995), aproximadamente 1/3 do N contido nos
fertilizantes aplicados em um primeiro cultivo permanece no solo na forma organica,
sendo menos de 15% aproveitado no cultivo seguinte.

Por essas razdes, cada vez mais destaca-se a pesquisa e 0 uso da
fixac&do bioldgica de Nz por bactérias denominadas fixadoras de N2 ou diazotrdficas,
visando o fornecimento desse nutriente para os vegetais cultivaveis. A fixagao é

possivel porque esse grupo de procariontes possui uma enzima chamada
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dinitrogenase, a qual possui subunidades proteicas capazes de transportar elétrons
para que a reducdo do N, ocorra. Essas subunidades correspondem a Ferro-
proteina (Fe-proteina) e a Molibdénio-Ferro-proteina (MoFe-proteina). A reducdo do
N, se da por varias transferéncias de elétrons, e requer alta quantidade de ATP
(Adenosina Trifosfato). A unidade de Fe-proteina recebe elétrons de uma terceira
molécula, que também auxilia esse processo, a ferrodoxina. Apds recebé-lo, a Fe-
proteina doa elétrons para a MoFe-proteina, que os acumula até concentrar oito
elétrons. Somente com os oito elétrons € que a redugdo completa do N, a NH3
ocorre pela reacdo N, + 16 ATP + 8e-+ 8H" ---> 2 NH3 + H, + 16 ADP + 16 Pi
(MORGANTE, 2003; MALAVOLTA, 2006).

3.2.1 Bactérias Simbibnticas Fixadoras de Nitrogénio

Diferentes graus de associacdo da bactéria com a planta séo
observados na natureza, sendo essa especificidade utilizada como critério de
classificagdo. Como exemplo, tém-se as associativas (associam-se a raizes de
plantas, sem invadir as células), endofiticas (invadem as células, mas ndo provocam
formagdo de nddulos) e simbidticas, (POSTGATE, 1982; MAGNANI, 2005;
MOREIRA et al., 2010). A este ultimo grupo pertencem géneros de bactérias Gram-
negativas coletivamente denominadas de rizébios, albergando o0s géneros
Rhizobium,  Bradyrhizobium,  Azorhizobium,  Sinorhizobium  (=Ensifer) e
Mesorhizobium (GARRITY; HOLT, 2001). A simbiose ocorre principalmente com
determinadas espécies da familia Leguminosae (=Fabaceae), acarretando na
formagdo de orgaos altamente especializados na fixagao biolégica de nitrogénio,
chamados nédulos radiculares (HUNGRIA et al., 1994; SANTOS; REIS, 2008).

A formacdo de ndédulos (Figura 1) € um processo complexo,
envolvendo vérias etapas de alteragdes fisioldgicas e morfoldgicas, tanto na planta
hospedeira, quanto na bactéria. Eles consistem principalmente de células da planta
que sofreram alteragdes estruturais para conter inumeros grupos de bactérias
individualizadas por uma membrana, os bacteroides, formas endo-simbidticas de
células bacterianas que sofreram varias modificacdes bioquimicas e se tornaram
especializadas na fixagao biolégica do N, (MORGANTE, 2003; SANTOS; REIS,

2008). Tais mudangas visam a obtencdo de carboidratos pela bactéria que,
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abastecida com fontes de ATP, possui o poder redutor necessario ao processo de
formagdo de NH; a partir do N2, a qual logo séo incorporados prétons, passando a
NH,*. Como os ions de aménio sdo toxicos para a planta, eles s&o rapidamente
convertidos em compostos organicos, como as amidas e ureidos, capazes de nutrir
a planta hospedeira (HUNGRIA et al., 1994).

Figura 1 - Formac&o do nodulo radicular em alfafa.

Fonte: (MORGANTE, 2003).

A intricada interacdo molecular entre bactérias simbidticas e as
plantas hospedeiras na complexa formacdo dos nodulos permite as bactérias
simbidticas viverem saprofiticamente no solo e, a partir do momento em que
recebem sinais quimicos sintetizados pela planta hospedeira, iniciar o processo de
infecgdo (DROZDOWICZ, 1997; MORGANTE, 2003; SANTOS; REIS, 2008). Os
sinais geralmente correspondem a flavonoides, moléculas que atraem as bactérias
para a regido da rizosfera por quimiotactismo positivo e que sao, também,
responsaveis por produzirem indutores da transcricdo de genes de nodulacéo (nod,
nol e noe) das bactérias, resultando na sintese dos fatores de nodulagdo (Nod).
Esses fatores sdo moléculas de lipo-quitino-oligossacarideos, determinantes para o
reconhecimento entre a bactéria e a planta hospedeira e pela indugdo de uma

intensa divisdo celular no cortex da raiz. Apds responderem aos sinais quimiotaticos
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e atingirem a rizosfera, as bactérias se multiplicam, colonizando os tricomas (pelos)
radiculares. Os tricomas enrolam-se, envolvendo grupos de bactérias que, em
seguida, degradam uma porgao da parede celular do tricoma, levando a invaginagéo
do plasmalema. Por fim, as bactérias invadem o tricoma através do canal formado
pela invaginagao do plasmalema, dando origem ao cordao de infecgao (HUNGRIA et
al., 1994; MORGANTE, 2003).

O cordao de infecgao cresce em diregao as células em divisdo no
cértex da raiz. No seu interior, as bactérias continuam se multiplicando. Essa regido
do coértex da raiz, com intensa divisdo celular, recebe o nome de nddulo primario.
Quando o cordao de infecgdo chega as proximidades do nédulo primario, ele se
ramifica para invadir as células vegetais. Pequenos grupos de bactérias sao
liberados dentro do citoplasma das células vegetais no nédulo primario, envoltas por
membranas derivadas do cordao de infecgdo. Assim, a célula vegetal passa a conter
varios grupos de bactérias individualizadas em membranas. A partir do
estabelecimento do ndodulo radicular, essas bactérias param de se multiplicar,
aumentam em tamanho e sofrem as alteracbes bioquimicas que as tornam
especializadas em fixacdo de N, caracterizando-as como bacteroides (MORGANTE,
2003).

Para que a relagado simbidtica entre a planta hospedeira e o rizdbio
possa ocorrer € necessario que as bactérias portem genes responsaveis pelo
processo de fixagado bioldgica de nitrogénio (FBN), denominados genes nif e fix, e
pelo processo de nodulagdo, chamados genes nod nol e noe (HUNGRIA; STACEY,
1997; MORGANTE, 2003; RIVAS; GARCIA-FRAILE; VELAZQUEZ, 2009). Esses
genes estdo localizados em elementos genémicos potencialmente transferiveis, que
podem ser plasmideos ou megaplasmideos, nas espécies de Rhizobium,
Sinorhizobium, Mesorhizobium amorphae e Mesorhizobium huakuii, ou regides
cromossomais transferiveis, em Mesorhizobium loti, Bradyrhizobium japonicum e
Bradyrhizobium elkanii (WANG; MARTINEZ-ROMERO, 2000; SANTOS; REIS,
2008).

Aproximadamente metade da fixacdo global de nitrogénio é
realizada por rizobios (WANG; MARTINEZ-ROMERO, 2000), evidenciando a sua
importancia ecoldgica e econémica (no Brasil, 0 uso de inoculantes de rizébio em
soja reduzem em cerca de 6,6 bilhbes de ddlares/ano os gastos com fertilizantes - a

demanda nacional atual gira em torno de dois milhdes de toneladas por ano)
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(HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2007). Sendo assim, a caracterizagao molecular e
filogenética de rizébios nativos de solos brasileiros € uma acado de consideravel
importancia para a recomendacao de estirpes selecionadas para serem usadas
como inoculantes, possibilitando a utilizagdo mais eficiente destas bactérias nos
sistemas de producédo agricola (BRILL, 1979; ZILLI et al., 1998; HUNGRIA; CAMPO;
MENDES, 2007; DELAMUTA et al., 2012; RIBEIRO et al., 2009, 2012).

3.3 TAXONOMIA E FILOGENIA DE PROCARIONTES

A taxonomia bacteriana, também chamada sistematica bacteriana ou
biossistematica, pode ser definida como a ciéncia que lida com a classificacéo
(ordenagao dos microrganismos em taxas, de acordo com a similaridade entre eles),
identificacdo (alocagao de estirpes desconhecidas dentro de grupos taxonémicos
condizentes com suas caracteristicas) e nomenclatura (nomeagdo dos grupos
taxondmicos de acordo com as regras internacionais descritas pelo “International
Code of Nomenclature of Bacteria”) (SNEATH, 1992; VANDAMME et al., 1996). O
maior nivel da classificagdo bacteriana consiste no Dominio, representados por
Archaea e Bacteria. Para cada Dominio sdo descritos os Filos, Classes, Ordens,
Familias, Géneros, Espécies e Subespécies (GARRITY; HOLT, 2001).

Uma classificacdo apropriada deve estar baseada em processos
rigorosos, a fim de evitar erros ou duvidas durante o desenvolvimento de uma
pesquisa cientifica, ou durante a reproducdo de um produto baseado em culturas
microbianas. Atualmente, busca-se a integragao de diferentes tipos de dados e
informagbes acerca do microrganismo em estudo, o que fornece um melhor
consenso taxonémico. Este estudo integrado € chamado de taxonomia polifasica, e
consiste em analises fenotipicas, genotipicas e filogenéticas, as quais contribuem
para uma completa definicdo da biossistematica moderna.

As informacgbes fenotipicas s&o obtidas através de estudos
envolvendo a expressao dos genes, como analises de proteinas e suas fungdes,
marcadores quimiotaxondmicos, ou outras caracteristicas que correspondam a
expresséo final dos genes. Dentre elas, incluem-se analises de morfologia, fisiologia,
sorologia, perfil de acidos graxos celulares e exopolissacarideos, padrdes
enzimaticos (Multilocus Enzyme Electrophoresis - MLEE), entre outros (GILLIS, et
al., 1995; VANDAMME et al., 1996).
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As técnicas fenotipicas sao utilizadas principalmente como meio de
complementariedade, dando maior sustentabilidade aos dados obtidos de uma
determinada espécie. Isto porque o conhecimento pleno de um genoma nao pode
ser obtido apenas com informagdes fenotipicas, uma vez que a expressao destes
pode ser alterada conforme as condigcdes ambientais e laboratoriais.

Nos estudos genotipicos sdo analisados os acidos nucleicos (DNA e
RNA) como moléculas informativas. Diversas técnicas podem ser empregadas para
se obterem as informagdes pretendidas, como porcentagem de G+C, hibridagéo
DNA-DNA, padrées de restricao (RFLP, PFGE), sequenciamento de genes e PCR-
fingerprinting, entre outras (VANDAMME et al., 1996; STACKEBRANDT et al., 2002).

A metodologia de analise a ser utilizada vai depender do objetivo do
estudo, como o nivel de resolugdo taxonbémica que se deseja obter. Para atingir
classificagdes em nivel de género ou espécie, nem sempre € necessaria a aplicagao
de mais de uma técnica; no entanto, quando se deseja descrever uma nova espécie,
sdo necessarias técnicas fenotipicas, genotipicas e filogenéticas. Atualmente, conta-
se com um grande volume de informagbes de sequéncias de nucleotideos e
aminoacidos, de diversas espécies de microrganismos, que podem ser acessadas
pela internet a qualquer momento. O desenvolvimento de técnicas cada vez mais
elaboradas de analises de sequéncias génicas (analises microbiolégicas e genéticas
aliadas a softwares sofisticados) implica no aprimoramento de programas
matematicos, estatisticos e computacionais, utilizados para a organizagdo e
avaliacao dos dados. Esse grande volume de dados reflete a importancia que estas
técnicas, especialmente o sequenciamento do DNA, conquistaram dentro de
diferentes ramos da Ciéncia, sobretudo na ciéncia taxondmica (KLENK; GOKER,
2010).

3.3.1 Taxonomia de Rizdbios

O género Rhizobium, descrito pela primeira vez em 1896 por
Kirchner, a partir de caracteristicas fenotipicas, representava o unico grupo de
bactérias nodulantes fixadoras de nitrogénio, conhecidas por se associarem
simbioticamente com leguminosas. Em 1932, Fred, Baldwin e Mccoy descreveram a

espécie Rhizobium phaseoli, nodulante do feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.). Nessa
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época, Ferdinand Conn, considerado pai da taxonomia bacteriana, publicou um
codigo para a classificagao de procariontes baseado no tamanho e aparéncia geral
das bactérias (CONN, 1942). Mais tarde, os rizobios foram reclassificados em
Rhizobium leguminosarum, com trés biovares, nomeados de acordo com a planta
hospedeira, bv. viciae (Pisum sativum), bv. trifolii (Trifolium spp.) e bv. phaseoli
(Phaseolus vulgaris) (JORDAN, 1984; RIBEIRO et al., 2009; RIVAS; GARCIA-
FRAILE; VELAZQUEZ, 2009).

No entanto, essas caracteristicas (tamanho e aparéncia geral), bem
como outros aspectos fenotipicos considerados no inicio do século XX com o
Manual de Bergey (BERGEY et al., 1923), ndo diferenciavam os rizébios de outras
bactérias do solo. A partir de entdo, todas as bactérias que possuiam capacidade
nodulifera eram alocadas no género Rhizobium, sendo esta a caracteristica
considerada para diferencia-las de outras bactérias do solo (COHN, 1942; ORLA-
JENSEN, 1909 apud RIVAS; GARCIA-FRAILE; VELAZQUEZ, 2009). Em 1974,
quando o Manual de taxonomia Bergey foi oficialmente validado, seis espécies de
Rhizobium, foram descritas, utilizando como critério a inoculagdo cruzada (conceito
de que cada rizébio nodulava apenas uma espécie de Leguminosae) entre o
microssimbionte e a planta hospedeira, os quais correspondem as espécies
Rhizobium leguminosarum, R. japonicum, R. lupini, R. meliloti, R. phaseoli e R. trifoli
(JORDAN; ALLEN, 1974).

Esse mesmo conceito de inoculacdo cruzada foi utilizado para
descrever espécies de Agrobacterium, também incluidas na familia Rhizobiaceae,
diferindo de Rhizobium por apresentarem, em seu plasmideo, genes de
patogenicidade ao invés de genes de nodulagdo. No entanto, essa concepgao foi
desconsiderada, visto que uma unica espécie de leguminosa pode abrigar mais de
uma espécie de bactéria (promiscuidade na nodulagédo), como é o caso do feijoeiro
(MARTINEZ-ROMERO et al., 1991; VARGAS; HUNGRIA, 1997; MICHIELS et al.,
1998).

Nas décadas seguintes, caracteristicas fisioldgicas, bioquimicas e
genéticas passaram a ser consideradas na classificagcdo bacteriana de rizébios,
permitindo a divisdo dos mesmos em dois grupos, os de crescimento rapido ou
crescimento lento, ainda dentro do género Rhizobium (JORDAN; ALLEN, 1974;
BUCHANAN, 1980). A seguir, em 1982, surgiu o género Bradyrhizobium, sendo a

nomenclatura referente a baixa taxa de crescimento (bradus = lento) dos exemplares
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de Rhizobium japonicum, que passou, entdo, a ser reclassificada como
Bradyrhizobium japonicum (JORDAN, 1982, 1984).

Posteriormente, mais quatro géneros foram inseridos na familia
Rhizobiaceae, sendo eles: Azorhizobium (DREYFUS; GARCIA; GILLIS, 1988),
Mesorhizobium (JARVIS et al., 1997), Sinorhizobium (CHEN; YAN; LI, 1988) e
Allorhizobium (DE LAJUDIE et al.,, 1998), o qual voltou a pertencer ao género
Rhizobium, segundo Rivas, Garcia-Fraile e Velazquez (2009).

Com o advento de novas técnicas de biologia molecular, a
taxonomia procaridtica passou por uma verdadeira revolugdo. ldeias iniciais de
Zuckerkandl e Pauling (1965), os quais propuseram que a relagao evolutiva entre
microrganismos pode ser estudada utilizando-se moléculas bioldégicas como
registros historicos, foram aplicadas nas novas metodologias, como reag¢des de PCR
(Polymerase Chain Reaction) e sequenciamento molecular (INNES et al., 1988;
SAIKI et al., 1988; WINSHIP, 1989).

De acordo com a taxonomia atual, os rizobios encontram-se
classificados como pertencentes a: Dominio: Bacteria; Filo: Proteobacteria; Classe:
Alfaproteobacteria; Ordem: Rhizobiales; distribuidos nas Familias Rhizobiaceae,
Phyllobacteriaceae, Bradyrhizobiaceae, Methylobacteriaceae e Hiphomicrobiaceae;
e compreendendo dez géneros: Azorhizobium, Bradyrhizobium, Devosia,
Phyllobacterium, Ochrobactrum, Blastobacter, Mesorhizobium, Methylobacterium,
Rhizobium e Sinorhizobium (GARRITY; HOLT, 2001; NCBI, 2011). Em numero, as
espécies descritas, para os respectivos géneros sao: duas de Azorhizobium, 14 de
Bradyrhizobium, 14 de Devosia, oito de Phyllobacterium, 17 de Ochrobactrum, cinco
de Blastobacter, 23 de Mesorhizobium, 41 de Methylobacterium, 63 de Rhizobium e
13 de Sinorhizobium (STRAININFO, 2012).

Agrobacterium, apesar de constituir um género a parte, ainda possui
uma classificagdo imprecisa dentro de Rhizobiacea. Alguns autores consideram a
relacdo Agrobacterium — Rhizobium proxima o suficiente para ser incluida no mesmo
género (YOUNG et al., 2001; YOUNG, 2003); outros afirmam que as diferengas
entre os géneros sao suficientes para distingui-los (FARRAND; VAN BERKUM;
OGER, 2003). Pesquisas filogenéticas com base em genes conservados como o
16S rRNA e genes do metabolismo basal revelaram uma posigdo muito préxima de
Agrobacterium ao género Rhizobium, sendo necessarios mais estudos para definir a

taxonomia apropriada deste género (RIBEIRO et al., 2009). A nomenclatura de
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Sinorhizobium também ¢é controversa; propbs-se a unido de todos os
microrganismos classificados como Sinorhizobium para o género Ensifer (MARTENS
et al., 2007; YOUNG, 2003), uma vez que este ultimo possui prioridade quanto a
data de publicacdo (1982 para Ensifer e 1988 para Sinorhizobium), porém, tal
modificagdo ainda gera implica¢des quanto a validade do taxon (YOUNG, 2010).
Algumas espécies de bactérias capazes de nodular e fixar N, em
simbiose com leguminosas foram identificadas como pertencentes a classe das
Betaproteobacteria; Ordem: Burkholderiales; Familia: Burkholderiaceae; género:
Burkholderia (MOULIN et al., 2001). A Figura 2 apresenta a relagdo dos géneros e
similaridades entre eles, conforme Willems (2006), que ainda considera

Agrobacterium e Allorhizobium como géneros distintos dentro de Rhizobiaceae.



Figura 2 - Filogenia de rizébios conforme o gene ribossomal 16S
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3.4 FERRAMENTAS DA ANALISE TAXONOMICA ATUAL

3.4.1 DNA Ribossomal 16S e Hibridacdo DNA-DNA

Um dos estudos envolvendo macromoléculas consiste na utilizacao
do gene ribossomal 16S como marcador filogenético universal para procariontes. Os
principais motivos desta escolha estdo baseados no fato do 16S rRNA ser um gene
envolvido na sintese proteica e, portanto, universal; no fato de a taxa de evolucéo do
mesmo ser baixa, retendo informacgdes filogenéticas valiosas; e por acreditar-se que
eventos de transferéncia horizontal seriam raros nesses genes (WOESE; KANDLER,;
WHEELIS, 1990; HARRIS et al., 2003).

Assim, tanto o 16S rRNA como outros genes conservados
evolutivamente e com potencial para refletir relacbes evolutivas entre os
microrganismos comecg¢aram a ser utilizados como relégios moleculares. As
substituicdes nucleotidicas no DNA sao consideradas diretamente proporcionais ao
tempo evolutivo transcorrido na diferenciacdo das espécies, permitindo-se estimar o
tempo e o grau de divergéncia entre as espécies (LLORET; MARTINEZ-ROMERO,
2005).

A classificagdo em nivel de espécie, unidade basica da taxonomia,
requer que a estirpe desconhecida apresente 70% ou mais de similaridade com a
estirpe-tipo, por hibridagdo DNA-DNA (HDD) e 5°C, ou menos, nos valores de ATm
(diferenca na temperatura de melting, ou seja, diferenca na temperatura de
desnaturagdo da dupla fita entre os hibridos e os homdlogos, em condi¢des
padronizadas) (VANDAMME et al., 1996; GEVERS et al., 2005). A HDD permite a
comparagao dos genomas inteiros das duas espécies analisadas, por similaridade
de pareamento entre as fitas de DNA. Ao misturarem-se dois genomas distintos,
desnatura-los e, sob condigdes controladas, promover a reassociacao das fitas, as
moléculas resultantes conterdo uma fita de cada DNA (molécula hibrida). Quanto
maior for a similaridade entre as sequéncias de bases nitrogenadas, maior sera a
interacao entre as diferentes fitas e, portanto, maior a temperatura necessaria para
dissocia-las. Dessa forma, se na molécula de DNA original a temperatura necessaria
para a reassociagao € de 50°C e, na molécula hibrida, essa temperatura for de 48°C,

tem-se uma diferenga de apenas 2°C na Tm, indicando alta similaridade.
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Apesar de amplamente utilizada, a hibridagdo apresenta variagdes
nos valores quando reproduzida em diferentes laboratérios (VANDAMME et al.,
1996; GEVERS et al., 2005) e constitui um procedimento extremamente laborioso,
de alto custo, o que dificulta as analises, especialmente em paises de maior
biodiversidade, onde se requer a hibridagdo de um grande numero de estirpes. Além
disso, ndo existe um banco de dados que permita a comparagao de resultados
obtidos por HDD entre diferentes estudos (RAMOS et al., 2011).

Em relacgdo ao gene 16S rRNA, admite-se que bactérias
apresentando sequéncias com menos de 97% de similaridade com a espécie-tipo
possam representar uma nova espécie (VANDAMME et al.,, 1996). Com os
resultados de analises envolvendo esse gene, podem-se identificar estirpes
desconhecidas por comparacéo de suas sequéncias com sequéncias ja disponiveis
em bacos de dados (GEVERS et. al., 2005). A utilizagdo do gene ribossomal 16S
tem vantagens como: 1) sdo encontrados em todos os organismos vivos, uma vez
que o0s organismos n&o viveriam sem proteinas ribossomais; 2) sua estrutura,
altamente conservada, permite o alinhamento correto das sequéncias nucleotidicas;
3) sdo componentes principais da estrutura dos ribossomos e, portanto, abundantes
nas células, facilitando a sua identificacdo; 4) diferengcas nas sequéncias desses
genes indicam evolugbes em taxas diferentes, elucidando as relagdes filogenéticas
(WOESE, 1987; DELONG; WICKHAM; PACE, 1989; AMANN; KRUMHOLZ; STAHL,
1990; WOESE; KANDLER; WHEELIS, 1990; WEISBURG et al., 1991; WILLEMS;
COLLINS, 1993; OLSEN; WOESE; OVERBEEK, 1994; VANDAMME et al., 1996;
MARTINEZ-ROMERO; CABALLERO-MELLADO, 1996; PACE, 1997; VAN BERKUM
et al.,, 1998; GARRITY; HOLT, 2001; CANNONE et al., 2002).

No entanto, assim como na hibridacdo DNA-DNA, estudos recentes
indicam que a analise filogenética com base apenas no gene ribossomal 16S pode
resultar em dados incongruentes (MARTENS et al., 2007). Isso porque o 16S rRNA
apresenta um grau muito elevado de conservagéo, podendo nao diferenciar estirpes
pertencentes a espécies distintas, porém, com nivel elevado de similaridade no 16S
rRNA . Além disso, ha evidéncias de que esses genes podem sofrer transferéncia
horizontal e recombinacgao, resultando em sequéncias mosaicas (VAN BERKUM et
al., 2003; GEVERS et al., 2005; VINUESA et al., 2005; MARTENS et al., 2007),
quebrando o pressuposto evolucionario de que em genes ribossomais n&o ocorriam

tais processos. Dessa forma, embora os genes ribossomais ainda sejam as
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macromoléculas mais utilizadas para estimar as relagcbes filogenéticas entre as
bactérias, a intensidade da divergéncia na sequéncia do gene 16S rRNA ¢ limitada e
insuficiente para distinguir claramente as espécies (OLSEN; WOESE, 1993;
LUDWIG; SCHLEIFER, 1994; BARRERA et al., 1997; WANG; MARTINEZ-
ROMERO, 2000; COENYE et al., 2001; COENYE; VANDAMME, 2003). Tais
observagdes implicam na necessidade de utilizagdo de outras metodologias que
possam complementar os resultados do gene 16S e da hibridagdo DNA-DNA na

analise filogenética.

3.4.2 Multilocus Sequence Analisys (MLSA)

Uma nova estratégia para os estudos de taxonomia e filogenia
bacteriana consiste na andlise conjunta de multiplos genes (loci), os quais
apresentem taxa de evolugdo mais rapida do que os genes ribossomais, mas com
nivel de conservagao suficientemente alto para conter informagdes evolutivas
(STACKEBRANDT et al.,, 2002; GEVERS et al.,, 2005; MARTENS et al., 2007;
RIBEIRO et al., 2009; RIVAS; GARCIA-FRAILE; VELAZQUEZ, 2009). Assim, a
analise conjunta desses varios genes funcionaria como um “tamp&o” contra os
efeitos de recombinagao genética ou transferéncia horizontal ocorridos em um unico
gene, além de esclarecer a distingao entre espécies altamente relacionadas.

Tendo em vista essa estratégia, muitos grupos bacterianos foram
estudados de acordo com a metodologia de Multilocus Sequence Typing (MLST),
que consiste no sequenciamento e analise conjunta (uma Uunica sequencia
concatenada) de, no minimo, cinco genes housekeeping (STACKEBRANDT et al.,
2002; ZEIGLER, 2003; RIVAS; GARCIA-FRAILE; VELAZQUEZ, 2009), os quais
consistem em genes relacionados ao metabolismo celular, ou seja, genes essenciais
para a sobrevivéncia do microrganismo. Segundo Zeigler (2003) e Thompson et al.
(2005), a escolha dos genes housekeeping precisa obedecer alguns critérios, como:
1) estarem no genoma em uma unica copia; 2) estarem distribuidos no genoma com
uma distdncia minima entre os genes de 100 kb; 3) apresentarem extensao
nucleotidica suficiente para permitir o sequenciamento; e 4) devem conter

informacdes suficientes para a analise.
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Baseada na MLST foi proposta a metodologia de MLSA (Multilocus
Sequence Analysis), a fim de ser aplicada na taxonomia bacteriana para a definicao
de espécies. Na metodologia de MLSA sado utilizados grupos de linhagens
representativas de um género, e os estudos incluem andlises filogenéticas, com
base em sequencias presentes em todas as linhagens representativas do taxon
(género ou familia). Devido a estas caracteristicas o MLSA tem demonstrado alto
poder de resolucdo, permitindo a discriminacdo de estirpes em nivel de espécie
(ZEIGLER, 2003; GEVERS et al., 2005; RIBEIRO et al.,, 2009) que ndo seriam
atingidas somente com a analise do gene 16S rRNA.

A diferenca, em relagdo ao MLST, esta pautada no fato de que, por
MLSA, se utilizam grupos mais diversos de estirpes e 0s genes nao sao
necessariamente housekeeping, mas estdo presentes em todos os microrganismos
em analise e cumprem os mesmos requisitos do MLST, incluindo um critério a mais
na escolha dos genes, que € a necessidade dos mesmos apresentarem dados
correlacionados com os obtidos com o gene ribossomal 16S e com os percentuais
de similaridade obtidos por hibridacdo DNA-DNA (GEVERS et al., 2005; MENNA et
al., 2009b; MARTENS et al., 2007; RIBEIRO et al., 2009).

Na analise das sequéncias geradas por MLSA sao utilizados
programas com algoritmos capazes de calcular a distédncia evolutiva entre as
linhagens, permitindo, assim, a distingdo em nivel de espécie; ja na metodologia de
MLST é possivel identificar apenas o grau de similaridade entre as sequéncias em
estudo (GEVERS et al.,, 2005), sendo utilizada em estudos onde se deseja
discriminar estirpes em nivel intraespecifico, ou seja, estirpes de uma mesma
espécie.

Dessa maneira, a metodologia de MLSA aparece como uma
ferramenta bastante util no fornecimento de informacbes sobre o processo de
identificacdo e evolugdo bacteriana, permitindo um melhor entendimento das
interagbes bioldgicas e, consequentemente, auxiliando amplamente na conservagao
e restauragao bioldgica. Ainda, tal metodologia pode contribuir em outros estudos,
por exemplo, de diversidade bacteriana, que refletem os disturbios causados no solo
pela agricultura, poluicdo e outros estresses (ELLIOT; LYNCH, 1994; ZILLI et al.,
2003), para aprimorar o entendimento da qualidade do solo e o desenvolvimento de
agrossistemas sustentaveis (THOMAS; KEVAN, 1993) e colabora com a

identificacdo de bactérias com elevado potencial agronémico.
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Alguns dos genes housekeeping utilizados nos ultimos anos como
marcadores filogenéticos na classificacdo de estirpes de rizébios sdo o atpD e o
recA (GAUNT et al., 2001; ZEIGLER, 2003; MENNA; HUNGRIA; BARCELLOS,
2009a; RIBEIRO et al., 2009; REN et al., 2011), o glnA e o ginB (WERNEGREEN;
RILEY, 1999; TURNER; YOUNG, 2000; MARTENS et al., 2007), o dnaK
(STEPKOWSKI et al., 2003; MENNA; HUNGRIA; BARCELLOS, 2009a; RIBEIRO et
al., 2009; REN et al., 2011), o thrC e o gltA (HERNANDEZ-LUCAS et al., 2004;
MARTENS et al., 2007; RIBEIRO et al., 2009).

Novas espécies de rizobios vém sendo descritas nos ultimos anos,
refletindo o numero crescente de grupos de pesquisa envolvidos em estudos da
diversidade de rizobios. A maior parte das novas espécies tem sido isolada de
regides tropicais, realgando a importancia dos tropicos como fonte de biodiversidade.
Considerando o grande numero de microrganismos que ainda existem para serem
identificados e classificados, e o notavel avanco das técnicas de biologia molecular
(as quais tém gerado uma quantidade consideravelmente grande de dados,
permitido um refinamento nas analises taxondmicas), a moderna biossistematica

adquire cada vez mais importancia dentro da microbiologia.

3.4.3BOX-PCR

A caracterizacdo de estirpes por BOX-PCR representa um método
internacionalmente reconhecido pelo seu poder de discriminagao, confiabilidade em
diferenciar estirpes distintas e repetibilidade do método (HUNGRIA et al., 2008;
MENNA et al., , 2009b). Os elementos box consistem em regides repetitivas e
conservadas do genoma, geralmente nos espagos intergénicos, e correspondem as
subunidades box A (54 pb), box B (43 pb) e box C (50 pb) (MARTIN et al. 1992). A
amplificagdo ocorre na regido do box A, a unica subunidade que mostrou-se
altamente conservada entre bactérias (KOEUTH; VERSALOVIC; LUPSKI, 1995), e
analises de perfis de DNA obtidos através da mesma tém se mostrado adequadas
entre procariotos, incluindo rizébios (MARTIN et al., 1992; KOEUTH; VERSALOVIC,;
LUPSKI, 1995; FERNANDES; FERNANDES; HUNGRIA, 2003; KASCHUK et al.,
2006; BATISTA et al.,, 2007; PINTO; HUNGRIA; MERCANTE, 2007). Um unico

primer é suficiente para gerar polimorfismo no caso dessas regides, por estarem
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presentes em orientacdes invertidas no genoma (VERSALOVIC; KOEUTH; LUPSKI,
1991; VERSALOVIC et al., 1994; RADEMAKER; LOUWS; DE BRUIJN, 1998).

Segundo van Berkum (1999), pelo fato dessas regides génicas
estarem associadas a graus elevados de polimorfismo é provavel que as mesmas
atuem em processos de evolucdo adaptativa, respondendo as mudancas sofridas
pelos microrganismos conforme estes sao submetidos as pressdes ambientais.

Diferentes autores utilizaram a metodologia por BOX-PCR em suas
analises de diversidade e obtiveram resultados esclarecedores, como Mostasso et
al. (2002); Kaschuk et al. (2006); Hungria et al. (2006); Wang et al. (2006); Pinto,
Hungria e Mercante (2007); Menna et al. (2009b); Torres et al. (2009), e Cardoso,
Hungria e Andrade (2012); Ribeiro et al. (2012).

3.5  ANALISE POLIFASICA EMPREGADA NA CLASSIFICACAO DE ESTIRPES DE RHIZOBIUM

Um exemplo de progresso adquirido com as técnicas de biologia
molecular esta entre os isolados que nodulam o feijoeiro. Em 1932, as bactérias que
se associavam simbioticamente com plantas de Phaseolus vulgaris (feijoeiro) foram
denominadas Rhizobium phaseoli (FRED; BALDWIN; MCCQY, 1932). Como ja
mencionado anteriormente, essa espécie foi, posteriormente, reclassificada em
Rhizobium leguminosarum, a qual foi subdividida em trés biovares, segundo a
espécie vegetal que nodulavam: R. leguminosarum bv. viciae para Pisum sativum
(ervilha), Vicia sativa (ervilhaca) e, Vicia fava (fava); R. leguminosarum bv. trifolii
para Trifolium spp. (trevo) e R. leguminosarum bv. phaseoli, para Phaseolus vulgaris
(feijoeiro) (JORDAN, 1984; RIBEIRO et al., 2009; RIVAS; GARCIA-FRAILE;
VELAZQUEZ, 2009).

Nos anos seguintes, as pesquisas entre isolados de rizébios que se
associam com P. vulgaris prosperaram e o avango nas identificagdes permitiram a
divisdo dessas estirpes em dois grupos, tipo | e tipo Il, conforme algumas
caracteristicas fenotipicas e genotipicas. Dentre elas, podem-se citar a presenca de
multiplas cépias dos genes codificadores da nitrogenase (genes nif) (MARTINEZ et
al., 1985; QUINTO et al.,, 1985); a capacidade de nodular outras espécies de
leguminosas (MARTINEZ et al., 1985) e as diferengas entre os plasmideos
simbidticos (BROM et al., 1988). Estirpes do tipo | apresentam plasmideos contendo,

juntamente com outras caracteristicas, reiteragdes dos genes nif e uma baixa



33

abrangéncia de hospedeiros, enquanto que estirpes do tipo Il apresentam
plasmideos contendo uma unica cépia dos genes nif e uma maior abrangéncia de
hospedeiros. Além disso, bactérias do tipo Il conferem alta habilidade de fixagdo do
nitrogénio em transconjugados de Agrobacterium, o que ndo ocorre nas bactérias do
tipo | (BROM et al., 1988).

Em 1991, Martinez-Romero e colaboradores, através de estudos
com o gene ribossomal 16S, hibridacdo DNA-DNA e MLEE (Multilocus Enzyme
Electrophoresis) reclassificaram as estirpes de Rhizobium leguminosarum bv
phaseoli do tipo Il em uma nova espécie, Rhizobium tropici. No entanto, como as
estirpes desse grupo ainda apresentavam diferencas fenotipicas e genotipicas entre
si, 0s mesmos autores dividiram-nas em outros dois grupos: R. tropici tipo A e R.
tropici tipo B, sendo CFN 299 e CIAT 899 as estirpes de referéncia, respectivamente,
para cada grupo e CIAT 899 a estirpe tipo (type strain) para R. tropici (MARTINEZ-
ROMERO et al., 1991).

Estirpes do grupo | foram classificadas na mesma época, por
Segovia, Young e Martinez-Romero (1993), os quais propuseram, através de
analises do gene ribossomal 16S, a denominagao de Rhizobium etli para as estirpes
desse grupo, definindo a CFN 42 como estirpe tipo. Desde entdo, outras espécies de
rizobios nodulantes do feijoeiro foram descritas como R. giardinii, R. gallicum
(AMARGER; MACHERET; LAGUERRE, 1997), R. lusitanum (VALVERDE et al.,
2006) e R. multihospitium (HAN et al., 2008).

Devido a sua alta eficiéncia na nodulagao, estirpes de Rhizobium
tropici vém sendo utilizadas ha alguns anos como inoculante para a cultura do
feijoeiro no Brasil. Sua eficacia, segundo Hungria et al. (2000) e Hungria, Campo e
Mendes (2003) esta relacionada a alta tolerancia aos estresses ambientais e alta
estabilidade genética. Esses mesmos autores verificaram, pautados em analises de
diferentes acidos graxos, que estirpes de referéncia do tipo A formam clusters
separados das estirpes de referéncia do tipo B. Ainda, caracteristicas fisioldgicas,
morfologicas, perfil dos fatores Nod, composicdo de fosfolipideos, entre outros
atributos de algumas estirpes brasileiras utilizadas como inoculantes e classificadas
como R. tropici sdo compartilhadas com ambos os tipos de R. tropici mas,
filogeneticamente, formam um grupo separado, posicionando-se entre os tipos A e B
(HUNGRIA et al., 2000; RIBEIRO et al., 2009). Sendo assim, desde a sua

descricdo, muitos estudos tém sido realizados com a finalidade de distinguir,
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claramente, as estirpes existentes nestes dois grupos de R. tropici e, possivelmente,
revelar novas espécies.

Mais recentemente, Ribeiro et al. (2009), através da metodologia de
MLSA relataram diferengas genéticas relevantes entre as estirpes dos tipos A e B de
R. tropici, ratificando as descobertas de estudos anteriores e sugerindo estudos mais
aprofundados, visando atingir uma nova classificagao para estes dois grupos e para
os subgrupos formados entre os mesmos. A seguir, através de analises taxonémicas
polifasicas (andlises de sequéncias nucleotidicas do 16S rRNA, genes
housekeeping, HDD e analises fenotipicas), Ribeiro e colaboradores (2012)
reclassificaram as estirpes de R. tropici do tipo A em uma nova espécie, Rhizobium
leucaenae.

Visto que ainda ha alta diversidade nas estirpes de R. tropici e que
os subgrupos formados entre as estirpes do tipo A e do tipo B sdo bastante
evidentes, indicando possiveis novas espécies, € interessante que mais estudos
sejam feitos com o intuito de desvenda-los.

Analises polifasicas e filogenéticas apresentam grande valia na
reclassificacao de estirpes de rizdbios, conseguindo diferenciar estirpes inicialmente
identificadas como pertencentes a mesma espécie. Com o crescente interesse e
necessidade de se utilizar inoculantes bacterianos em detrimento de fertilizantes
nitrogenados, a identificagdo correta das estirpes ja disponiveis comercialmente e de
novas estirpes com potencial agronédmico € de fundamental importancia, para que se
ampliem as chances de se identificar estirpes cada vez mais eficientes e adaptadas
aos solos e culturas brasileiras. Com isso, justifica-se a necessidade de conduzir
estudos para refinar a taxonomia e filogenia de rizébios, particularmente os de

importancia agricola.
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4 ESTUDO 1 - CARACTERIZACAO POLIFASICA NA RECLASSIFICACAO DE
ESTIRPES DE RHIZOBIUM TROPICI ISOLADAS DE DIFERENTES REGIOES
BRASILEIRAS

4.1 MATERIAL E METODOS

4.1.1 Estirpes Utilizadas e Condi¢des de Cultivo

Foram utilizadas cinco estirpes de Rhizobium, todas isoladas de
nodulos de feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) e, atualmente, classificadas como R.
tropici que, em estudos prévios de filogenia realizados por nosso grupo de pesquisa
(CHUEIRE et al., 2003; PINTO et al., 2007; RIBEIRO et al., 2009), foram agrupadas
separadamente dos outros representantes R. tropici, bem como de outras espécies
deste género, indicando-as como potenciais novas espécies. Os exemplares
correspondem a CPAO 1135, proveniente de Dourados, MS (PINTO; HUNGRIA;
MERCANTE, 2007); PRF 35 e PRF 54, provenientes de Pitanga, PR (HUNGRIA et
al. 2000; CHUEIRE et al., 2003; PINTO; HUNGRIA; MERCANTE, 2007; RIBEIRO et
al., 2009); H 52 (MOSTASSO et al., 2002; PINTO; HUNGRIA; MERCANTE, 2007;
RIBEIRO et al, 2009) e H 53 (MOSTASSO et al.,, 2002; PINTO; HUNGRIA;
MERCANTE, 2007), provenientes de Planaltina, GO. A estirpe CPAO 1135 foi
isolada e fornecida pelo Dr. Fabio M. Mercante (Embrapa Agropecuaria Oeste,
Dourados, MS), as estirpes PRF 35 e PRF 54 foram isoladas e fornecidas pela Dra.
Diva S. Andrade (Instituto Agrondbmico do Parana — IAPAR, Londrina, PR) e as
estirpes H 52 e H 53 foram isoladas e fornecidas pelo Dr. Milton A. T. Vargas
(Embrapa Cerrados, Planaltina, DF).

Além das estirpes ja citadas, foram utilizadas as seguintes estirpes
de referéncia: Rhizobium leucaenae CFN 299" (FUSDA 9039; =LMG 9517;
=UMR1026; =CENA 183; =SEMIA 4083), R. tropici CIAT 899'(= USDA 9030; =
ATCC 49672; = UMR1899; = TAL 1797; = HAMBI 1163; = CM01; = SEMIA 4077; =
DSM 11418; = BR 322); R. etli CFN 42T (= USDA 9032; = ATCC 51251; = DSM
11541), R. galegae LMG 6214T (=DSM 11542; = ATCC 43677; = HAMBI 540); R.
huautlense S02"; R. lusitanum P1-7" (= CECT 7016; = LMG 22705); R. miluonense
CCBAU 41251" (= HAMBI 2971; = LMG 24208), R. multihospitium CCBAU 834017 (=
HAMBI 2975; = LMG 23946) e R. hainanense 166 ', fornecidas pela Dr. Esperanza
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Martinez-Romero (Centro de Ciéncias Genbmicas, Cuernavaca, Mexico); R.
leguminosarum bv. phaseoli USDA 2671" (= RCR 3644) e R. leguminosarum bv.
viciae LMG 14904 (= 3Hoq18; = ATCC 10004; = USDA 2370); fornecidas pelo Dr.
Peter van Berkum (USDA, Beltsville, MD, USA); R. gallicum R602" (= USDA 2918;
=MSDJ1109) e R. giardinii H152" (= USDA 2914; = MSDJ0144), fornecidas pela Dra.
Noelle Amarger (INRA, Dijon, France) e R. rhizogenes ATCC 11325', fornecida pela
Dr. Rosa M. Pittard (Embrapa Agrobiologia, Seropédica, RJ). Todas as estirpes
estao depositadas na Colegao de Culturas de Bactérias Diazotréficas e Promotoras
do Crescimento de Plantas da Embrapa Soja.

As bactérias foram cultivadas em meio de cultura YMA (extrato de
levedura e manitol, Vincent, 1970) e estocadas em glicerol a 30%, a — 4°C para
estocagens curtas e a — 80°C e liofilizadas para estocagens de longo prazo,

conforme descrito por Menna et al. (2006).

4.1.2 Caracterizagdo Morfologica

A caracterizagao morfofisioldgica das colénias foi realizada conforme
Vincent (1970), Somasegaran e Hoben (1985) e Martinez-Romero et al. (1991), com
algumas adaptagdes. As analises incluiram a avaliacdo da taxa de crescimento em
meio YMA contendo vermelho Congo (VC) (rapida, intermediaria, lenta ou muito
lenta); da morfologia das colénias em relagdo a forma, bordas, superficie, produgao
de muco, elevacdo, consisténcia e detalhes Opticos; da mudanca de coloragao
(reacao acido/basico) em YMA contendo o indicador azul de bromotimol (ABT); e da

cromogénese da cultura em meio YMA contendo ABT e VC.

4.1.2.1 Taxa (Manifestagdo) de Crescimento

As estirpes foram crescidas em placas contendo meio YMA com
indicador VC e avaliadas quanto a taxa de crescimento. Para tanto, sdo necessarias
pelo menos trés colbnias isoladas para registrar a manifestagdo. As estirpes foram
classificadas como sendo de crescimento rapido (até 3 dias), intermediario (4 a 5

dias), lento (6 a 9 dias) ou muito lento (superior a 10 dias).
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4.1.2.2 Didametro das colonias

Trés dias apos o registro da manifestacdo de crescimento das
colbnias isoladas, mediu-se o tamanho do didametro das colbnias com um
paquimetro sob estereomicroscopio com luz incidente superior. A média foi dada em

milimetros (mm).

4.1.2.3 Alteragao do pH (Reacado Acida/Basica)

As estirpes foram crescidas em placas contendo meio YMA sdlido
com indicador azul de bromotimol. A mudanga da coloracdo foi observada e
registrada, sendo que azul indica alcalinizacdo do meio e o amarelo indica
acidificagdo do meio. Caso o meio permanecga verde (coloragéo original), a reagao é

considerada neutra.

4.1.2.4 Forma das coldnias

A forma das col6nias foi observada sob esteromicroscopio, com luz

incidente superior e classificadas como circular, oval (elipitca) ou irregular.

4.1.2.5 Elevacgao das colbnias
As elevacdo das colbnias foi analisada observando-se a placa

lateralmente e classificadas como plana (crescimento rente a placa), ou convexa—

drop like — (crescimento consideravelmente acima do meio de cultura).

4.1.2.6 Borda das colbénias

A borda das col6nias foi observada sob esteromicroscopio, com luz

incidente superior e classificadas como lisa, ondulada ou filamentosa.
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4.1.2.7 Superficie das colbnias

A superficie das colénias foi também observada sob
esteromicroscopio, com luz incidente superior, sendo classificada como lisa ou

rugosa.

4.1.2.8 Producgao de muco

A avaliagao da produgao de muco foi feita com base no tamanho da
colonia. As estirpes foram classicadas quanto as seguintes opgdes de producéo de
muco: pouca (colbnias apresentam diametro < 1,9 mm), moderada (colénias
apresentarem diametro entre 2 a 3,9 mm) e abundante (colbénias apresentam
diametro =2 4 mm). A medi¢cdo foi realizada trés dias apdés a manifestagcdo de

crescimento.

4.1.2.9 Consisténcia da massa de crescimento

A consisténcia das col6nias foi analisada encostando-se uma alca
de platina flambada e resfriada delicadamente sobre uma col6nia isolada. Seu
aspecto foi observado sob esteromicroscépio, com luz incidente superior e as
colénias foram classificadas em aquosas (desmancham-se totalmente quando
tocadas pela alga), secas (possuem pouca quantidade de muco), gomosas (podem
ser arrastadas sobre o meio de cultura sem se desmanchar, deixando um pequeno
rastro), e viscosas (possuem aspecto elastico e quando tocadas pela alga formam

um fio bastante elastico entre a alca e a cultura).

4.1.2.10 Detalhes 6pticos

As estirpes foram analisadas segundo seus detalhes Opticos
utilizando-se o fundo branco de um esteromicroscopio, com luz incidente superior.
Para esta analise, foi feito um risco com caneta de retroprojetor no fundo da placa,
pelo lado de fora, exatamente abaixo do local onde a massa celular apresentou

crescimento mais intenso. As coldnias foram classificadas como transparentes (risco
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feito com a caneta aparece sob a massa celular), ou opacas (risco encontra-se

pouco visivel ou totalmente coberto pela massa celular).

4.1.2.11 Cromogénese

a) Meio YMA contendo Azul de bromotimol (ABT)

As culturas foram crescidas em placas contendo meio YMA com
ABT. A coloragéo da massa em crescimento foi classificada como creme, amarela,

rosa ou azul.

b) Meio YMA contendo vermelho Congo (VC)

As culturas foram crescidas em placas contendo meio YMA com
VC. A coloragdo da massa em crescimento foi classificada como branca, rosada,

avermelhada (centro) ou vermelha.

4.1.3 Caracterizagao Fisiologica

4.1.3.1 Utilizacao de fontes de C

As estirpes em estudo e as estirpes de referéncia foram crescidas
em meio YM e incubadas sob agitagcdo a 100 rpm, por 48 horas.

Apods atingido o crescimento, cada cultura foi centrifugada a 6.000
rom por 10 min e o sobrenadante foi descartado. O pélete foi ressuspenso em 5 mL
de solugdo salina a 0,9% e novamente centrifugado. Apds o descarte do
sobrenadante, ressuspendeu-se o pélete em 2 mL de agua Milli-Q. Em seguida, a
solucao foi transferida para um tubo de ensaio estéril e a concentracdo das células
foi ajustada para, aproximadamente, 10° células/mL, através da escala de
McFarland. O ajuste da concentragcdo foi feito através da transferéncia, por um
conta-gotas, desta ultima solugdo para um tubo de ensaio contendo 5 mL de agua
Milli-Q. Posteriormente, o inéculo foi transferido, através do mesmo conta-gotas,

para um frasco de vidro contendo 10 mL de meio de cultura modificado (YM sem
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manitol, extrato de levedura, indicador azul de bromotimol) e testado em placas de
APl 50CH kit (BioMérieux), com 49 fontes de carbono. A quantidade de indculo
transferida corresponde a 2 vezes o numero de gotas utilizadas para se ajustar a
concentracao de células. A incubacgao na placa de API foi realizada a 28°C por 72 h.

Cada bactéria foi analisada em duplicata.

4.1.3.2 Tolerancia a antibidticos

As estirpes foram avaliadas quanto a sua tolerancia a determinados
antibiéticos pelo método de Disco-Difusdo (BAUER; KIRBY, 1966), o qual avalia a
sensibilidade ou resisténcia da bactéria ao antimicrobiano pela medida direta do
didmetro do halo de inibicdo que se forma ao redor do disco. As culturas foram
crescidas em meio YMA durante dois a trés dias, sob agitacdo constante de 100
rom. Apos atingido o crescimento, 100 uL do pré-indculo foram transferidos para
uma placa de Petri contendo YMA sélido e dois discos de um mesmo antibidtico
foram adicionados. Foi feita uma placa para cada antibidtico. Apds dois dias de
crescimento, o halo de inibicdo foi medido com um paquimetro e as bactérias
classificadas em sensivel, moderadamente resistente ou resistente, segundo o
padrao demonstrado na Tabela 1.

Todas as bactérias foram testadas quanto a sua tolerancia a acido
nalidixico (30 pg), ampicilina (10 pg), clorafenicol (30 pg), cefuroxima (30 ug),
eritromicina (15 pg), estreptomicina (10 pg), neomicina (30 ug), penicilina g (10 u) e

tetraciclina (30 ug).

Tabela 1 — Determinagao da tolerancia de procariotos a determinados antibiéticos
através da medicao dos halos de inibicao.

DIAMETRO DO HALO DE INIBICAO
ANTIBIOTICOS OU SIMBOLO POTENCIA | EM MILIMETROS
Resistente ) Sensivel
resistente
Ampicilina
(enterococos, germes AP 10 pg <1 12-13 214
Gram negativos)
Clorafenicol CO 30 ug <12 13-17 218
Eritromicina El 15 ug <13 14 - 17 =218
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Estreptomicina ET 10 ug <1 12-14 215
Nalidixico, acido NA 30 ug <13 14 -18 219
Neomicina NO 30 ug <12 13-16 217
Penicilina G
(interpretagéo n&o PN 10U <M1 12-21 > 22
aplicavel a estafilococos)
Cefuroxima
(cefalosporinas) CF 30 ug <14 15-17 >18
Tetraciclina 1T 30 ng <14 15-18 219

4.1.4 Extracao de DNA

O DNA genbmico de cada estirpe foi extraido conforme descrito por
Menna et al. (2006). As culturas foram crescidas em meio YMA por cerca de dois
dias e centrifugadas a 12.000 rpm durante 10 min, a 4°C. Descartou-se o
sobrenadante e ressuspendeu-se o pélete em 5 mL de solugdo fisiologica (NaCl,
0,85%). As amostras foram novamente centrifugadas sob as mesmas condicdes e
esta etapa de lavagem foi repetida por mais duas vezes. Apos a lavagem, as células
foram ressuspensas em 1 mL de solucéo fisiolégica, homogeneizada e diluida para
aproximadamente 10° células/mL, segundo o padrdo de McFarland. Em seguida, 1,5
mL das amostras diluidas foram centrifugadas a 12.000 rpm, por 10 min em
temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e 400 mL de TE (Tris-EDTA)
50/20 foram adicionados, homogeneizando-se o pélete.

A fim de se obter amostras mais puras de DNA, foram adicionados
50 yL de SDS (Sodium Dodecyl Sulphate) a 10%; 10 pyL de proteinase K (20
mg/mL); 10 uL de lisozima (5 mg/mL) e 4 yL de RNAse (10 mg/mL, preparada em
Tris HCI 10 mM, pH 7.5 e NaCl 15 mM, conforme descrito por Fernandes, Fernandes
e Hungria (2003). As amostras foram, entdo, incubadas em banho-maria a 37°C por
1 h, homogeneizadas, acrescidas de 30 yL de NaCl 5 mol/L, 70 yL de AcONa 3
mol/L e 28 uL de H,0O, e deixadas em geladeira por 1 h. Em seguida, foram
centrifugadas a 12.000 rpm por 15 min em temperatura ambiente. Do sobrenadante
foram recolhidos 300 pL e, a este volume, foi adicionado o dobro do volume de
etanol puro gelado. Apés homogeneizagao e armazenamento a -20°C por uma noite,

as amostras foram novamente centrifugadas nas mesmas condi¢gbées anteriores € 0
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sobrenadante foi descartado. Para completar esta etapa de purificagdao, 400 pL de
etanol 70% foram adicionados ao pélete e as amostras foram centrifugadas por 5
min. ApOs descartar o sobrenadante, as amostras foram secas em estufa por 1 h (ou
em temperatura ambiente por 3 h), ressuspensas em 50 pyL de TE 10/1 e

armazenadas em geladeira para analises posteriores.

4.1.5Multilocus Sequence Analysis (MLSA)

Os genes housekeeping utilizados neste estudo foram selecionados
com base em estudos conduzidos anteriormente (GAUNT et al., 2001;
STEPKOWSKI et al., 2005; MARTENS et al., 2007; MARTENS et al., 2008; MENNA;
HUNGRIA; BARCELLOS, 2009a.; RIBEIRO et al, 2009; ROMA-NETO; RIBEIRO;
HUNGRIA, 2010). Foram utilizados os genes recA (proteina de recombinagao
RecA), gyrB (DNA girase, subunidade beta), gltA (citrato sintase), ginll (glutamina
sintetase) e rpoA (RNA polimerase, subunidade alfa). Além da analise por MLSA,
todas as estirpes foram submetidas a PCR e sequenciamento do gene ribossomal
16S rRNA, conforme descrito anteriormente (MENNA et al., 2006; RIBEIRO et al,
2009).

4.1.6 Amplificagdo por PCR (Polymerase Chain Reaction)

4.1.6.1 Amplificagao e purificagdo do gene ribossomal 16S

Foram utilizados os primers fD1 e rD1, descritos previamente para o
16S rRNA (WEISBURG et al., 1991). A reacao foi conduzida conforme Menna et al.
(2006), em termociclador (MJ Research Inc. PTC 200). Os primes e as condi¢des de
amplificacdo estao representadas na Tabela 2.

A purificacdo dos produtos de PCR foi realizada com o kit PureLink
(Invitrogen®), de acordo com as instrugdes do fabricante. Apds a purificagdo, as
amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1,5% para verificagéo
da concentracdo através da intensidade da banda. Amostras que apresentassem
bandas muito fracas foram concentradas em concentrador a vacuo (Concentrador

Plus, Eppendorf).
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Os genes housekeeping foram amplificados de forma semelhante,

com algumas adaptagdées conforme o gene em analise. Os ciclos de amplificacéo

para cada gene housekeeping estao descritos na Tabela 2.

A purificagao foi realizada como descrito para o gene 16S rRNA.

Tabela 2 - Primers e condi¢cbes de amplificagao utilizadas no Estudo 1.

GENE

PRIMER

SEQUENCIA5'- 3 *TAMANHO CONDICOES DA PCR REFERENCIAS
165 rRNA fD1 5 — AGAGTTTGATCCTGGCTCAG - 3 1338 ob 2 min 95 °C, 30 x (15s 94°C, 45s 93°C, WEISBURG et al.,
I 0 H 0
D1 5 - AAGGAGGTGATCCAGCC- 3 P 455 55°C, 2 min 72°C), (1991)
5 min 72°C
ginil TSglnlif 5'- AAGCTCGAGTACATCTGGCTCGACGG-3' 480 pb 2 min 95°C, 35 x (455 95°C, 30 s 58°C, STEPKOWSKI et
TSginlIr 5'-SGAGCCGTTCCAGTCGGTGTCG-3' 1.5 min 72°C), 7 min 72°C al., (2005)
oo RRrpoAf 5'- GGAAATCGCCATCAAGATGG-3' 603 pb 2 min 95°C, 35 x (455 94°C, 455 55°C, 2 RIBEIRO et al.,
RRrpoAr 5'- ACGCTTGGCGAGATCTTC -3' min 72°C), 7 min 72°C (2009)
recA recABf 5'- CGKCTSGTAGAGGAYAAATCGGTGGA-3 396 pb 2 min 95°C, 35 x (45s 95°C, 30s 58°C, 1.5 STEPKOWSKI et
recA555r 5'-CGRATCTGGTTGATGAAGATCACCAT -3' min 72°C), 7 min 72°C al,. (2005)
5 min 95°C, 5 x (2 min 94°C, 2 min 58°C,
gyrB343f 5'- TTCGACCAGAAYTCCTAYAAGG-3’ . . MARTENS et al.
gyrB 580 pb 1 min 72°C) 28 x (30 s 94°C, 1 min 58°C,
gyrB1043r 5'- AGCTTGTCCTTSGTCTGCG-3' (2008)
1 min 72°C), 5 min 72°C
5 min 95°C, 3 x (2 min 94°C, 2 min 51°C,
gltA428f 5- CSGCCTTCTAYCAYGACTC -3 MARTENS et al.
gltA 480 pb 1 min 72°C) 30 x (30 s 94°C, 1 min 51°C,
gltA1111r 5- GGGAGCCSAKCGCCTTCAG - 3 (2007)

1 min 72°C), 5 min 72°C

* Tamanho das sequencias utilizadas neste estudo

4.1.6.3 Amplificagdo do DNA para a reacdo de BOX-PCR

AIR

A reacao de amplificacdo foi realizada utilizando-se o primer BOX-

(5'-CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3)

(VERSALOVIC et

al.,

1994;

KOEUTH; VERSALOVIC; LUPSKI, 1995), seguindo as modificacbes de Fernandes,
Fernandes e Hungria (2003) e Kaschuk et al. (2006). A reac¢ao foi conduzida em um
volume final de 25 pL, contendo 13,8 pL de agua Milli-Q estéril; 5,0 uL de dNTPs,
(estoque com 1,5 mmol/L de cada base); 2,5 uL de tampdo 10X (500 mM KCI; 200
mM Tris—HCI, pH 8,4); 1,5 uL de MgCl,, (50 mmol/L); 1,0 yL de primer (50 pmol/uL);
1,0 L de DNA (50 ng/uL) e 0,2 yL de Taq (5 U/uL).

As amostras foram submetidas ao termociclador (MJ Research Inc.
PTC 200) com 1 ciclo inicial de desnaturagao a 95°C por 7 min; 30 a 35 ciclos de

desnaturagao (1 min a 94°C), anelamento (1 min a 53°C) e extensao (8 min a 65°C);
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1 ciclo de extenséo final a 65°C por 16 min; manutencdo a 4°C (Hungria et al.,
2008).

4.1.7 Sequenciamento dos Genes e Analise Filogenética

Os produtos de PCR obtidos apds a etapa de purificacdo foram
submetidos a uma nova amplificagao, necessaria para a etapa de sequenciamento.
Esta consiste na adigdo de 2 pyL de DNA (produto de PCR purificado), a
aproximadamente 15ug/mL, 3 uL de dye (DYEnamic ET terminator reagente premix
for the MegaBACE, Amersham Biosciences) e 2 pL de primers (1,5 pmol) em placas
de ELISA. Devido a grade extensao do 16S rRNA foram necessarios cinco primers
para a amplificacdo do mesmo, como observado na Tabela 3. As condi¢cbes da PCR
utilizadas para este gene foram as mesmas aplicadas aos genes housekeeping.

Em seguida, as amostras amplificadas foram precipitadas de acordo
com o método descrito por Menna et al. (2006), com algumas modificacbes. Cada
poco da placa foi acrescido de 2 uL de acetato de amoénio estéril 7,5 M e 65 pL de
etanol a 99,5%, em temperatura ambiente. A placa foi selada, homogeneizada e
centrifugada a 4000 rpm por 45 min. Descartou-se o sobrenadante e inverteu-se a
placa em papel absorvente para secar. Em seguida, foram adicionados 150 uL de
etanol 70% recém-preparado aos pocos da placa, e a mesma foi novamente selada,
homogeneizada e centrifugada a 4000 rpm por 10 min. Novamente descartou-se o
sobrenadante e inverteu-se a placa em papel absorvente, centrifugando-a a 300 rpm
por 25 s e deixando-a secar a temperatura ambiente por cerca de 30 mim , ou a 37°
C por 15 min. Finalmente, os péletes foram ressuspensos em 7 uL de agua ultra
pura e submetidos ao sequenciamento no MegaBACE 1000 DNA Analysis System

(Amersham Biosciences).
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Tabela 3 - Primers e condigdes de amplificagdo para o sequenciamento do 16S

rRNA.
GENE PRIMER SEQUENCIA5'- 3 CONDICOES DA PCR REFERENCIAS
fD1 5~ AGAGTTTGATCCTGGCTCAG - 3 WEINSBURG et al., (1991)
YOUNG; DOWNER; EARDLY

Y2 5- CCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGT - 3 (1991)

165 1RNA 1 min 95°C, 40 x (20s 95°

(1500) 1203f 5- GAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTC -3 ¢ 30s55°C, 1 min 60°C) ~ MENNA et al. (2006)
362f 5'- CTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGG - 3’ MENNA et al. (2006)
786f 5- CGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGG - 3' MENNA et al. (2006)

4.1.8 Analise dos Resultados

O dendograma de BOX-PCR foi gerado pelo programa Bionumerics
(Applied Mathematics, Kortrijk, Bélgica, v.4.6), utilizando-se o algoritimo UPGMA
(Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic mean, SNEATH, SOKAL; 1973)
para a analise do agrupamento e o coeficiente de Jaccard (JACCARD, 1912), com
1% de tolerancia.

As sequencias de bases nitrogenadas obtidas no sequenciamento
foram reunidas em "contigs", utilizando-se o pacote de programas Phred (EWING;
GREEN, 1998; EWING et al.,, 1998) Phrap (www.phrap.org) e Consed (GORDON,;
ABAJIAN; GREEN, 1998). As sequéncias geradas nesta ultima etapa foram
analisadas individualmente e concatenadas, utilizando-se o programa MEGA
(Molecular Evolutionary Genetics Analysis) versao 5.1 com modelo de distancia K2P
(KIMURA, 1980) e algoritmo Neighbor-Joining (SAITOU; NEI, 1987). O suporte
estatistico para as arvores foi avaliado por bootstrap (FELSENSTEIN, 1985) com
1000 repeticbes (HEDGES, 1992). A identidade nucleotidica entre as estirpes foi
calculada pelo programa Bioedit, versédo 7.1.3.

4.2 RESULTADOS E DiscussAo

4.2.1 Caracterizagdo Morfologica
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Em geral, as propriedades morfolégicas foram similares aquelas
pertencentes ao género Rhizobium, como por exemplo, o crescimento rapido, a
reacao acida em meio de cultura contendo manitol como fonte de carbono, forma
circular, borda e superficie da coldnia lisa e elevagao convexa (YOUNG et al., 2001;
dados nao apresentados).

Entretanto, comparando-as com as demais estirpes de referéncia,
todas as estirpes avaliadas apresentaram diferencas em relacdo as caracteristicas
de producdo de muco, de detalhes oOpticos, de diametro médio e de coloragao da
colénia em meio de cultura YMA com vermelho Congo, como pode ser visualizado
na Tabela 4.

As estirpes deste estudo apresentaram diametro médio de 4,8 mm
no terceiro dia apdés a manifestagdo de crescimento, caracteristica que foi
compartilhada com R. tropici e R. hainanense, mas, diferindo das demais espécies
descritas. A produgao de muco foi abundante, como a maioria das outras espécies,
com excegao de R. leucaenae e R. multihospitium, cujas produgdes de muco foram
moderadas.

Em relacdo aos detalhes Opticos, as estirpes analisadas neste
trabalho apresentaram opacidade para esta caracteristica, diferindo de R. tropici, R.
hainanense e R. rhizogenes, os quais apresentaram transparéncia. Por fim, as cinco
estirpes deste estudo apresentaram colénia com coloragao branca quando crescidas
em meio de cultura contendo vermelho Congo como indicador. Para esta ultima
caracteristica, a disparidade ocorreu com as espécies R. leucaenae, R. lusitanum e
R. rhizogenes, as quais exibiram coloragao rosada.

Apesar de nado serem suficientes para discriminar espécies (a
expressao fenotipica pode ser alterada com as condicdes ambientais e
laboratoriais), os parametros fenotipicos fornecem informagdes importantes acerca
do microrganismo em estudo. Além da obten¢cdo de um perfil morfolégico para as
estirpes deste estudo, constataram-se diferengas entre estas ultimas e espécies ja
descritas para o género Rhizobium, dando maior sustentabilidade para melhor

classifica-las quanto a outras caracteristicas, que serao relatadas a seguir.
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Tabela 4 - Propriedades morfolégicas das estirpes de Rhizobium utilizadas no
Estudo 1.
<
(/) L)
o 2 8 2 9
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o) 0 = = = )
o) s <5 = g 8]
% = (SR o o
L N I
P Q v o 1< L 3
(@) Z o O O T w
e Q = o
£ 2 : s L
(i: S o a
[a)
120 PRF 35 4,67 mm Abundante Opaco Branco
121 PRF 54 4,88 mm Abundante Opaco Branco
234 CPAO 1135 4,42 mm Abundante Opaco Branco
731 H 52 5,76 mm Abundante Opaco Branco
732 H 53 4,43 mm Abundante Opaco Branco
241 R. leucaenae 3,91 mm Moderado Opaco Rosado
242 R. tropici 4,89 mm Abundante Transparente Branco
2054 R. multihospitium 3,62 mm Moderado Opaco Branco
2055 R. lusitanum 4,34 mm Abundante Opaco Rosado
2056 R. miluonense 7,22 mm Abundante Opaco Branco
2450 R. hainanense 4,84 mm Abundante Transparente Branco
86 R. rhizogenes 5,68 mm Abundante Transparente Rosado

*Todas as estirpes apresentaram resultados idénticos em relagdo a taxa de crescimento, reacéo

acido/basica, forma, borda, superficie, elevagao, consisténcia e coloragdo em azul de bromotimol.

4.2.2 Caracterizagdo Fisiologica

4.2.2.1 Utilizagao de fontes de carbono

As estirpes analisadas neste trabalho apresentaram um perfil de

utilizacao das fontes de carbono distinto das demais estirpes de referéncia. Das 49

fontes de carbono testadas no kit APl 50CH, somente aquelas que apresentaram

diferengas entre as estirpes deste estudo e as estirpes de referéncia R. tropici ou R.

leucaenae foram incluidas na Tabela 5. Dessa comparacgao, resultaram 21 fontes, o

que indica que pelo menos uma dessas duas estirpes de referéncia apresentou

comportamento distinto das cinco estirpes em estudo.
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Todas as estirpes avaliadas apresentaram reagao positiva para as
fontes Glicerol, Eritritol, D-Arabinose, D-Ribose, D-Xilose, L-Xilose, D-Adonitol, D-
Glucose, D-Frutose, D-Manose, Inositol, D-Manitol, Salicina, D-Celobiose, D-
Maltose, D-Lactose, Glicogénio, Gentiobiose e D-Arabitol, e utilizaram fracamente
Xilitol. Ja os meios Dulcitol, Metil-ad-Manopiranosido e L-Arabitol ndo foram
utilizados por nenhuma das cinco estirpes analisadas.

Algumas particularidades ocorreram dentro do grupo em estudo
(Tabela 5). A estirpe PRF 35 utilizou fracamente as fontes D-Melibiose, D-Sacarose,
D-Trealose, D-Turanose, Arbutina, N-Acetilglucosamina e Metil-Rd-Xilopiranosido,
enquanto as demais apresentaram reacao positiva. Também houve fraca utilizagcao
do meio D-Rafinose, porém, essa caracteristica foi compartilhada com a estirpe H
52, enquanto as demais foram positivas. Além disso, PRF 35 utilizou o meio D-
Melezitose, diferente das demais estirpes do grupo, e apresentou reagdo negativa
para o meio L-Sorbose, ao passo que as demais utilizaram-no fracamente.

O meio D-Sorbitol foi pouco utilizado pela estirpe PRF 54, enquanto
as demais estirpes do grupo apresentaram reagcédo negativa. O mesmo aconteceu
com o meio D-Tagatose, no entanto, essa caracteristica também foi compartilhada
coma H 53.

A estirpe CPAO 1135 usou fracamente o meio L-Ramnose,
enquanto as demais apresentaram reacgao positiva. Por fim, enquanto a estirpe H 52
levemente Amigdalina, as demais apresentaram reagao negativa.

Um resultado interessante foi observado para o meio Metil-ad-
Glucopiranosido. A utilizacdo dessa fonte foi a mais diversa entre as estirpes deste
estudo. PRF 35 e PRF 54 usaram-no fracamente, ao passo que CPAO 1135 e H 53
apresentaram reacao positiva e H 52 apresentou reagdo negativa.

Ao comparar-se as bactérias deste estudo com espécies utilizadas
como referéncia, as maiores dessemelhancas foram encontradas com R. leucaenae
(15 diferencas) e R. gallicum (14 diferengas).

Embora ja houvesse na literatura dados sobre a utilizagdo de
algumas fontes de carbono pelas estirpes de referéncia, os resultados apresentados
na Tabela 5 foram obtidos através de uma nova experimentagéo, e alguns deles
diferem dos resultados publicados por outros autores como Martinez-Romero et al.
(1991) e Han et al., (2008), especialmente em relacdo a R. tropici € R. leucaenae.

Isso pode estar relacionado ao fato desses autores terem utilizado placas com fontes
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de C em concentragdes distintas da placa de API, além de possiveis diferengas

relacionadas a outros componentes presentes nessas fontes, como sais, vitaminas,

fonte de N e pH.

Tabela 5 - Diferencas entre as estirpes do Estudo 1 e estirpes de referéncia quanto
a utilizacao de fontes de carbono por API 50CH kit. 1) PRF 35; 2) PRF
54; 3) CPAO 1135; 4) H 52; 5) H 53; 6) R. leucaenae; 7) R. tropici; 8) R.

lusitanum; 9) R. miluonense; 10) R. multihospitium;11) R. hainanense;
12) R. rhizogenes; 13) R. etli;14) R. gallicum.

Glicerol

Eritritol

D-Arabinose
D-Ribose

D-Xilose

L-Xilose

D-Adonitol
Metil-3d-Xilopiranosido
D-Glucose
D-Frutose
D-Manose
L-Sorbose
L-Ramnose

Dulcitol

Inositol

D-Manitol

D-Sorbitol
Metil-ad-Manopiranosido
Metil-ad-Glucopiranosido
N-Acetilglucosamina
Amigdalina

Arbutina

Salicina
D-Celobiose
D-Maltose
D-Lactose
D-Melibiose
D-Sacarose
D-Trealose
D-Melezitose
D-Rafinose
Glicogénio

Xilitol

Gentiobiose
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D-Turanose f + + + + f f f + + + f + f
D-Tagatose - f - - f f - f + f f + - -
D-Arabitol + o+ + + + + + f + + + f + +
L-Arabitol - - - - - - f f f f + +  f .

(+) Reacao positiva; (-) Reacéo negativa; (f) Reacao fraca

4.2.2.2 Tolerancia a antibiéticos

Em relacdo a resisténcia ou sensibilidade a antimicrobianos pelo
método de Disco-Difusdo, houve diferengcas entre as estirpes analisadas neste
estudo com as demais estirpes de referéncia, como pode ser observado na Tabela
6.

As cinco estirpes avaliadas neste estudo exibiram um padrao quase
idéntico entre si. Todas apresentaram resisténcia aos antibidticos acido nalidixico
(30 ng) e eritromicina (15 pg). Com excecgao da estirpe H 52, a qual apresentou
resisténcia moderada a penicilina (10 U), todas as demais mostraram-se resistentes
a este ultimo. A sensibilidade foi observada quanto aos antibiéticos ampicilina (30
ug), cloranfenicol (30 ug), cefuroxima (30 pg), estreptomicina (10 pg), neomicina (30
ug) e tetraciclina (30 ng).

Em comparagdo com as estirpes de referéncia, houve alta
identidade com R. leucaenae, que diferiu apenas em relacdo ao antibidtico
penicilina, sendo sensivel ao mesmo. A maior diferenga foi encontrada com R. tropici
e R. multihospitium, diferindo em quatro dos nove antibiéticos testados, sendo essa
dissimilaridade quanto aos antimicrobianos ampicilina, clorafenicol e cefuroxima (aos
quais ambas as espécies de referencia sao resistentes) e estreptomicina (ao qual R.
tropici é resistente e R. multihospitium € moderadamente resistente).

Alguns dos antibioticos ja tinham sido testados por outros autores
em estirpes de Rhizobium, como Chen et al. (1997) (clorafenicol, na concentragéo
de 100 ug/ml), Valverde et al. (2006) (ampicilina, eritromicina, penicilina, cefuroxima
e neomicina, nas concentragbes de 2 mg, 2 mg, 10 IU, 30 png e 5 mg,
respectivamente), Gu et al. (2008) (ampicilina, clorafenicol e estreptomicina, nas
concentragbes de 300 ug, 50 ug e 50 g, respectivamente.) e Han et al. (2008)

(ampicilina, clorafenicol, eritromicina, estreptomicina na concentragéo de 50 ng).
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Os resultados deste trabalho diferiram em algumas estirpes tipo
quando comparado com estes outros autores, fato que pode estar relacionado a
diferenga na concentragdo e método empregado para analise. Além disso, genes
extracromossomais de resisténcia a antibidéticos podem ser transferidos entre
diferentes espécies por conjugacao (BERINGER, 1974). Ainda assim, a avaliagao da
tolerancia a diferentes antimicrobianos € importante na caracterizagao de estirpes e

fornece suporte para classificagées futuras.

Tabela 6 - Tolerancia das estirpes do Estudo 1 e estirpes de referéncia a diferentes
antibidticos. 1) PRF 35; 2) PRF 54; 3) CPAO 1135; 4) H 52; 5) H 53; 6)
R. leucaenae; 7) R. tropici; 8) R. lusitanum; 9) R. miluonense; 10) R.
multihospitium; 11) R. hainanense; 12) R. rhizogenes.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Ac. Nalidixico + + + + +
Ampicilina
Clorafenicol - - - - -
Cefuroxima - - - - -
Eritromicina + + + + +
Estreptomicina - - - - -
Neomicina - - - - -

Penicilina + + + mr +

+

+

+

+

mr

mr

+

mr

Tetraciclina - - - - - - - - - - - -

(+) resistente; (mr) moderadamente resistente; (-) sensivel

4.2.3 BOX-PCR

No dendograma construido com base nos perfis de DNA obtidos por
BOX-A1R PCR as cinco estirpes estudadas neste trabalho encontram-se agrupadas
(Figura 3). As estirpes PRF 35, CPAO 1135 e H 52, apesar de provirem de regides
diferentes (Pitanga, PR, Dourados, MS e Planaltina, GO, respectivamente)
apresentaram 100% de similaridade entre si; a H 53 exibiu 95% de similaridade com
essas trés estirpes e a PRF 54 foi a que apresentou maior dissimilaridade genética,
com 80% de similaridade com as demais. Ainda, esta ultima apresentou 60% de
similaridade com R. miluonense, unica estirpe-tipo que posicionou-se no mesmo
agrupamento formado para as estirpes deste estudo, porém, com uma porcentagem

de similaridade baixa.
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Figura 3 - Dendograma baseado nos perfis de DNA pela metodologia de BOX-
PCR, aplicado as estirpes do Estudo 1
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Os agrupamentos foram obtidos pelo programa Bionumerics (Applied Mathematics, Kortrijk, Bélgica,
v.4.6). Para a analise de agrupamento, foi utilizado o algoritmo UPGMA (Unweighted Pair-Group
Method with Arithmetic mean) e o coeficiente de Jaccard com 1% de tolerancia.

Em um estudo comparativo dos perfis de BOX-PCR de varias
espécies de rizébios, Menna et al. (2009b) verificaram que a correlagdo com o 16S
rRNA era baixa, 7,6%. Contudo, estirpes de espécies diferentes nunca apresentaram
similaridade superior a 70% (MENNA et al., 2009b), nivel esse que também ja havia
sido sugerido em trabalhos anteriores, por exemplo, Grange e Hungria (2004) e
Kaschuk et al. (2006). Neste trabalho, as cinco bactérias apresentaram valores
superiores a 70% de similaridade entre si, e inferiores a 70% com as estirpes de
referéncia (R. miluonense, a espécie mais proxima das estirpes deste grupo,
apresentou nivel de similaridade de 60%, como ja citado anteriormente) tornando
mais robusta a hipétese de que as mesmas representam uma potencial nova

espécie.

4.2.416S rRNA

A arvore filogenética construida com base nas sequencias do 16S
rRNA posicionou as estirpes deste estudo no mesmo agrupamento formado pelas
estirpes que compdéem o chamado “grupo tropici”, compreendendo R. miluonense, R.

hainanense, R. lusitanum, R. rhizogenes, R. multihospitium, R. leucaenae e R. tropici
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(RIBEIRO et al., 2012), com um valor bootstrap de 100%, como pode ser observado
na Figura 4. Bradyrhizobium japonicum USDA 110 foi utilizado como grupo externo.

As estirpes PRF 35 e PRF 54 mostraram-se altamente relacionadas
(bootstrap de 95%) ficando, também, préximas de H 52. Ainda dentro do cluster
formado pelas estirpes deste estudo e estirpes do “grupo tropici”, nota-se a formagéao
de dois subgrupos, o primeiro composto pelas estirpes avaliadas neste estudo e as
estirpes de referéncia R. miluonense, R. hainanense, R. multihospitium e R. tropici
(bootstrap — 73%), e o segundo formado pelas estirpes de referéncia R. miluonense,
R. lusitanum, R. rhizogenes e R. leucaenae, sendo que esta ultima exibiu a maior
distancia filogenética dentro do agrupamento.

A caracterizagao de espécies através das sequéncias do 16S rRNA
ainda é amplamente utilizada, por definir posigdes filogenéticas em nivel de género,
porém, nota-se que uma analise com base unicamente nestas sequéncias nao
define claramente a posicao filogenética das estirpes em nivel de espécie, conforme
ja constatado por outros autores (WANG; MARTINEZ-ROMERO, 2000; COENYE et
al., 2001; MARTENS et al, 2007; RIBEIRO et al., 2009; DELAMUTA et al., 2012).
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Figura4 - Arvore filogenética das estirpes do Estudo 1, baseada no
sequenciamento do DNA ribossomal 16S.
| Rhizobium multihospitium CCBAU 83401
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A arvore foi construida utilizando-se o programa MEGA 5,1 e analisada segundo o modelo de
distancia K2P e algoritmo Neighbor-joining, com bootstrap de 1000 repeti¢cdes. Valor da barra indica a

porcentagem de substituicao nucleotidica.

4.2.5Diversidade dos Genes ginll, gyrB, gltA, recA e rpoA

Outros genes foram utilizados neste trabalho, a fim de refinar a
caracterizagao das cinco estirpes avaliadas neste estudo. Os genes escolhidos s&o

altamente conservados entre espécies de Rhizobium, e correspondem aos genes do
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metabolismo basal das mesmas. Informagcdes sobre a porcentagem dos sitios
conservados, sitios variaveis, frequéncia nucleotidica e a parciménia informativa de
cada gene housekeeping podem ser observadas na Tabela 7. Nesta analise,
somente as estirpes deste estudo e as estirpes de referéncia do género Rhizobium
foram consideradas. Para cada gene housekeeping foi construida uma arvore
filogenética, como pode ser visualizado na Figura 5.

Nota-se que o0s genes housekeeping resultaram em mais
informagdes sobre a posigao filogenética dos microrganismos do que o 16S rRNA
(Tabela 7). Dos genes utilizados na analise concatenada, gyrB foi o que possuiu a
maior parciménia informativa, com 35,5 % (206 pb) de sitios informativos, seguido de
recA e ginll, com 22,9% (91 pb e 110 pb, respectivamente), gltA, com 20,5% (129
pb) e rpoA com 14,7% (89 pb), enquanto o 16S rRNA foi o que apresentou a menor
parciménia informativa, com apenas 7,9% (106 pb).

Observa-se que, em todas as arvores, com excegao da arvore
construida com base no gene gltA, as cinco estirpes de Rhizobium analisadas neste
estudo formaram um grupo a parte, com alto valor de bootstrap, sendo 100% o valor
obtido no agrupamento formado para os genes gyrB (Fig. 5B) e recA (Fig. 5D); 99%
no agrupamento formado para o gene ginll (Fig.5A) e 86% para o agrupamento
formado para o gene rpoA (Fig.5E). Em quase todas, a estirpe-tipo mais proxima do
agrupamento em estudo foi R. leucaenae, exibindo mais de 94% de identidade
nucleotidica (Tabela 8).

Apenas a arvore construida para o gene gItA comportou-se diferente
das demais. Nesta ultima, as estirpes PRF 35, PRF 54, CPAO 1135 e H 53
formaram um unico cluster, com bootstrap de 100%, tendo como grupo-irmao o
agrupamento formado por R. tropici, R lusitanum e R. leucaenae (bootstrap de 98%),
onde a estirpe H 52 foi posicionada (Fig. 5C). Esta heterogeneidade genética
poderia ter resultado de uma historia evolutiva diferenciada para este gene em
particular (CHARLES et al., 2005), ou de recombinagao genética, advertindo que o
gene (gltA, apesar de bastante util na determinagdo genética de espécies
microbianas (ACHTMAN; WAGNER, 2008), deve ser utilizado com cautela em
estudos de filogenia e taxonomia envolvendo estirpes de Rhizobium.

Em comparagdo com o gene 16S rRNA, o estudo de mais de um
gene altamente conservado elucidou com mais precisdo a posicao filogenética das

estirpes, esclarecendo a relagao filogenética entre elas. A hipotese de que essas
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estirpes podem representar uma nova espécie dentro do género Rhizobium é
reforcada ao se observar o nitido agrupamento formado nas arvores filogenéticas
dos genes glnll, gyrB, recA e rpoA. Ainda, os valores de identidade nucleotidica
observados dentro do grupo de estirpes deste estudo foi de 100% para os genes
ginll e gyrB, de 99 a 100% para os genes recA e rpoA e 95,6 a 100% para o gene
gltA (Tabela 8). Quando comparadas com estirpes de referéncia esses valores
foram, em sua maioria, inferiores a 94% para todos os genes housekeeping
analisados. Somente para a espécie recém-descrita R. leucaenae (RIBEIRO et al.,
2012) houve identidade nucleotidica superior a 94% em todos os genes, como ja
citado anteriormente.

Thompson et al. (2005), em seu estudo de filogenia e identificacéo
de vibrides por MLSA verificaram que estirpes pertencentes a mesma espécie
possuiram pelo menos 94% de identidade nucleotidica entre seus genes
housekeeping. Este nivel de identidade também foi constatado por Lu et al. (2011) e
Aserse et al. (2012) em seus trabalhos, e também por Putawska et al. (2012) na
descricdo de uma nova espécie de Rhizobium (R. nepotum).

As estirpes deste estudo, quando comparadas com as espécies ja
descritas, apresentaram identidade inferior a 94% para a maior parte dos genes
housekeeping analisados, com exce¢ao de R. leucaenae, e sempre superior a 98%
quando esta comparagao foi feita dentro do grupo. Dessa forma, os resultados
obtidos pela avaliacédo dos genes housekeeping individuais indicam a possibilidade
deste grupo de estirpes representarem uma nova espécie dentro de Rhizobium ou,

pelo menos, diversidade genética elevada dentro da espécie R. leucaenae.



Tabela 7 - Informacgbes sobre as sequéncias obtidas no Estudo 1. Cinco estirpes
foram analisadas, juntamente com 13 - 20 estirpes de referéncia,

conforme descrito anteriormente.
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Locus arlletiisrggzs Nucleotideos (%) Frequéncia (%)
Conservados Varidveis Parcimdnia informativa *Total A T C G

16S rRNA 25 1192 (89,1) 139 (10,9) 106 (7,9) 1326/1338 24,5 20,6 23,1 31,8
glnll 21 338 (70,4) 142 (29,6) 110 (22,9) 480/480 20,6 18,1 31,5 29,8
gltA 18 460 (73,4) 167 (26,6) 129 (20,5) 627/627 20,9 20,2 32,0 26,9
gyrB 20 315 (54,3) 265 (45,7) 206 (35,5) 580/580 22,6 17,6 30,3 29,5
recA 22 263 (66,4) 133 (33,6) 91 (22,9) 396/396 19,2 17,7 32,6 30,6
rpoA 19 456 (75,6) 143 (23,7) 89 (14,7) 599/603 254 18,5 29,4 26,7
Concatenados 19 1381 (67,1) 674 (32,7) 480 (23,3) 2055/2059 19,9 20,3 29,7 30,1

*Valores correspondentes ao tamanho total da sequéncia sem gap e com gap.
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Figura5- Arvores filogenéticas das estirpes do Estudo 1, baseadas no
sequenciamento dos genes housekeeping ginll (A), gyrB (B), gltA (C),
recA (D) e rpoA (E), analisados separadamente.
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0.02
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(B) gyrB

CPAO 1135
PRF 35

00 PRF 54

99 H 52

H 53

————— Rhizobium leucaenae CFN 299
96 Rhizobium rhizogenes ATCC11325

N Rhizobium lusitanum P1-7

1

[ Rhizobium miluonense CCBAU 41251

93 Rhizobium hainanense 166

87| | Rhizobium multihospitium CCBAU 83401
L Rhizobium tropici CIAT 899

Rhizobium gallicum R602
] Rhizobium etli CFN 42

» E Rhizobium leguminosarum bv. viciae LMG 14904
100 Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli USDA 2671

Rhizobium giardinii H152

Rhizobium radiobacter C58

91 Rhizobium galegae LMG 6214
99 Rhizobium huautlense SO2

Bradyrhizobium japonicum USDA110

99

0.05
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(C) gltA

H 53

100| PRF 35
CPAO 1135

99 PRF 54

Rhizobium tropici CIAT 899

Rhizobium lusitanum P1-7

’— H 52
Rhizobium leucanae CFN 299

J Rhizobium rhizogenes ATCC11325
L Rhizobium miluonense CCBAU 41251
Rhizobium multihospitium CCBAU 83401

] I Rhizobium leguminosarum LMG 14904
100l Rhizobium etli CFN42

98

87

Rhizobium giardinii H152

| Rhizobium huautlense LMG 18254

Rhizobium gallicum R602
Rhizobium galegae LMG 6214

Bradyrhizobium japonicum USDA 110

0.02
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(D) recA

CPAO 1135
H 53
% PRF 35
76 PRF 54
H 52
Rhizobium leucaenae CFN 299
Rhizobium rhizogenes ATCC 11325
Rhizobium multihospitium CCBAU 83401

10

72 J Rhizobium tropici CIAT 899

Rhizobium miluonense CCBAU 41251
Rhizobium hainanense 166

Rhizobium lusitanum P1-7

W Rhizobium cellulosilyticum LMG 23642
Rhizobium radiobacter C58

Rhizobium etli CFN42

L Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli USDA 2671

J— 100“ Rhizobium leguminosarum bv. viciae LMG 14904
Rhizobium giardinii H152
L Rhizobium huautlense LMG 18254

—i Rhizobium gallicum R602
100 Rhizobium mongolense USDA 1844

Rhizobium galegae LMG 6214

Bradyrhizobium japonicum USDA 110

0.02
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100
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CPAO 1135
| PRF 54
86 - PRF 35
28 H 52

73'H 53
Rhizobium leucaenae CFN 299

-

Rhizobium lusitanum P1-7
L Rhizobium miluonense CCBAU 41251
Rhizobium multihospitium CCBAU 83401
Rhizobium tropici CIAT 899
Rhizobium gallicum R602

Rhizobium rhizogenes K84

— Rhizobium etli CFN 42

97

84 —— Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli USDA 2671
el Rhizobium leguminosarum bv. viciae 3841

Rhizobium giardinii H152
Rhizobium radiobacter C58

Rhizobium galegae LMG 6214

Rhizobium huautlense LMG 18254

0.02

Bradyrhizobium japonicum USDA 110

Bradyrhizobium japonicum foi utilizado como grupo externo. A arvore foi construida utilizando-se o
programa MEGA 5,1 e analisada segundo o modelo de distancia K2P e algoritmo Neighbor-joining,
com bootstrap de 1000 repeti¢cdes. Valor da barra indica a porcentagem de substituicdo nucleotidica.



Tabela 8 - Variagao de identidade nucleotidica dentro das estirpes do Estudo 1 e
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dessas com estirpes de referéncia de Rhizobium nos genes 16S rRNA,
glnll, glItA, gyrB, recA, rpoA e concatenados.

ESTIRPES GENES (%)

Similaridade: 16 S glnll gltA gyrB recA rpoA concatenados
-dentro das estirpes deste estudo g9 3 999 190 956-100 100 99,7-100 99,3 - 100 99,8 - 100
- entre as estirpes deste estudo e

estirpes de referéncia:

Rhizobium cellulosilyticum ALA10B2 93-93,3 89,6 - 89,8

Rhizobium daejeonense L61 94,8 -94,9

Rhizobium etli CFN 42 97,2-97,7 87,9 909-913 858  87,8-88,1 94,6 -951  89,3-89,5
Rhizobium galegae LMG 6214 94,2-945 872 88,8 80,3  87,8-88,1 89,1- 89,4 86 — 86,1
Rhizobium gallicum R602 96,6-96,9 895 87,7-87,8 839  88,1-883 944-949  891-893
Rhizobium giardinii H152 955-957 889 883-885 822  87,3-876 90,3 - 90,6 87,2
Rhizobium hainanense 166 99-99 4 94,7 86,3 93,4 - 93,6

Rizobium huautiense CCBAU 946-948 87,7 872-87 786 863-866  889-893  852-854
s:;zs‘;tgﬁﬁéﬁxgg‘?ﬂsamm bv. 97,8-982 87,9 855 87,8 -88,1 93,6 - 94,1 88,8 — 89
RIZODLI leguminosarum by viciae g77 982 875  91-913 853  83,1-883  941-946 89892
Rhizobium leucaenae CFN 299 98,2-985 945 945-984 941  954-957 98,3-986  957-958
Rhizobium lusitanum P1-7 99,2-994 90,8  945-98 891 914-916 97,3-97,6 92,4
Rizobium miluonense CCBAU 993-996 947 894-902 87,5 914-916  958-963  924-926
Rhizobium mongolense USDA 1844 96 - 96,3 89,1 89,1 -89,3

Rhizobium multihospitium CCBAU 991-996 92  912-918 856  934-936 96,6 - 97,1 91,9 - 92
Rhizobium pisi DSM 30132 97,3-97,8

Rhizobium radiobacter C58 938-94 879 80,8  88,6-88,38 88,8-89,3  86,3-86,5
Rhizobium rhizogenes ATCC 11325 g95 _g95 o1 912-907 875 919-924  969-974 92 - 92,2
Rhizobium sullae I1S123 96,2 - 96,5

Rhizobium tropici CIAT 899 99-995 931 93,7-976 858 91,4-916 96,9 - 97,4 91,9-92

* Estirpes PRF 35, PRF 54, CPAO 1135, H 52 e H 53.
** Sequencias do gene rpoA foram obtidas da estirpe R. rhizogenes K84.

4.2.6 Multilocus Sequence Analysis (MLSA)

Os resultados obtidos com a analise concatenada dos genes

housekeeping foram similares aqueles obtidos com os genes ginll, gyrB, recA e rpoA

individuais.

O gene gltA nao foi utilizado na analise concatenada, uma vez que

os resultados obtidos na arvore filogenética construida individualmente para este

gene indicaram a possibilidade da estirpe H 52 ter sofrido recombinagédo genética,

diminuindo a precisdo da analise. Delamuta e colaboradores (2012) constataram a
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eficiéncia do método de MLSA utilizando quatro, ao invés de cinco genes
housekeeping em seus estudos envolvendo estirpes de Bradyrhizobium, dando
suporte ao uso de quatro genes neste estudo com Rhizobium.

Na Figura 6 pode ser visualizado o nitido agrupamento formado por
todas as cinco estirpes avaliadas neste estudo, que se posicionaram separadas das
demais espécies de Rhizobium utilizadas como referéncia, com um suporte
bootstrap de 100%. Do mesmo modo que nas arvores filogenéticas construidas para
cada gene em particular, na arvore concatenada a estirpe-tipo mais préxima do
agrupamento foi R. leucaenae, enquanto que R. tropici posicionou-se mais distante
do mesmo, compondo um grupo em que estdo presentes as espécies de referéncia
R. multihospitium, R. miluonense e R. lusitanum.

A vantagem em relagdo a anadlise com base apenas do 16S rRNA
foi, principalmente, o esclarecimento da real posigdo filogenética das estirpes
utilizadas neste trabalho. Os valores de identidade nucleotidica entre espécies de
referéncia reforcam a falta de precisdo do 16S rRNA na distingdo de espécies de
Rhizobium, como pode ser visto na Tabela 8, onde as espécies ja descritas
apresentam valores de identidade nucleotidica superiores a 99% em suas
sequéncias de 16S rRNA, acima do valor verificado por Vandamme et al. (1996),
onde espécies diferentes apresentam menos de 97% de identidade em suas
sequencias de 16S rRNA.

Avaliando-se a identidade nucleotidica entre as sequencias
concatenadas observa-se uma alta identidade (> 94%) entre as estirpes deste
estudo e uma baixa identidade entre estas estirpes e espécies de referéncia (Tabela
8). A espécie mais proxima foi, novamente, R. leucaenae, com 95,7% de identidade
nucleotidica na analise concatenada. Konstantinidis, Ramette e Tiedje, (2006), em
estudo de filogenia, utilizaram de seis a oito genes housekeeping para avaliar a ANI
(Average Nucleotide Identity) de diferentes géneros de bactérias, e verificaram que
espécies diferentes apresentam menos de 96% de identidade nucleotidica na
andlise concatenada. Ainda, esses mesmos autores constataram que esta
porcentagem corresponde precisamente ao limiar de 70% estabelecido em analises
de genomas inteiros, realizados por hibridacdo DNA-DNA. Sendo assim, os
resultados obtidos nesta avaliacdo por MLSA indicam que as estirpes deste estudo
sao fortes candidatas a representarem uma nova espécie ou subespécie de

Rhizobium.
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Cabe ainda ressaltar que a distancia evolutiva observada entre as
estirpes avaliadas neste estudo e a espécie de referéncia mais proxima, R.
leucaenae foi consideravel (Figura 6) e quase tdo pronunciada quanto a distancia
encontrada entre espécies ja descritas, como por exemplo, entre R. tropici e R.
multihospitium, fortalecendo ainda mais a hipétese de que estas estirpes possam

representar uma nova espécie dentro do género Rhizobium.
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Figura6 - Arvore filogenética das estirpes do Estudo 1, baseada no
sequenciamento dos genes housekeeping ginll, gyrB, recA e rpoA,
analisados conjuntamente (concatenados).

glnll + recA + gyrB + rpoA CPAO 1135
PRF 54
100 | PRF 35
100 [ H 52
91l H 53
—— Rhizobium leucaenae CFN 299
100 ( Rhizobium rhizogenes ATCC 11325

Rhizobium lusitanum P17

76 \_li Rhizobium miluonense CCBAU 41251
100 87| [ Rhizobium multihospitium CCBAU 83401

0L Rhizobium tropici CIAT 899

Rhizobium gallicum R602

| % —  Rhizobium etli CFN 42

100 — Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli USDA 2671
100 L Rhizobium leguminosarum bv. viciae LMG 14904

Rhizobium giardinii H152

Rhizobium radiobacter C58

Rhizobium galegae LMG 6214
100 | Rhizobium huautlense CCBAU 65798

Bradyrhizobium japonicum USDA 110

—
0.02

Bradyrhizobium japonicum foi utilizado como grupo externo. A arvore foi construida utilizando-se o
programa MEGA 5,1 e analisada segundo o modelo de distancia K2P e algoritmo Neighbor-Joining,

com bootstrap de 1000 repeti¢cdes. Valor da barra indica a porcentagem de substituicdo nucleotidica.

4.3  CONSIDERACOES FINAIS

As estirpes avaliadas neste estudo apresentaram resultados
singulares em todas as analises realizadas, diferenciando-se das espécies ja
descritas. Os dados fenotipicos exibiram diferencas entre as estirpes deste estudo e
estirpes de referéncia. Ja os dados genotipicos de BOX e MLSA apresentaram
distingcdes mais claras entre as estirpes deste estudo e estirpes de referéncia. Em
relagdo a estes ultimos, as estirpes testadas neste estudo apresentaram valores
altos entre si, em relacdo aos limites estabelecidos para cada metodologia na

discriminagao de espécies (limite de 70% de similaridade para cladogramas de BOX,
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de 94% de identidade nucleotidica para genes housekeeping e de 96% de
identidade nucleotidica em arvores concatenadas de MLSA), e valores baixos
quando contrastadas com espécies utilizadas como referéncia.

Levando em conta que estas estirpes provém de regides brasileiras
distintas, os resultados obtidos neste trabalho sugerem fortemente que as mesmas
podem representar uma nova espécie ou subespécie. Experimentos adicionais de
hibridacdo DNA-DNA e perfil de acidos graxos estdo sendo conduzidos com a
finalidade de confirmar essa hipotese.

A metodologia de MLSA permitiu discriminar efetivamente as
especies altamente relacionadas, como ja havia sido constatado por outros autores
em suas pesquisas de filogenia e taxonomia comentadas neste trabalho. Ainda, a
proposta de Stackebrandt et al. (2002) de utilizar no minimo cinco genes
housekeeping para analises filogenéticas e classificagdo taxonémica foi eficazmente
confirmada nesta abordagem, sendo que alguns autores confirmaram a efetividade
do método com quatro (DELAMUTA et al., 2012) e trés (KONSTANTINIDIS;
RAMETTE; TIEDJE, 2006) genes housekeeping. Nesse contexto, a utilizacdo da
metodologia de MLSA em detrimento da custosa e laboriosa técnica de hibridagao
DNA-DNA representa, claramente, uma alternativa bastante util e confiavel, além de
consistir em uma ferramenta mais acessivel e reproduzivel em estudos de filogenia e
taxonomia de procariotos.

Segundo o Comité Internacional de Sistematica de Procariotos
(ICSP) (http://edzna.ccg.unam.mx/rhizobial-taxonomy/node/12), o delineamento de
uma nova espécie bacteriana deve seguir regras padronizadas, a fim de garantir a
qualidade dos resultados. Neste processo, analises polifasicas sdo exigidas e seus
resultados devem demonstrar coeréncia genotipica, fenotipica e filogenética entre os
membros da suposta nova espécie, além da discriminagao eficiente quando os
mesmos sao comparados com os taxons mais relacionados. Sendo assim, pode-se
inferir que a abordagem polifasica realizada neste trabalho foi bastante satisfatoria e
promissora no que diz respeito a identificacdo de uma possivel nova espécie para o

género Rhizobium.
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5 ESTUDO 2 - ABORDAGEM POLIFASICA NA CARACTERIZACAO DA ESTIRPE
PRF 81 E NO ESTUDO DA DIVERSIDADE GENETICA DE ESTIRPES DE
RHIZOBIUM ISOLADAS EM SANTA CATARINA, SC.

5.1 MATERIAL E METODOS

5.1.1 Estirpes e Condi¢des de Cultura

Neste estudo, foram utilizadas sete estirpes de Rhizobium, sendo
uma delas atualmente classificada como R. tropici, mas que apresentou
caracteristicas distintas desta e de outras espécies do género em estudos
antecedentes (STOCCO et al.,, 2008; RIBEIRO et al., 2009), indicando-a como
potencial nova espécie, em adicao a seis isolados do estado de Santa Catarina, os
quais agruparam-se juntamente com PRF 81 em perfis de RFLP realizado por
Stocco e colaboradores (2008).

As estirpes correspondem a propria PRF 81 (= SEMIA 4080),
procedente da colegdo de bactérias diazotréficas da Embrapa Soja, a qual ja é
utilizada em inoculantes comerciais no Brasil, e mais seis isolados provenientes de
trés diferentes cidades do estado de Santa Catarina, sendo dois deles de
Curitibanos (22 e 25), dois de Painel (40 e 41) e dois de Guaiabeira (80 e 81). Todas
as estirpes foram isoladas por Stocco et al. (2008) a partir de nédulos de feijoeiro.

Além dessas estirpes, foram utilizadas espécies de referéncias, ja

mencionadas no Estudo 1.

5.1.2 Caracterizagado Morfoldgica

A caracterizagao foi realizada conforme descrito no Estudo 1.

5.1.3 Caracterizagao Fisiolégica
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A avaliagdo da resisténcia a determinados antimicrobianos foi

realizada conforme descrito anteriormente. Foram testados os mesmos antibidticos

citados no Estudo 1.

5.1.4 Extracdo de DNA

5.1.5 Multilocus Sequence Analysis (MLSA)

A extracado de DNA foi realizada conforme descrito no Estudo 1.

Foram utilizados os mesmos genes housekeeping utilizados

escolhidos para o Estudo 1, com exceg¢ao de gltA (citrato sintase), o qual foi

substituido por dnaK (chaperona de 70 kDa - heat shock protein, HSP70), também
selecionado com base em estudos anteriores (MENNA; HUNGRIA; BARCELLOS,

2009a). Os ciclos de amplificagcdo para cada gene housekeeping estdo descritos na

Tabela 9.

A purificagao foi realizada como descrito no primeiro estudo.

Tabela 9 - Primers e condi¢cbes de amplificacao utilizadas no Estudo 2.

GENE PRIMER SEQUENCIA5'- 3 *TAMANHO CONDIQC)ES DA PCR REFERENCIAS
165 rRNA fD1 5 — AGAGTTTGATCCTGGCTCAG - 3’ 1291 ob 2 min 95 °C, 30 x (15s 94°C, 45s 93°C, WEISBURG et al.,
Ii 0 i 0
D1 5' - AAGGAGGTGATCCAGCC- 3 P 45s 55°C, 2 min 72°C), (1991)
5 min 72°C
gl TSginlif 5'- AAGCTCGAGTACATCTGGCTCGACGG-3 480 pb 2 min 95°C, 35 x (455 95°C, 30 s 56°C, STEPKOWSKI et
TSginlIr 5'-SGAGCCGTTCCAGTCGGTGTCG-3' 1.5 min 72°C), 7 min 72°C al., (2005)
(poA RRrpoAf 5'- GGAAATCGCCATCAAGATGG-3 605 pb 2 min 95°C, 35 x (455 94°C, 455 55°C, 2 RIBEIRO et al.,
RRrpoAr 5'- ACGCTTGGCGAGATCTTC -3' min 72°C), 7 min 72°C (2009)
recA recA6f 5'- CGKCTSGTAGAGGAYAAATCGGTGGA-3 397 pb 2 min 95°C, 35 x (45s 95°C, 30s 58°C, 1.5 STEPKOWSKI et
recA555r 5'-CGRATCTGGTTGATGAAGATCACCAT -3' min 72°C), 7 min 72°C al,. (2005)
5 min 95°C, 5 x (2 min 94°C, 2 min 58°C,
gyrB343f 5'- TTCGACCAGAAYTCCTAYAAGG-3’ . . MARTENS et al.
gyrB 577 pb 1 min 72°C) 28 x (30 s 94°C, 1 min 58°C,
gyrB1043r 5- AGCTTGTCCTTSGTCTGCG-3' ) i (2008)
1 min 72°C), 5 min 72°C
dnak dnaK1466f 5’- AAGGARCANCAGATCCGCATCCA- 3’ 255 bb 2 min 95°C, 35 x (45 s 95°C, 30 s 58°C, MARTENS et al.
na
dnaK1777r 5'- TASATSGCCTSRCCRAGCTTCAT - 3’ P 1.5 min 72 °C), 7 min 72°C (2007)

* Tamanho das sequencias utilizadas neste estudo
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5.1.6 Amplificagdo por PCR (Polymerase Chain Reaction)

A amplificagdo do gene ribossomal 16S, dos genes housekeeping e

dos elementos BOX foi realizada conforme descrito no Estudo 1.

5.1.7 Sequenciamento dos Genes e Analise Filogenética

O sequenciamento dos genes e analise filogenética foram avaliados

conforme descrito no Estudo 1.

5.1.8 Analise dos Resultados

A analise dos resultados foi realizada conforme descrito no Estudo 1.

5.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.2.1 Caracterizagao Morfolégica

Em relagao as caracteristicas morfolégicas, pode-se observar que as
estirpes provenientes das mesmas cidades apresentaram morfologia semelhante,
enquanto as provenientes de cidades distintas apresentaram diferengas
morfologicas (Tabela 10). Apenas a coloracdo rosada em vermelho Congo foi
compartilhada com todas as sete estirpes avaliadas neste estudo, diferindo das
espécies de referéncia R. tropici, R. multihospitium, R. miluonense e R. hainanense,
que apresentaram coloragao branca.

Os isolados 22 e 25 (provenientes de Curitibanos) exibiram alto valor
de didmetro médio (6,7 mm) aos 5 dias de medigdo quando comparados com as
outras estirpes analisadas. Entre as espécies de referéncia, a Unica a apresentar
valor igualmente alto de didmetro foi R. miluonense, com 7,22 mm. Ja a producéao de
muco foi abundante, caracteristica que pode ser compartilhada com todas as
estirpes utilizadas como referéncia, com excegcdo de R. multihospitium, que
apresentou producdo moderada. A consisténcia da colbnia foi aquosa, caracteristica

compartilhada com os isolados 40 e 41 (provenientes de Painel) e diferindo de todas
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as demais, que apresentaram consisténcia gomosa. Esses dois isolados
apresentaram transparéncia em suas propriedades Opticas, assemelhando-se a R.
tropici e aos isolados 40 e 41, e diferenciando-se das demais estirpes, que
apresentaram opacidade.

Os isolados 40 e 41 foram similares entre si em todas as
caracteristicas apresentadas. Em relacdo a produgcdo de muco, esses isolados se
assemelharam a PRF 81, isolados 80 e 81 e as estirpes de referéncia R. leucaenae
e R. multihospitium, todos apresentando produgdo moderada. A consisténcia da
coldnia e suas propriedades 6pticas ja foram discutidas anteriormente.

Os isolados 80 e 81, provenientes de Guaiabeira, apresentaram
duas caracteristicas distintas das outras estirpes em estudo, sendo elas a
consisténcia da colénia gomosa (diferindo dos isolados 22, 25, 40 e 41) e opacidade
em relagcdo as propriedades Opticas (diferindo de PRF 81). Essas caracteristicas,
juntamente com as demais propriedades morfoldégicas aproximam esses dois
isolados da espécie de referéncia R. leucaenae, que apresentou 0os mesmos
atributos.

Foi interessante observar que a estirpe PRF 81 (atualmente
classificada como R. tropici), quando comparada com demais estirpes de referéncia,
apresentou propriedades morfolégicas mais proximas de R. leucaenae e R.
rhizogenes, das quais a mesma diferiu somente em relagédo as propriedades opticas
(R. leucaenae) e produgdo de muco (R. rhizogenes), enquanto que, quando
comparada com R. tropici, diferiu em relacdo a produ¢cdo de muco e coloragao da

colonia em meio de cultura YMA contendo vermelho Congo.
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Tabela 10 - Propriedades morfolégicas das estirpes de Rhizobium utilizadas no

Estudo 2.
O
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122 PRF 81 3,78 mm | Moderado Gomosa Transparente | Rosado
2099 22 7,42 mm | Abundante Aquosa Transparente | Rosado
2101 25 5,97 mm | Abundante Aquosa Transparente | Rosado
2110 40 3,23 mm | Moderado Aquosa Transparente | Rosado
2111 41 3,10 mm | Moderado Aquosa Transparente | Rosado
2267 80 2,26 mm | Moderado Gomosa Opaco Rosado
2268 81 2,22 mm | Moderado Gomosa Opaco Rosado
241 R. leucaenae 3,91 mm | Moderado Gomosa Opaco Rosado
242 R. tropici 4,89 mm | Abundante Gomosa Transparente Branco
2054 | R. multihospitium | 3,62 mm | Moderado Gomosa Opaco Branco
2055 R. lusitanum 4,34 mm | Abundante Gomosa Opaco Rosado
2056 R. miluonense 7,22 mm | Abundante Gomosa Opaco Branco
2450 R. hainanense 4,84 mm | Abundante Gomosa Transparente Branco
86 R. rhizogenes 5,68 mm | Abundante Gomosa Transparente | Rosado

* Todas as estirpes apresentaram resultados idénticos em relacdo a taxa de crescimento, reacao

acido/basica, forma, borda, superficie, elevacdo e coloragio em azul de bromotimol.
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5.2.2 Caracterizagao Fisiolégica

5.2.2.1 Tolerancia a antibioticos

Os perfis obtidos na avaliagdo da tolerancia a antibidticos pelas estirpes
deste estudo foram diversos, sendo encontradas diferengcas tanto entre as estirpes
analisadas, quanto entre essas estirpes e espécies de referéncia. Igualmente ao ocorrido
nos perfis morfolégicos, estirpes de mesma procedéncia apresentaram resultados
semelhantes, enquanto estirpes provenientes de cidades distintas apresentaram tolerancias

diferenciadas aos antibidticos testados (Tabela 11). Foram encontradas semelhangas
apenas em relagdo aos antibioticos penicilina (10 U) e acido nalidixico (30 ug), aos quais
todas as sete estirpes analisadas apresentaram resisténcia.

Em relagdo aos demais antimicrobianos, os isolados 22 e 25 (Curitibanos)
apresentaram-se resistentes a clorafenicol (30 ug), cefuroxima (30 ug) e ampicilina (10
ug), sensiveis em relagédo a eritromicina (15 ug) e tetraciclina (30 pg) e moderadamente

resistentes em relagdo a neomicina (30 ug). J& em relacéo a estreptomicina (10 pg), o
isolado 22 mostrou-se moderadamente resistente, enquanto o isolado 25 mostrou-se
tolerante. Em comparagao com estirpes de referéncia, o isolado 22 apresentou perfil mais
préximo de R. miluonense e R. multihospitium, diferindo em dois dos nove antibiéticos
testados, sendo estes antibidticos clorafenicol, para R. miluonense, neomicina, para R.
multihospitium e eritromicina, para ambos. Ja o isolado 25 apresentou perfil mais préximo de
R. tropici, diferindo em relagdo a neomicina e eritromicina.

As estirpes 40 e 41 apresentaram as maiores disparidades dentre as
bactérias oriundas de mesma regiao de isolamento. Essas diferengas foram encontradas em
relagdo aos antibidticos clorafenicol, estreptomicina, ampicilina e tetraciclina, aos quais o
isolado 40 exibiu resisténcia e o isolado 41 exibiu tolerdncia moderada ao primeiro e
sensibilidade aos trés ultimos. Em relagdo aos demais antibioticos, ambos apresentaram
resisténcia a cefuroxima, eritromicina, penicilina e acido nalidixico, e resisténcia moderada a
neomicina. Em relagdo as estirpes de referéncia, o isolado 40, assim como o isolado 25,
apresentou perfil com maior semelhanga a R. tropici, no entanto, foram observadas
diferengas quanto aos antibiéticos neomicina e tetraciclina. Ja o isolado 41 apresentou perfil
mais proximo de R. miluonense, diferindo em relagao ao cloranfenicol e a estreptomicina.

Os isolados 80 e 81 apresentaram perfis idénticos entre si, apresentando
sensibilidade a todos os antibiéticos testados, com excecdo dos ja mencionados, acido
nalidixico e penicilina, aos quais apresentaram resisténcia. Assim como ocorrido na

avaliagdo morfologica, esses dois isolados apresentaram perfis que os aproximaram de R.
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leucaenae, sendo que, nesta avaliacdo fisiolégica, os mesmos diferiram em relacdo a
eritromicina e penicilina.

A estirpe PRF 81 apresentou resisténcia aos antibidticos acido nalidixico,
cefuroxima, eritromicina e penicilina; resisténcia moderada aos antibiéticos ampicilina e
neomicina; e sensibilidade a clorafenicol, estreptomicina e tetraciclina. Quando comparada
com as demais estirpes deste segundo estudo, a PRF 81 apresentou perfil com maior
semelhanca ao do isolado 40, diferindo em relagdo aos antimicrobianos ampicilina e
clorafenicol (sendo moderadamente resistente ao primeiro e sensivel ao segundo, enquanto
o isolado 40 apresentou resultado inverso, ou seja, sensibilidade ao primeiro e resisténcia
moderada ao segundo). Ja quando comparada com estirpes de referéncia, esta estirpe
apresentou perfil mais semelhante a espécie R. lusitanum, diferindo apenas em relacéo a
ampicilina, onde a mesma exibiu resisténcia moderada e R. lusitanum exibiu sensibilidade.

Assim como ja comentado no Estudo 1, perfis de tolerancia a antibiéticos
podem variar entre individuos de uma mesma espécie, uma vez que as estirpes podem doar
e receber plasmideos de resisténcia por conjugacdo bacteriana (BERINGER, 1974).
Entretanto, caracterizacbes fenotipicas sdo importantes na classificagao de espécies, uma

vez que servem de suporte para outras avaliagdes aplicadas no microrganismo em estudo.

Tabela 11 - Tolerancia das estirpes do Estudo 2 e estirpes de referéncia a diferentes
antibidticos. 1) Isolado 22; 2) Isolado 25; 3) Isolado 40; 4) Isolado 41; 5)
Isolado 80; 6) Isolado 81; 7) PRF 81 8) R. leucaenae; 9) R. tropici; 10) R.
lusitanum; 11) R. miluonense; 12) R. multihospitium; 13) R. hainanense;
14) R. rhizogenes.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Ac. Nalidixico 4 + + + + + + + + mr -
Ampicilina + + + ; } mr ) + o+ - .
Clorafenicol + + + mr - - - -+ + mr
Cefuroxima + + + + - + + + o+ - -
Eritromicina - - + + - + + + O+ o+ o+
Estreptomicina mr + + - - - - mr mr + mr
Neomicina mr mr mr mr - mr mr mr - mr -
Penicilina + + + + + + + + O+ o+ 4+
Tetraciclina - - + - - - - - - - -

(+) resistente; (mr) moderadamente resistente; (-) sensivel.
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5.2.2.2 BOX-PCR

No dendograma gerado ao nivel de 70% (Figura 7), observa-se que
os isolados 22, 25 e 40 agruparam-se préximos de R. galegae, e apresentaram um
nivel de similaridade baixo entre si, sendo 66% entre os isolados 22 e 25, 52% entre
estes e o isolado 40, e 47% deste ultimo com R. galegae. Os isolados 80, 81, a
estirpe PRF 81 e a estirpe de referéncia R. multihospitium formaram um
agrupamento com similaridade inferior ao grupo anterior. Os niveis correspondem a
59% entre 80 e 81, 49% entre PRF 81 e R. multihospitium e 43,5% entre os isolados
e estes ultimos. O isolado 41 ocupou uma posig¢ao bastante distinta, sendo o perfil
com maior disimilaridade entre todas as estirpes do dendograma. Nota-se que,
mesmo no subgrupo formado entre isolados provenientes das mesmas cidades, a
similaridade entre eles foi baixa (< 70%).

Como ja comentado no primeiro estudo, espécies distintas nao
apresentam niveis de similaridade superiores a 70%, segundo os trabalhos de
Grange e Hungria (2004), Kaschuk et al. (2006) e Menna et al. (2009b), indicando
que, em analises genéticas obtidas por comparagao de perfis de BOX, as estirpes
deste estudo nao apresentam similaridade suficiente para serem alocadas dentro de

uma mesma especie.
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Figura7 - Dendograma baseado no fingerprinting pela metodologia de BOX-PCR,
aplicado as estirpes do Estudo 2.

Jaccard (Tal 10% 1.0%) (H=Q0% $20 0%) [0.0%-100%)
Box

R. eth

R. galegae
R. tropici

PRF81

81

R. galicum

Os clusters foram obtidos pelo programa Bionumerics (Applied Mathematics, Kortrijk, Bélgica, v. 4.6).
Para a analise de agrupamento, foi utilizado o algoritmo UPGMA (Unweighted Pair-Group Method
with Arithmetic mean) e o coeficiente de Jaccard com 1% de tolerancia.

5.2.316S rRNA

A arvore filogenética construida com base no gene ribossomal 16S
posicionou juntos os isolados provenientes das mesmas cidades (com excegao dos
isolados 40 e 41, os quais ficaram em grupos separados) e distantes os isolados
provenientes de cidades diferentes (Figura 8). Assim como ocorrido anteriormente,
as representantes deste estudo posicionaram-se no mesmo agrupamento que
contém as estirpes de referéncia do “grupo tropici”.

As estirpes provenientes de Curitibanos, que correspondem aos
isolados 22 e 25, agruparam-se com R. miluonense, com um suporte bootstrap de
79%, enquanto as provenientes de Guaiabeira (isolados 80 e 81) formaram um
subgrupo separado das demais estirpes de referéncia (bootstrap - 96%). O isolado
41, proveniente de Painel, alocou-se juntamente com R. lusitanum e R. rhizogenes.
Ja o isolado 40, também proveniente de Painel, agrupou-se com R. leucaenae. A
estirpe PRF 81 posicionou-se no subgrupo composto pelas estirpes de referéncia de
R. tropici, R. hainanense e R. multihospitium, ficando mais préxima desta ultima
(bootstrap — 71%).

Tais resultados apontam a existéncia de diversidade entre os

isolados de Rhizobium provenientes de Santa Catarina e contrastam com os

R. huautlense

R. leguminosarum
R. leucancae
R. miluonense

R. multihos pitium

R. lusitanum
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resultados de RFLP e BOX obtidos por Stocco et al. (2008). Isso demonstra que

analises com base unicamente

com clareza a posigao filogenéti

no 16S rRNA nao sao suficientes para discriminar

ca das espécies, como ja comentado anteriormente.

Figura8- Arvore filogenética das estirpes do Estudo 2, baseada no

sequenciamento do

83

DNA ribossomal 16S.

PRF 81
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g1~ 40
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ﬁRhizobium pisi DSM 30132

—— Rhizobium sullae 1S123

08 [ Rhizobium gallicum R602
98\— Rhizobium mongolense USDA 1844

Rhizobium giardinii H152

94l

Rhizobium daejeonense L61

73 Rhizobium radiobacter C58
Rhizobium cellulosilyticum ALA10B2

9| [ Rhizobium galegae LMG 6214

Rhizobium huautlense LMG 18254
Bradyrhizobium japonicum USDA 110

i
0.01

Bradyrhizobium japonicum foi utilizado como grupo externo. A arvore foi construida utilizando-se o
programa MEGA 5,1 e analisada segundo o modelo de distancia K2P e algoritmo Neighbor-joining,
com bootstrap de 1000 repeti¢cdes. Valor da barra indica a porcentagem de substituicdo nucleotidica.
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5.2.4 Diversidade dos Genes dnakK, ginll, gyrB, recA e rpoA

As arvores filogenéticas construidas com base nos genes
housekeeping individuais apresentaram padrbes semelhantes entre si, porém,
diferentes do padrao obtido com o 16S rRNA. Os isolados 22 e 25, por exemplo,
agruparam-se juntamente com R. tropici em quase todas as arvores (Figura 9), com
excecgao da arvore filogenética construida com base no gene rpoA, onde os mesmos
formaram um grupo a parte, tendo como grupo irmao aquele composto pela estirpe
PRF 81, R. miluonense e R. lusitanum (Figura 9D). Os isolados 80 e 81 agruparam-
se com R. leucaenae em todas as arvores filogenéticas. Os isolados 40 e 41, apesar
de provirem da mesma cidade (Painel), agruparam-se proximos somente na arvore
filogenética do gene rpoA, onde se posicionaram com R. radiobacter. O isolado 41
agrupou-se com R. lusitanum em todas as outras arvores (bootstrap — 100% em
ginll, dnakK, gyrB e recA), e o isolado 40 agrupou-se com R. multihospitium na arvore
filogenética do gene gyrB (bootstrap - 97%, Figura 9B), com R. radiobacter na
arvore filogenética do gene rpoA (bootstrap — 91%, Figura 9D) e em posigéo isolada
nas demais arvores (Figura 9A, C e E). A estirpe PRF 81 agrupou-se com R.
miluonense nas arvores filogenéticas dos genes gyrB, recA e dnaK; com R.
miluonense, R. hainanense, R. multihospitium e R. lusitanum na arvore filogenética
do gene glnll (Figura 9A) e com R. miluonense e R. lusitanum na arvore construida
para o gene rpoA (Figura 9D). Esse resultado é interessante, pois demonstrou que
esta estirpe, a qual esta atualmente classificada como R. tropici, possuiu um perfil
genético mais semelhante a R. miluonense do que a R. tropici em relagdo aos
genes do metabolismo basal analisados neste trabalho.

Em todas as arvores filogenéticas as estirpes apresentaram
diversidade entre si, no entanto, algumas estirpes apresentaram diversidade distinta
da encontrada na analise pelo 16S rRNA. Um exemplo é a posigao dos isolados 22
e 25, os quais agruparam-se com R. miluonense na arvore do 16S rRNA e com R.
tropici na maior parte das outras arvores (Figura 9).

A uUnica semelhancga encontrada entre as duas analises foi o fato das
estirpes procedentes da mesma cidade se posicionaram sempre juntas (exceto os
isolados 40 e 41), tanto na analise dos genes housekeeping, quanto na arvore do
16S rRNA. E importante, também, ressaltar que todas as estirpes de referéncia com

as quais os isolados se agruparam pertencem ao ja citado “grupo tropici” (R.
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leucaenae, R. tropici, R. lusitanum, R. miluonense, R. multihospitum e R.
rhizogenes) (RIBEIRO et al., 2012).

A Tabela 12 contém informagdes acerca da porcentagem dos sitios
conservados, sitios variaveis, frequéncia nucleotidica e a parciménia informativa de
cada gene housekeeping. Neste grupo de estirpes, os genes housekeeping exibiram
maior porcentagem de parcimbnia informativa que o 16S rRNA na elucidagcédo da
posicdo filogenética dos isolados, semelhante ao ocorrido com as estirpes
analisadas no Estudo 1. Os valores correspondem a 36,4% para gyrB (210 pb), 33,3
% para dnaK (85 pb), 25 % para recA (99 pb), 23,7 % para ginll (114 pb) e 17,5 %
para rpoA (106 pb). Coincidentemente, o gene gyrB foi, também, o que apresentou a
maior parciménia informativa neste segundo estudo.

Entretanto, as estirpes deste trabalho apresentaram porcentagens
de identidade nucleotidica baixas e variaveis, tanto entre si quanto entre as estirpes
de referéncia. As porcentagens intraespécie variaram de 89,3 a 96,2% para o gene
ginll, 90,3 a 99,5% para o gene dnakK, 85,4 a 100% para o gene gyrB, 88,1 a 100
para o gene recA e 87,4 — 99,6 para o gene rpoA (Tabela 13). Entre o grupo de
estirpes em analise e espécies de referéncia, a maior parte dos valores ficou ao
redor de 87%, uma porcentagem considerada baixa segundo Thompson et al.
(2005), que propés um minimo de 94% de identidade nucleotidica entre genes
housekeeping para estirpes pertencentes a mesma espécie. As porcentagens
obtidas na analise concatenada também foram baixas segundo o limiar verificado
por Konstantinidis, Ramette e Tiedje (2006), onde espécies diferentes apresentaram
menos de 96% de identidade na analise concatenada.

Devido a alta diversidade encontrada entre as estirpes deste
segundo estudo, as identidades nucleotidicas foram novamente calculadas, de
forma a contrastar os isolados com a espécie de referéncia mais proxima obtida na
arvore concatenada (Tabela 14). As porcentagens obtidas nessa ultima analise
foram maiores que 96% para a maioria dos genes calculados entre 22, 25 e R.
tropici; entre 41 e R. miluonense; entre 80, 81 e R. leucaenae e proxima desse valor
entre PRF 81 e R. miluonense. A estirpe 40 nao foi incluida na analise por ter

ocupado uma posicao isolada na arvore concatenada.



Tabela 12 - Informacgdes sobre as sequéncias obtidas no Estudo 2. Sete estirpes

foram analisadas, juntamente com 13 - 20 estirpes de referéncia.

80

Nucleotideos (%)

Frequéncia (%)

Locus Estirpes
analisadas
Conservados Variaveis Parcimoéniainformativa *Total A T C G
16S rRNA 27 1145 (88,6) 137 (10,6) 110 (8,52) 1274/1291 24,4 20,7 23,2 31,7
ginli 23 329 (68,5) 151 (31,5) 114 (23,7) 480/480 21,0 17,4 325 29,2
dnaK 23 149 (58,4) 106 (41,5) 85 (33,3) 255/255 27,4 12,5 29,4 30,6
gyrB 22 310 (63,7) 267 (46,3) 210 (36,4) 577/577 22,7 17,7 30,5 29,2
recA 24 258 (65) 139 (35) 99 (25) 397/397 19,0 18,1 31,5 31,5
rpoA 21 456 (75,4) 143 (23,6) 106 (17,5) 599/605 19,0 25,3 26,9 28,8
Concatenados 20 1509 (65,2) 799 (34,5) 599 (25,9) 2308/2314 21,1 19,1 30,0 29,6

*Valores correspondentes ao tamanho total da sequéncia sem gap e com gap.
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Figura9- Arvore filogenética das estirpes do Estudo 2, baseada no
sequenciamento dos genes housekeeping (A) ginll, (B) gyrB, (C) recA,
(D) rpoA e (E) dnakK, analisados separadamente.
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(B) gyrB
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(D) rpoA
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Bradyrhizobium japonicum USDA 110

Bradyrhizobium japonicum foi utilizado como grupo externo. A arvore foi construida utilizando-se o

programa MEGA 5,1 e analisada segundo o modelo de distancia K2P e algoritmo Neighbor-Joining,

com bootstrap de 1000 repeti¢cdes. Valor da barra indica a porcentagem de substituicdo nucleotidica.
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Tabela 13 -Variagao de identidade nucleotidica dentro das estirpes analisadas no Estudo 2 e dessas com as estirpes de referéncia

de Rhizobium nos genes 16S rRNA, ginll, dnakK, gyrB, recA, rpoA e concatenados.

ESTIRPES GENES (%)

Similaridade: 16 S glnll dnakK gyrB recA rpoA  Concatenados

- dentro das estirpes deste 87,4 —

estudo * 98,8 — 99,5 89,3-98,9 90,1 - 100 85,6 - 100 88,1 -100 99,6 89,2 - 99

- entre estirpes deste estudo e

estirpes de referéncia:

Rhizobium cellulosilyticum

ALA10B2 92,9-93,5 88,4 —100

Rhizobium daejeonense L61 94 -945
88,6 —

Rhizobium etli CFN 42 96,9-97,6 87,2 -89,1 85,4 -87,8 84,7 - 86,6 86,1 -88,4 97,6 86,5-389,3
87,2 —

Rhizobium galegae LMG 6214 94 — 94,6 87 - 88,5 81,1-83,9 776 -79,8 86,3 -88,4 95,1 84,7-854
87,9 —

Rhizobium gallicum R602 96,1 — 96,8 86 — 90,6 81,5-84,3 82,6 -844 86,6 — 88,6 94,6 85,7 -88,8
88,3 —

Rhizobium giardinii H152 94,8 - 95,3 87,7-90 80,7 — 82,7 81,4 -83,5 86,6 — 87,6 90,8 85,2 -86,7

Rhizobium hainanense 166 98,8 - 99,5 90,8 - 97 89-93,3 85,7-90,4 90,4-954

Rhizobium huautlense CCBAU 87,3 —

65798 94,4-949 86,2 -90,6 75,6 —79,2 75,3-79 86,1 -87,4 89 82,2-84,6

Rhizobium leguminosarum bv. 86,8 —

phaseoli USDA 2671 97,4 — 98,1 87,2 -89,1 84,7 -87,8 84 — 86,6 86,6 — 88,4 94,4 86,1 — 89,1

Rhizobium leguminosarum bv. 87,3 —

viciae LMG 14904 97,4 — 98,2 87,7 -89,3 82,7 - 87 83,8 -286,6 86,3 — 88,6 95,6 86 — 89,2
89,1 —

Rhizobium leucaenae CFN 299 98,6 —99,4 89,7-94,7 89,4-929 85,7 -95,1 89,1 -957 98,3 89-954
88,4 —

Rhizobium lusitanum P1-7 99,1 -99,8 91 -100 90,9 -99,6 88,9 -99,1 89,1 -98,4 97,3 89,9-96,5

Rhizobium miluonense CCBAU 88,4 —

41251 99,2 -99,8 91 -96,6 88,2-97,2 86,8 - 93,9 89,4 -94,2 97,6 90 -95,9

Rhizobium mongolense USDA

1844 95,5-96,2 87,7 -89,5 82,3-854 86,9 - 89,6

Rhizobium multihospitium 88,3 —

CCBAU 98,9 -99,6 88,5-94,3 88,6 —94,5 85,4 -90,8 89,4 - 93,7 96,9 89,2-93,5

Rhizobium pisi DSM 30132 97 -97,7
87,4 -

Rhizobium radiobacter C58 92,8 -93,4 85,4 — 88,9 78,4 — 80,3 78,8 -80,9 84,3 - 88,6 100 84,3-87,7

Rhizobium rhizogenes ATCC 87,6 —

11325 99,1 -99,8 90,6 — 93,5 90,5-91,3 84,5-288,9 88,4-924 97,1 88,3-924

Rhizobium sullae 1S123 95,9-96,4
88,6 —

Rhizobium tropici CIAT 899 98,8 — 99,6 90,6 — 96,4 91,3-98,4 89,6 — 97,4 87,9-96,4 97,6 90 — 97,1

* Estirpe PRF 81 e isolados 22, 25, 40, 41, 80 e 81.
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Tabela 14 - Porcentagem da variagao de identidade nucleotidica dentro das estirpes
analisadas neste estudo de acordo com a regido de isolamento e dessas
com as estirpes de referéncia de Rhizobium mais préximas nos genes
glnll, dnak, gyrB, recA, rpoA e concatenados.

ISOLADO 22, ISOLADO 25 X R. TROPICI

dnaK glnll gyrB recA rpoA concatenados

98 - 99,6 96,2 - 98,9 97,4 - 100 96,2 — 98,7 96,6 — 98,3 96,9 - 99

ISOLADO 41 X R. LUSITANUM

dnaK glnll gyrB recA rpoA concatenados

99,6 100 99,1 98,4 88,8 96,5

ISOLADO 80, ISOLADO 81 X R. LEUCAENAE

dnak glnll gyrB recA rpoA concatenados

92,9-100 93,7-98,5 94,4 — 98,2 95,7 - 100 98,1 -99,5 95,4 — 99,1

PRF 81 X R. MILUONENSE

dnaK glnll gyrB recA rpoA concatenados

97,2 96,6 93,9 94,2 97,9 95,9

5.2.5 Multilocus Sequence Analysis (MLSA)

Semelhante ao ocorrido no primeiro estudo os resultados obtidos
através da analise concatenada dos cinco genes housekeeping foram similares
aqueles obtidos para os genes individuais. Cabe comentar, no entanto, que os perfis
de MLSA revelaram agrupamentos diferentes daqueles obtidos com o BOX-PCR e
com as analises morfofisioldgicas.

Os isolados 22 e 25 foram agrupados juntamente com R. tropici, tal
como havia ocorrido na analise dos genes housekeeping individuais, com um
suporte de bootstrap a 100% (Figura 10). Da mesma forma, os isolados 80 e 81
posicionaram-se novamente no mesmo grupo de R. leucaenae, e apresentaram um
valor de bootstrap igual a 100%. O isolado 41 agrupou-se com R. lusitanum
(bootstrap — 97%), conforme havia ocorrido anteriormente, e o isolado 40, cuja
posicdo foi a mais incerta em todas as analises, posicionou-se isoladamente na
arvore concatenada. A estirpe PRF 81 também seguiu o padrao encontrado para os

genes individuais, agrupando-se juntamente com R. miluonense (bootstrap — 100%).
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As estirpes PRF 81 e 40 exibiram perfis filogenéticos singulares,
correspondendo as estirpes com mais potencial para representar novas espécies,
porém, sao necessarios testes adicionais para que se possa confirmar esta hipotese.

Tanto as analises morfofisiolégicas quanto as arvores filogenéticas
geradas pela metodologia de MLSA demonstraram que alguns dos isolados
apresentaram maior similararidade a outras espécies de Rhizobium do que a R.
tropici, contrastando com os resultados de RFLP obtidos por Stocco et al. (2008) e
comprovando que analises polifasicas sao altamente promissoras na classificagao
de estirpes.

Pelo fato das estirpes deste estudo terem apresentado diferengas
substanciais entre si, pesquisas futuras para este grupo envolverdo analises visando
averiguar a identidade dos isolados 22 e 25 com R. tropici, dos isolados 80 e 81 com
R. leucaenae e do isolado 41 com R. lusitanum. Para os isolados 40 e PRF 81, os
quais apresentaram perfis genéticos unicos, analises mais refinadas deverao

executadas, como hibridagdo DNA-DNA e perfis de acidos graxos.
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Figura 10 - Arvore filogenética das estirpes do Estudo 2, baseada no
sequenciamento dos genes housekeeping ginll, gyrB, recA, rpoA e
dnakK, analisados conjuntamente (concatenados)

glnll + gyrB + recA + %22
rpoA + dnak 100 25
Rhizobium tropici CIAT899
100~ Rhizobium multihospitium CCBAU 83401

84/ 400 Rhizobium miluonense CCBAU 41251
L w0
29

90l Rhizobium lusitanum P1-7

Rhizobium rhizogenes LMG 150

99 97 — Rhizobium leucaenae CFN 299

98

100 80
100 81

Rhizobium gallicum R602

W —  Rhizobium etli CFN 42

100 — Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli USDA 2671
100 Rhizobium leguminosarum bv. viciae 3841

Rhizobium giardinii H152

Rhizobium radiobacter C58
83 ‘ Rhizobium galegae LMG 6214
100 Rhizobium huautlense LMG 18254

Bradyrhizobium japonicum USDA 110

0.02

Bradyrhizobium japonicum foi utilizado como grupo externo. A arvore foi construida utilizando-se o
programa MEGA 5,1 e analisada segundo o modelo de distancia K2P e algoritmo Neighbor-Joining,
com bootstrap de 1000 repeti¢cdes. Valor da barra indica a porcentagem de substituicdo nucleotidica.

5.3 CONSIDERACOES FINAIS

Os estudos de filogenia e taxonomia tém se mostrado cada vez mais
relevantes na definicdo e classificacdo de estirpes de Rhizobium. A diversidade
fenotipica e genética relatada para as estirpes avaliadas neste trabalho forneceu
suporte para a sugestdo de que muitas espécies classificadas atualmente como R.

tropici poderiam estar mais relacionadas a outras espécies do género.
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O perfil obtido por BOX-PCR evidenciou essa diversidade. Apesar
da baixa similaridade entre as estirpes, aquelas provenientes das mesmas cidades
sempre foram agrupadas juntas nesta analise, e exibiram uma similaridade ainda
menor quando comparadas com estirpes de referéncia. O fato da estirpe 40 ter
apresentado um perfil Unico indica que a mesma nao se relaciona com nenhuma
bactéria do grupo em estudo, nem mesmo com a 41, proveniente da mesma cidade
onde aquela foi isolada, além de n&o se relacionar com nenhuma estirpe-tipo
utilizada como referéncia nesta analise genética.

A metodologia de MLSA mostrou-se, mais uma vez, ser uma
ferramenta rapida e eficaz e, neste estudo, permitiu identificar a diversidade genética
entre estirpes antes classificadas como pertencentes a uma mesma espécie. Tanto
na andlise de genes housekeeping individuais, quanto na analise dos genes
concatenados, as estirpes agruparam-se com as mesmas estirpes-tipo utilizadas
como referéncia, e foram congruentes com a arvore filogenética gerada para o 16S
rRNA, esclarecendo as relagdes filogenéticas. Muito provavelmente, a classificagao
de cada estirpe esta relacionada com a estipe de referéncia com a qual foram
agrupadas, sendo as estirpes 22 e 25 as unicas que continuam alocadas proximas
de R. tropici, no entanto sdo necessarias mais informacdes para garantir o correto
posicionamento dessas estirpes dentro deste taxon. O mesmo se aplica as outras
estirpes avaliadas neste trabalho. Interessantemente, a estirpe 40 apresentou
novamente um perfil singular, corroborando com o resultado obtido por BOX-PCR, e
indicando-a como potencial nova espécie.

Os resultados deste estudo contribuiram para discriminar estirpes
provenientes de diferentes cidades de Santa Catarina que antes estavam
classificadas dentro de uma unica espécie, e colaborou para melhor classifica-las em
estudos futuros. Assim como comentado no Estudo 1, a metodologia de MLSA foi
bastante eficiente neste estudo, e a utilizagdo dos genes housekeeping mostrou ser

igualmente efetivo nesta abordagem.
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