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ApresentaçãoApresentaçãoApresentaçãoApresentaçãoApresentação

Falar da relevância da biota do solo para o ecossistema é redundância. As
funções da biota envolvem desde a preservação de água até o seqüestro de substâncias
tóxicas, com reflexos para o ambiente, as culturas, os negócios, enfim, para a sociedade.
A relação entre a microbiota e a qualidade ambiental é extremamente estreita, com
especial atenção para as contaminações de diversas origens, dentre elas as causadas
por metais pesados. Utilizar a Microbiologia como ferramenta para avaliar a qualidade
de solo é fundamental no caminho da sustentabilidade ambiental agrícola. Há muito,
estudos vêm sendo desenvolvidos por renomados pesquisadores de diversas instituições
de pesquisa, na reunião de excelências e competências nesse sentido. Esta obra, que
se consuma pelo esforço de “discípulos” da Dra. Elke Jurandy Bran Nogueira Cardoso,
que acaba sendo uma justa homenagem dos formados a sua formadora, traz
conhecimentos valiosos, que sob a batuta da ilustre professora da Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queiroz” (Esalq-USP) certamente trarão grandes contribuições a
estudiosos e profissionais da área de solos.

As pesquisadoras do Instituto Agronômico (IAC-APTA), da Secretaria de
Agricultura e Abastecimento, Dra Adriana Parada Dias da Silveira e Dra Sueli dos
Santos Freitas, coordenaram e uniram-se a outros especialistas de solos para, com
apoio do IAC, transferir informações aos demais elos que compõem a cadeia do
agronegócio. Com essa obra, a transferência de tecnologia ganha reforço por
disponibilizar na internet conteúdo da maior relevância, na área essencial que envolve
os principais tópicos da Microbiologia do solo.

Diante das necessidades de poupar recursos naturais, reduzir custos econômicos
e minimizar impactos ambientais, informações que abordem soluções para amenizar
as fontes finitas usadas na agricultura são indispensáveis. Que esse e-book seja um
estímulo para profissionais de outras áreas de conhecimentos debruçarem-se em torno
das demandas do agronegócio não apenas para gerar informações, mas sobretudo
para torná-las acessíveis aos que delas precisam para trabalhar.

Pioneiro em pesquisas com solos, o IAC sente-se honrado em participar dessa
obra que se destaca pela excelência do conteúdo e por democratizar o saber. No ano
em completa seu 120º aniversário, o IAC segue se modernizando, apoiando a chegada
da ciência aos usuários e parabenizando a todos que contribuíram para a concretização
do e-book “Microbiota do Solo e Qualidade Ambiental”.

Orlando Melo de Castro
Diretor-Geral do Instituto Agronômico



PPPPPrefáciorefáciorefáciorefáciorefácio

Os microrganismos têm sido cada vez mais associados à qualidade ambiental,
tanto por seu papel fundamental na manutenção dos ecossistemas como por sua
sensibilidade a variações nos muitos fatores que compõem os ambientes.  Por isso as
editoras orgulham-se em trazer a lume este livro, composto por temas dedicados à
correlação da microbiota com a qualidade dos sistemas que habita.  Em que pese
sua importância, ainda há necessidade de textos em língua portuguesa que tornem o
assunto acessível a estudantes e profissionais da área.

Dentro dessa proposta - e em consonância com os novos tempos da
comunicação - está publicado inteiramente por meio eletrônico, totalmente disponível
ao público interessado.  Para isso, contamos com o incondicional apoio do Instituto
Agronômico, que nos deu todas as facilidades para que o projeto chegasse a bom
termo.  Vale lembrar que, neste ano de 2007, o IAC completou 120 anos de fundação:
é uma instituição mais que centenária que abraça diariamente a modernidade, com o
alvo principal centrado na qualidade agrícola e ambiental!

Talvez não seja do conhecimento dos leitores, mas todos os autores foram
orientados da Dra. Elke Jurandy Bran Nogueira Cardoso, professora titular da Escola
Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” da USP, em Piracicaba, onde leciona desde
1972.  Nesse período a Professora Elke criou escola em Microbiologia Agrícola,
formando inúmeros profissionais que a ela devem os primeiros passos no mundo da
Ciência.  É a ela que queremos homenagear dedicando este livro.

Adriana Parada Dias da Silveira (IAC)
Sueli dos Santos Freitas (IAC)
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Capítulo 10

Diversidade e Taxanomia de Rizóbio

Rosana Faria VIEIRAVIEIRAVIEIRAVIEIRAVIEIRA     (
1
)

1. Introdução1. Introdução1. Introdução1. Introdução1. Introdução

Rizóbios são bactérias do solo que possuem habilidade para induzir a formação
de nódulos nas raízes e, em alguns casos no caule, de plantas leguminosas, onde
convertem o nitrogênio atmosférico em formas utilizáveis pela planta hospedeira. A
família Leguminosae compreende cerca de 650 gêneros e 18000 espécies distribuídas
mundialmente nas mais diferentes condições ecológicas. Entretanto, poucas espécies
têm sido estudadas com relação ao seu potencial em formar simbiose com rizóbio,
visando a fixação do N2 atmosférico.

Com o advento e aplicação de novas técnicas moleculares e em decorrência
da importância econômica e ecológica dos rizóbios, extensivos estudos foram realizados
nas últimas décadas com essas bactérias. Como resultado, novas estirpes têm sido
descobertas e novos gêneros e espécies estão sendo criados, causando profundas
mudanças na taxonomia desses microrganismos. Neste capítulo pretende-se ilustrar o
histórico da taxonomia dos rizóbios e a ampla diversidade destas bactérias nos mais
diferentes tipos de solo e planta.

2. Histórico da T2. Histórico da T2. Histórico da T2. Histórico da T2. Histórico da Taxonomia de Rizóbiosaxonomia de Rizóbiosaxonomia de Rizóbiosaxonomia de Rizóbiosaxonomia de Rizóbios

No século XIX, os estudos clássicos de Hellriegel e Wilfarth (1888) foram os
primeiros a estabelecer que eram os micróbios nos nódulos das raízes que permitiam
às leguminosas obter o nitrogênio do ar. Esses microrganismos foram isolados ainda
em 1888 por Beijerinck, que os nomeou de Bacillus radicicola. Posteriormente, foram
denominados Rhizobium leguminosarum por Frank (1889). Inicialmente, os
pesquisadores consideraram o rizóbio como espécie única, capaz de nodular todas
as leguminosas. Löhnis e Hansen (1921) sugeriram a divisão do rizóbio em dois grupos
de acordo com a taxa de crescimento em meio de cultura.

(
1
) Pesquisadora, Embrapa - Centro Nacional de Pesquisas em Meio Ambiente, Caixa Postal- 69, CEP 13820-000,

Jaguariúna, SP. Email: rosana@cnpma.embrapa.br
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O termo rizóbio de crescimento rápido passou a referir-se às bactérias
associadas com alfafa, trevo, feijão e ervilha. As bactérias de crescimento lento foram
exemplificadas pelas bactérias de soja e caupi. Fred et al. (1932) basearam-se nos
hospedeiros e em algumas diferenças morfológicas e fisiológicas para o reconhecimento
de seis espécies de Rhizobium: R. leguminosarum, R. trifolii, R. phaseoli, R. meliloti, R.
japonicum e R. lupini. Nenhuma mudança nessa nomenclatura foi feita até 1982.

Por muitas décadas, a caracterização de espécies de rizóbio foi baseada na
habilidade específica da bactéria em nodular a planta hospedeira. Estudos iniciais
mostraram que cada estirpe ou isolado de rizóbio tinha um determinado grupo de
hospedeiros, ou seja, nodulava certas leguminosas, mas não outras. Isso levou ao
conceito de inoculação cruzada, com as leguminosas sendo agrupadas de acordo
com o rizóbio com o qual elas formavam nódulos. Mais de 20 grupos de inoculação
cruzada foram identificados, com as bactérias do grupo do trevo, alfafa, feijão,
tremoço, ervilha e soja sendo denominadas como espécies separadas de um único
gênero, Rhizobium (ex: R. trifolii para trevo).

 Embora a especificidade ainda seja um ponto importante na identificação
do rizóbio, recentemente, outras características têm assumido maior importância na
sua classificação, por diferentes razões. Os estudos iniciais envolveram, principalmente,
leguminosas de importância agrícola; estudos com leguminosas menos tradicionais
tornaram obscuros os limites da inoculação cruzada. A estirpe bacteriana NGR234,
por exemplo, originalmente isolada de Lablab purpureus, o feijão-lablabe, nodula
com 34 diferentes espécies de leguminosas e com uma espécie não-leguminosa
(Parasponia andersonii) (Stanley e Cervantes, 1991). Além disso, os genes da nodulação
de alguns rizóbios estão no plasmídeo. A perda desse plasmídeo por algumas estirpes,
em decorrência da exposição a altas temperaturas, faz com que a bactéria perca sua
habilidade para formar nódulos e, portanto, não possa ser identificada. No solo,
rizóbios não infectivos, sem o plasmídeo simbiótico, excedem em número aqueles
capazes de formar nódulo, na proporção de 40 para 1 (Graham, 1998). Os novos
métodos taxonômicos desenvolvidos para comparar estirpes, com base em diferentes
características, resultaram em agrupamentos cada vez mais distantes daqueles baseados
na capacidade específica da bactéria para nodular a planta hospedeira.

Reconhecendo-se as limitações da infecção da planta como o maior
determinante taxonômico, outros caminhos começaram a ser trilhados para melhor
catalogar os rizóbios. A taxonomia numérica reforçou as diferenças entre os grupos
de rizóbio de crescimento rápido e lento (Tabela 1) e levou à consolidação de algumas
espécies dentro de cada grupo. Em 1984, dois gêneros foram descritos, Rhizobium e
Bradyrhizobium. Três espécies foram nomeadas para o gênero Rhizobium: R. loti, R.

meliloti e R leguminosarum com três biovares, viceae, phaseoli e trifolii. O gênero
Bradyrhizobium (“bradus”, grego, significando lento) compreendeu todas as estirpes
de crescimento lento e somente uma espécie foi nomeada: B. japonicum, o
microssimbionte de soja. Todas as outras estirpes de crescimento lento foram descritas
como Bradyrhizobium spp., ou seja, o chamado grupo caupi ou bradirrizóbios tropicais.

Hennecke et al. (1985) analisaram o gene 16S rRNA dos rizóbios de crescimento
rápido e lento e concluíram que esses dois grupos apresentavam, de fato, diferenças
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filogenéticas, uma vez que o coeficiente de similaridade do RNA era somente 0,53.
Jarvis et al. (1986) estudaram a relação intergenérica entre Rhizobium e Bradyrhizobium
e também confirmaram a disparidade filogenética entre esses dois grupos. Ademais,
eles notaram separações distintas de grupos dentro desses gêneros, predizendo a
necessidade de reclassificar e reorganizar o esquema até então utilizado.

3. T3. T3. T3. T3. Taxonomia Raxonomia Raxonomia Raxonomia Raxonomia Recente de Rizóbiosecente de Rizóbiosecente de Rizóbiosecente de Rizóbiosecente de Rizóbios

Apesar da grande diversidade de plantas leguminosas hospedeiras disponíveis
para os microssimbiontes, somente dois gêneros de rizóbio (Rhizobium e Bradyrhizobium)
e quatro espécies eram descritas na primeira edição do manual de Bergey. O notável
progresso na taxonomia rizobiana levou à descrição de mais de 40 novas espécies e
de quatro gêneros adicionais, ou seja, Allorhizobium, Azorhizobium, Mesorhizobium e
Sinorhizobium. O gênero Allorhizobium, inicialmente proposto por Lajudie et al. (1998b)
com uma única espécie, A. undicola, foi posteriormente incorporado ao gênero
Rhizobium (Young et al., 2001).

Os gêneros Azorhizobium, Bradyrhizobium e Mesorhizobium, que
tradicionalmente tinham sido incluídos na família Rhizobiaceae, passaram a pertencer
às novas famílias Azorhizobiaceae, Bradyrhizobiaceae e Phyllobacteriaceae,
respectivamente (Bergey´s Manual of Systematic Bacteriology, 2001). A família
Rhizobiaceae compreende os gêneros Rhizobium e Sinorhizobium e é genotipicamente
relacionada à família Phyllobacteriaceae. As famílias Azorhizobiaceae e
Bradyrhizobiaceae são muito próximas filogeneticamente, mas estão distantes das
demais famílias.

TTTTTabela 1.abela 1.abela 1.abela 1.abela 1. Sumário das diferenças entre rizóbios de rápido e lento crescimento.

Características Crescimento rápido Crescimento lento

Tempo de geração < 6 h > 6 h

Utilização de carboidratos Pentoses, hexoses e mono-,di-, Pentoses e hexoses

e trissacarídeos

Vias metabólicasa (
a
) EMP baixa atividade EMP baixa atividade

Específica da estirpe

ED via principal ED via principal

TCA completamente ativo TCA completamente ativo

PP Ciclo da hexose

Flagelos Peritríquios Subpolar

Localização do gene simbiótico Plasmídeo e cromossomo Cromossomo

Localização do gene de fixação nifH, nifD, nifK no mesmo NifD, nifK, e nif H em operons

do nitrogênio operon  separados

Resistência intrínseca a antibióticos Baixa Alta

(
a
) ED, via Entner-Doudoroff; EMP, via Embden-Meyerhof-Parnas; PP, via Fosfato Pentose; TCA, Ciclo  do Ácido

Tricarboxílico. (Elkan, 1992)
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Embora todos os gêneros de rizóbio pertençam à subclasse Alphaproteobacteria,
recentemente, bactérias pertencentes à subclasse Betaproteobacteria têm sido identificadas
em nódulos de leguminosas. Isolados bacterianos obtidos de nódulos de Aspalathus
carnosa e Machaerium lunatum foram identificados como Burkholderia (Moulin et al.,
2001) e Ralstonia taiwanensis e Ralstonia eutropha foram identificados em nódulos de
Mimosa, na China (Chen et al., 2001) e na Índia (Tripathi, 2002), respectivamente.

GêneroGêneroGêneroGêneroGênero Rhizobium Rhizobium Rhizobium Rhizobium Rhizobium

Dentro do grupo que foi classificado como Rhizobium, três gêneros são
agora reconhecidos: Rhizobium, Sinorhizobium (Chen et al., 1988) e Mesorhizobium
(Jarvis et al. 1997).

A taxonomia de rizóbios que nodulam Phaseolus vulgaris foi a que passou
por maiores alterações taxonômicas, nos últimos anos, desde a descrição de
Rhizobium phaseoli, baseada unicamente na habilidade da bactéria em nodular
seu hospedeiro. Com o surgimento de técnicas moleculares adequadas, tornou-se
evidente a grande diversidade de estirpes capazes de nodular essa leguminosa.
Atualmente, elas são classificadas em cinco espécies. R. leguminosarum bv. phaseoli
foi primeiro dividido em tipos I e II (Martínez et al., 1988). Rhizobium tropici tipos
A e B foram propostos para  as estirpes do tipo II, carregando uma única cópia do
gene nifH.

Os tipos A e B diferem entre si pelos valores de hibridização DNA-DNA, por
características fenotípicas e pela presença de megaplasmídeos específicos (Martínez-
Romero et al., 1991; Geniaux et al., 1995). R. etli foi então proposto para as estirpes
R. leguminosarum bv. phaseoli tipo I (Segovia et al. 1993). Elas possuem cópias múltiplas
do gene estrutural da nitrogenase em seus plasmídeos simbióticos. Trabalhos posteriores
realizados com isolados obtidos de nódulos de raízes de Mimosa affinis levaram à
proposição de um novo biovar, bv. mimosae, dentro da espécie R. etli (Wang et al.,
1999a). Embora ambos os biovares, phaseoli e mimosae, possam nodular P. vulgaris,
somente o biovar mimosae pode formar nódulos fixadores de nitrogênio em Leucaena

leucocephala.

Duas espécies adicionais de rizóbio capazes de estabelecer simbiose com
o feijoeiro foram caracterizadas na França. Os nomes propostos foram R. gallicum
e R. giardinii (Laguerre et al., 1993; Amarger et al., 1997). Essas espécies foram
subdivididas em dois biovares; R. gallicum bv. phaseoli e R. giardinii bv. phaseoli
mostraram a mesma variação relativa ao hospedeiro do R. leguminosarum bv.
phaseoli, o mesmo número de cópias do gene nifH e homologia em termos do
gene nodB de R. etli. R. gallicum bv. gallicum e R. giardinii bv. giardini nodulam L.
leucocephala e não são homólogos ao R. etli com relação ao gene nodB, como o
são com R. tropici. Eles possuem cópias únicas do gene nifH e não foi detectada
homologia em relação aos genes estruturais nifK, D e H, que são altamente
conservados entre os fixadores de N2.

Lindström (1989), por meio de estudos com bactérias que nodulam as espécies
Galega orientalis e Galega officinalis, mostrou que o rizóbio de crescimento rápido
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encontrado nessas espécies não era claramente relacionado às espécies de rizóbio até
então conhecidas. Uma nova espécie de rizóbio foi então proposta e denominada
Rhizobium galegae. Estirpes dessa espécie de rizóbio são, porém, muito específicas quanto
às plantas hospedeiras e à fixação de nitrogênio. Radeva et al. (2001) mostraram
características genéticas diferentes relacionadas à simbiose em R. galegae e propuseram
as denominações de R. galega bv. orientalis e R. galega bv. officinalis para as estirpes que
formam simbiose eficiente com G. orientalis e G officinalis, respectivamente. Uma nova
espécie de Rhizobium isolada de Sesbania herbacea, no México, foi filogeneticamente
relacionada ao R. galegae e nomeada Rhizobium huautlense (Wang et al., 1998).

Mais recentemente outras espécies de Mais recentemente outras espécies de Mais recentemente outras espécies de Mais recentemente outras espécies de Mais recentemente outras espécies de RhizobiumRhizobiumRhizobiumRhizobiumRhizobium foram propostas: foram propostas: foram propostas: foram propostas: foram propostas:

Ø Tan et al. (2001) propuseram o nome de R. yanglingense à espécie nova de
rizóbio obtida de leguminosas selvagens, em regiões áridas e semi-áridas no noroeste
da China. Esta espécie não forma nódulos em Galega orientalis e Leucaena
leucocephala, enquanto que em Phaseolus vulgaris os nódulos formados são ineficientes.

Ø Wei et al. (2002), utilizando uma abordagem polifásica, caracterizaram
estirpes de rizóbio isoladas de Indigofera e propuseram uma nova espécie que foi
nomeada Rhizobium indigoferae.

Ø Squartini et al. (2002) descreveram e propuseram o nome de Rhizobium
sullae (inicialmente denominado Rhizobium hedysari) ao microssimbionte isolado de
Hedysarum coronarium L..

Ø Wei et al. (2003) isolaram rizóbios de leguminosas do gênero Astragalus e
propuseram uma nova espécie: Rhizobium loessense (incialmente denominado
Rhizobium huanglingense). Estirpes dessa espécie foram isoladas de A. scobwerrimus,
A. complanatus e A. chrysopterus e foram capazes de nodular A. adsurgens sob
condições de laboratório.

Gênero Gênero Gênero Gênero Gênero BradyrhizobiumBradyrhizobiumBradyrhizobiumBradyrhizobiumBradyrhizobium

As estirpes de Bradyrhizobium, que nodulam soja efetivamente, eram todas
conhecidas como B. japonicum (Jordan, 1982). Na década de 1980 vários trabalhos
constataram grande variabilidade genética e fisiológica entre as estirpes de B. japonicum
e, como conseqüência, Kuykendall et al. (1992) sugeriram a subdivisão de
Bradyrhizobium em duas espécies, B. japonicum e B. elkanii. Esta espécie é mais
competitiva e mostra alta resistência a alguns antibióticos, enquanto B. japonicum é
mais eficiente e fixa mais N

2
. Outra espécie, com a taxa de crescimento

excepcionalmente lenta, foi proposta e denominada B. liaoningense (Xu et al., 1995).
Rizóbios isolados de nódulos de Lespereza sp., proveniente da China, levaram à
descrição de uma nova espécie que foi nomeada B. yuanmingense (Yao et al., 2002);
esta espécie não forma nódulos em soja. Existem muitas outras estirpes pertencentes
ao gênero Bradyrhizobium que não nodulam soja; elas são simplesmente conhecidas
como Bradyrhizobium sp., seguido pelo nome do gênero da leguminosa hospedeira
entre parênteses (Young e Haukka, 1996), por exemplo, Bradyrhizobium sp. (Acacia),
Bradyrhizobium sp. (Aeschynomene sp.) e Bradyrhizobium sp. (Lupinus).
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Mais recentemente, Rivas et al. (2004) isolaram estirpes bacterianas endofíticas
de crescimento lento de estruturas semelhantes a tumores em raízes de Beta vulgaris,
no norte da Espanha. Estudos dessas bactérias, por meio de abordagens taxonômicas
moleculares e fenotípicas, mostraram que elas representavam nova espécie de
Bradyrhizobium filogeneticamente similar ao B. japonicum. A esses isolados foi proposto
o nome de Bradyrhizobium betae.

O nome B. canariense foi proposto para designar estirpes de rizóbio isoladas
de leguminosas arbustivas, nas ilhas Canárias. Essa espécie difere das outras cinco
espécies de Bradyrhizobium em várias características genotípicas, fisiológicas e
ecológicas (Vinuesa et al., 2005). Estirpes de B. canariense são altamente tolerantes a
acidez, nodulam diversas leguminosas nas tribos Genisteae e Loteae, mas não espécies
de Glycine.

Gênero Gênero Gênero Gênero Gênero SinorhizobiumSinorhizobiumSinorhizobiumSinorhizobiumSinorhizobium

Este gênero foi originalmente proposto por Chen et al. (1988) para incluir
Rhizobium fredii e a nova espécie S. xinjiangense; a primeira proposta foi rejeitada,
porque as seqüências do gene 16S rRNA indicaram que Rhizobium fredii era
filogeneticamente relacionado a Rhizobium meliloti. Após um período de controvérsia
essas duas espécies foram consideradas como pertencentes ao novo gênero
Sinorhizobium. Esse gênero inclui hoje, além das já citadas, as espécies S. sahelense e
S. terangae, que foram descritas após realizações de pesquisas com rizóbios indígenas,
de crescimento rápido, no Senegal, oeste da África (de Lajudie et al., 1994). Essas
últimas espécies foram divididas em dois biovares sesbaniae e acaciae, que
compreendem as estirpes que nodulam Sesbania e Acacia respectivamente (de Lajudie
et al., 1994).

Sinorhizobium arboris e S. kostiense foram propostas como espécies novas
por Nick et al. (1999) e S. morelense foi descrita para designar um grupo de bactérias
isoladas de nódulos de raízes de Leucaena leucocephala (Wang et al., 2002a). Estirpes
dessa última espécie são altamente resistentes a alguns antibióticos, tais como,
carbenicilina, canamicina e eritromicina. Bactérias isoladas de nódulos de Kummerowia
stipulacea levaram à identificação de uma nova espécie de rizóbio, que recebeu a
denominação de S. kummerowiae (Wei et al., 2002).

Sinorhizobium americanus, S. indiaense e S. abri foram recentemente descritas
como espécies novas, nodulando, respectivamente, Acacia spp., no México (Toledo et
al. 2003), Sesbania rostrata e Abrus precatorius, na Índia (Ogasawara et al. 2003).

Gênero Gênero Gênero Gênero Gênero MezorhizobiumMezorhizobiumMezorhizobiumMezorhizobiumMezorhizobium

Rhizobium loti e outras espécies de Rhizobium apresentavam diferenças nas
similaridades das seqüências 16S rDNA, nas taxas de crescimento e nos perfis de
ácidos graxos, que as descaracterizavam de outras espécies dos gêneros Rhizobium
ou Sinorhizobium (Jarvis et al., 1996). Para estas espécies Jarvis et al. (1997) propuseram
um gênero novo, Mesorhizobium, que na época incluiu as seguintes espécies: M. loti,
M. ciceri (Nour et al., 1994), M. huakuii (Chen et al., 1991), M. mediterraneum (Nour
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et al., 1995), M. tianshanense (Chen et al., 1995) e M. plurifarium (de Lajudie et al.,
1998a). Posteriormente, Wang et al. (1999), após extensivos estudos com rizóbios
isolados de Amorpha fruticosa, na China, descreveram e propuseram a espécie nova,
M. amorphae. Essa espécie de rizóbio contém plasmídeo simbiótico de 930 kb, ao
contrário da maioria das outras espécies de Mesorhizobium, que, com exceção do M.
huakuii (Zou et al., 1997), carregam os genes simbióticos em seus cromossomas.
Isolados obtidos de Prosopis alba, na Argentina, levaram à proposição da espécie M.
chacoence (Velásquez et al., 2001).

Mais recentemente, outras duas espécies pertencentes ao gênero
Mesorhizobium foram descritas: Mesorhizobium septentrionale e M. temperatum.
Essas espécies foram isoladas na região norte da China em plantas de Astragalus
adsurgens (Gao et al., 2004).

Gênero Gênero Gênero Gênero Gênero AzorhizobiumAzorhizobiumAzorhizobiumAzorhizobiumAzorhizobium

Esse gênero foi descrito por Dreyfus et al. (1988). A única espécie nomeada
no gênero é A. caulidonans, que nodula caule e raízes de Sesbania rostrata. As estirpes
que nodulam o caule de Sesbania diferem dos rizóbios de crescimento rápido por
terem um único flagelo lateral e por serem incapazes de utilizar muitos dos carboidratos
comumente metabolizados pelos rizóbios. As tabelas 2 e 3 apresentam de forma
resumida os gêneros de rizóbio e as espécies descritas até o momento.

4. Diversidade de rizóbios4. Diversidade de rizóbios4. Diversidade de rizóbios4. Diversidade de rizóbios4. Diversidade de rizóbios

Devido à importância ecológica e econômica dos rizóbios e com o surgimento
e aplicação de novas técnicas moleculares, esses microrganismos têm sido intensivamente
estudados durante a última década. Entretanto, a nodulação somente tem sido avaliada
numa pequena parte das leguminosas (8% num total de 18000 espécies conhecidas)
(Sprent, 1995), enquanto que a maioria dos solos do mundo ainda não foi explorada
para a presença ou não de rizóbios. Não existem dúvidas, portanto, sobre a ocorrência
de grande diversidade dessas bactérias ainda por ser explorada, com possibilidades de
surgimento de novas espécies no futuro. Os estudos publicados, até o momento, sobre
diversidade e filogenia de rizóbios consideram mais os gêneros Rhizobium, Sinorhizobium
e Mesorhizobium, do que o gênero Bradyrhizobium. A tabela 4 mostra, em termos
mundiais, os locais onde os diferentes gêneros de rizóbio têm sido encontrados.

Nos estudos sobre diversidade de rizóbio são utilizadas tanto as técnicas
baseadas no fenótipo quanto aquelas baseadas no genótipo. As técnicas fenotípicas
incluem sorologia, resistência intrínsica a antibióticos, conteúdo de plasmídeos, tipo
de fago e eletroforese da proteína total da célula.

As técnicas sorológicas, embora amplamente utilizadas para a caracterização
de rizóbios (Irisarri et al., 1996; Olsen et al., 1994), não fornecem informações sobre
os isolados que não reagem com os anticorpos. A sorologia seria útil para a
identificação de estirpes homólogas em co-inoculação ou em experimentos de
competição em que ocorra co-reação com outras estirpes.
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TTTTTabela 2.abela 2.abela 2.abela 2.abela 2. Gêneros e espécies de Rhizobium e Bradyrhizobium que nodulam raízes de leguminosas. Gêneros
em parênteses referem-se às leguminosas hospedeiras.

Rhizobium (Rhizobiaceae)Rhizobium (Rhizobiaceae)Rhizobium (Rhizobiaceae)Rhizobium (Rhizobiaceae)Rhizobium (Rhizobiaceae)

R. leguminosarum bv trifolii (Trifolium), bv. viciae (Jordan, 1982)
(Pisum, Vicia, Lathyrus, Lens), bv. phaseoli (Phaseolus)

R. tropici (Phaseolus, Leucaena, Macroptilium) (Martinez et al.,1991)

R. etli (Phaseolus vulgaris ) (Segovia et al., 1993)

R. galegae (Galega, Leucaena) (Lindstrom, 1989)

R. gallicum (Phaseolus vulgaris) (Amarger et al., 1997)

R. giardini (Phaseolus vulgaris) (Amarger et al., 1997)

R. huautlense (Sesbania) (Wang et al., 1998)

R. mongolense (Medicago) (van Berkum et al., 1998)

R. hainanense (Desmodium sinuatum) (Chen et al., 1997)

R. indigoferae (Indigofera) (Wei et al., 2002)

R. loessense (Astragalus, Lespedeza) (Wei et al., 2003)

R. sullae (Hedysarum coronarium) (Squartini et al., 2002)

R. yanglingense (Amphicarpaea trisperma; (Tan et al., 2001)
Coronilla varia; Gueldenstaedtia multiflora)

R. undicola (Neptunia natans) (Young et al., 2001)

Bradyrhizobium (Bradyrhizobiaceae)Bradyrhizobium (Bradyrhizobiaceae)Bradyrhizobium (Bradyrhizobiaceae)Bradyrhizobium (Bradyrhizobiaceae)Bradyrhizobium (Bradyrhizobiaceae) (Jordan, 1982)(Jordan, 1982)(Jordan, 1982)(Jordan, 1982)(Jordan, 1982)

B. japonicum (Glycine max) (Jordan, 1982)

B. elkanii (Glycine max) (Kuykendall et al., 1992)

B. liaoningense (Glycine max) (Xu et al., 1995)

B. yuanmingense (Lespereza sp.) (Yao et al., 2002)

B. canariense (Vinuesa et al., 2005)

B. betae (Beta vulgaris) (Rivas et al., 2004)

A utilização da técnica de perfis de plasmídeos é hoje uma poderosa ferramenta
no estudo da diversidade genética de rizóbios. Variações nos perfis de plasmídeos de
estirpes de espécies individuais de Rhizobium têm sido amplamente relatadas (Cadahia
et al., 1986; Young e Wexler, 1988; Bromfield et al., 1987). Em solo do Egito, por
exemplo, grande diversidade entre as estirpes de Rhizobium de trevo, lentilha e feijão
foi constatada com a utilização dessa técnica (Moawad et al., 1998). No caso de
determinadas espécies de rizóbio, como, por exemplo, R. leguminosarum biovar viceae,
num mesmo sorogrupo, consideráveis variações nos perfis de plasmídeos foram
encontradas entre isolados de campo (Brockman e Bezdicek, 1989).

Os métodos eletroforéticos são facilmente adaptados para a comparação de
muitas amostras. A verificação de grande variação na estrutura dos lipopolissacarídeos
e no seu comportamento eletroforético tornou possível o uso de perfis desses compostos
como um critério para diferenciação entre isolados (de Maagd et al., 1988). Esse
método é, algumas vezes, o mais adequado e discriminatório para a identificação de
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estirpes de Bradyrhizobium do que os perfis eletroforéticos de plasmídeos e proteínas.
Nas ilhas Canárias, Santamaria et al. (1997) caracterizaram 27 isolados de
Bradyrhizobium e um de Rhizobium capazes de nodular leguminosas arbustivas
indígenas. Esses isolados apresentaram grande diversidade antigênica, que pareceu
estar associada à grande diversidade estrutural dos seus lipopolissacarídeos (os
principais determinantes antigênicos). Os 28 isolados estudados produziram 22 perfis
eletroforéticos facilmente distinguíveis. Não foi observada nenhuma correlação entre
os perfis de lipopolissacarídeos dos isolados e a planta da qual eles foram obtidos,
ou sua origem geográfica.

TTTTTabela 3.abela 3.abela 3.abela 3.abela 3. Gêneros e espécies de Sinorhizobium, Azorhizobium e Mesorhizobium que nodulam raízes de
leguminosas. Gêneros e espécies em parênteses referem-se às leguminosas hospedeiras.

Sinorhizobium (Rhizobiaceae)Sinorhizobium (Rhizobiaceae)Sinorhizobium (Rhizobiaceae)Sinorhizobium (Rhizobiaceae)Sinorhizobium (Rhizobiaceae) (Chen et al., 1988)(Chen et al., 1988)(Chen et al., 1988)(Chen et al., 1988)(Chen et al., 1988)

S. meliloti (Melilotus, Medicago, Trigonella) (de Lajudie et al., 1994)

S. fredii (Glycine) (Jarvis et al., 1992)

S. sahelense (Sesbania) (de Lajudie et al., 1994)

S. terangae ( Sesbania, Acacia) (de Lajudie et al., 1994)

S. xinjiangensis (Glycine max) (Chen et al., 1988)

S. arboris (Acacia senegal, Prosopis     chilensis) (Nick et al., 1999)

S. medicae (Medicago) (Rome et al., 1996)

S. kostiense (Acacia senegal, Prosopis chilensis) (Nick et al., 1999)

S. morelense (Leucaena leucocephala) (Wang et al. 2002b)

S. kummerowiae (kummerowia stipulacea) (Wei et al., 2002)

S. americanus (Acacia spp.) (Toledo et al., 2003)

S. indiaense (Sesbania rostrata) (Ogasawara et al., 2003)

S. abri (Abrus precatorius) (Ogasawara et al., 2003)

Azorhizobium (Hyphomicrobiaceae)Azorhizobium (Hyphomicrobiaceae)Azorhizobium (Hyphomicrobiaceae)Azorhizobium (Hyphomicrobiaceae)Azorhizobium (Hyphomicrobiaceae) (Dreyfus et al., 1988)(Dreyfus et al., 1988)(Dreyfus et al., 1988)(Dreyfus et al., 1988)(Dreyfus et al., 1988)

A. caulinodans (Sesbania) (Dreyfus et al., 1988)

Mesorhizobium (Phyllobacteriaceae)Mesorhizobium (Phyllobacteriaceae)Mesorhizobium (Phyllobacteriaceae)Mesorhizobium (Phyllobacteriaceae)Mesorhizobium (Phyllobacteriaceae) (Jarvis et al.,1997)(Jarvis et al.,1997)(Jarvis et al.,1997)(Jarvis et al.,1997)(Jarvis et al.,1997)

M. loti (Lotus) (Jordan, 1982; Jarvis et al., 1997)

M. ciceri (Cicer arietinum) (Nour et al., 1994; Jarvis et al., 1997)

M. tianshanense (Glycyrrhiza pallidflora, (Chen et al., 1995; Jarvis et al., 1997)
Swansonia, Glycine,     Caragana, Sophora)

M. mediterraneum (Cicer arietinum) (Nour et al., 1995; Jarvis et al., 1997)

M. huakuii (Astragalus) (Chen et al., 1991; Jarvis et al., 1997)

M. amorphae (Amorpha fruticosa) (Wang et al., 2002b)

M. plurifarium (Acacia, Prosopis, Leucaena) (de Lajudie et al., 1998a)

M. chacoense (Prosopis alba) (Velazquez et al., 2001)

M. septentrionale (Astragalus adsurgens) (Gao et al., 2004)

M. temperatum (Astragalus adsurgens) (Gao et al., 2004)
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As similaridades de resultados, algumas vezes obtidos, entre diferentes técnicas,
parece depender, em parte, do hospedeiro do qual as estirpes foram obtidas. Moawad
et al. (1998) mostraram similaridades entre os sorotipos de isolados de lentilha e seus
padrões de resistência intrínseca a antibióticos (RIA). Entretanto, essas similaridades
não foram encontradas entre os sorogrupos de isolados de feijão e trevo e seus grupos
RIA. Isso demonstra que os resultados da sorologia são menos variáveis do que a RIA
em estirpes de R. leguminosarum e que essa técnica pode ser usada como ferramenta
complementar, associada a métodos sorológicos, para identificar e discriminar estirpes
de R. leguminosarum.

Dentre as técnicas genotípicas pode ser citada a eletroforese de enzima multiloco
que é amplamente utilizada para fornecer informações sobre variação genética dentro
da espécie e para avaliar a estrutura genética de populações naturais (Martinez-Romero
& Caballero-Mellado, 1996). Métodos baseados na PCR, como RAPD, são também
empregados para análise da variação genética dentro de espécies de rizóbio. O
emprego de enzimas de restrição para detecção de polimorfismos no DNA (RFLP)
usado em conjunto com uma variedade de sondas de DNA tem sido comumente
utilizado para avaliar a diversidade genética, a variação genética dentro de espécie e
para inferir sobre a estrutura das populações de rizóbio no solo (Bromfield et al.,
1998). Análises dos padrões de bandas produzidas pelo PCR-RFLP do gene 16S
rRNA ou genes simbióticos (nod e nif) são utilizadas para distinguir rizóbios em nível de
espécie e para inferir sobre relacionamentos filogenéticos (Laguerre et al., 1994).
Análise PCR-RFLP da região espaçadora intergênica (IGS) entre os genes 16S e 23S
rRNA é empregada com sucesso para detectar variação genética dentro de uma espécie
particular de rizóbio (Laguerre et al., 1996). O seqüenciamento do DNA dos genes
16S ou 23S rRNA é útil para estimar as relações evolucionárias entre rizóbios (Prévost
e Bromfield, 2003).

A troca de sinais moleculares entre a planta e o rizóbio é essencial para que a
nodulação ocorra; pouco, porém, é conhecido sobre os aspectos da interação que
favorecem uma estirpe em relação à outra, quando as plantas são expostas a diferentes
populações de rizóbios (Demezas et al., 1995). Nesse sentido, estudos para avaliar a
diversidade destas bactérias deveriam utilizar grande número de plantas armadilhas.

TTTTTabela 4.abela 4.abela 4.abela 4.abela 4. Gêneros de rizóbio e os locais onde já foram isolados (
1
)

GênerosGênerosGênerosGênerosGêneros Locais de isolamentoLocais de isolamentoLocais de isolamentoLocais de isolamentoLocais de isolamento

Rhizobium Disseminado mundialmente

Bradyrhizobium África, Ásia, Austrália, Europa, América do Sul e do Norte, Região Ártica

Mesorhizobium África, Ásia, América do Sul e do Norte, Europa, Austrália

Sinorhizobium (
2
) Ásia, África, Europa, América do Sul e do Norte

Azorhizobium África e Ásia

(
1
) Adaptada de Sessitch et al. (2002). (

2
) Existe S. meliloti na Austrália que pode ter co-evoluído com o

Trigonella indígeno.



Diversidade e
taxanomia de rizóbio

175

O isolamento do rizóbio deveria ser feito de poucos nódulos retirados da porção mais
velha da raiz, para evitar tendências de se isolar aquelas estirpes com maior capacidade
de se multiplicar em meio artificial (Handley et al., 1998). O guandu (Cajanus cajan
L.) é considerada uma eficiente planta hospedeira armadilha para o estudo da
diversidade de rizóbios (Coutinho et al., 1999). Apresenta baixa especificidade
hospedeira, sendo nodulado por isolados de crescimento rápido e lento. Outros
trabalhos demonstram a importância da planta hospedeira no estudo da diversidade
de rizóbios no solo (Rodriguez-Navarro et al., 2000; Bala et al., 2003). Interações
entre planta hospedeira e populações indígenas de rizóbios são encontradas até mesmo
em nível de cultivares (Rodriguez-Navarro et al., 2000).

Em alguns locais, como, por exemplo, nos solos do continente africano, a
grande diversidade de populações de rizóbios somente recentemente foi descrita
(Mpepereki et al., 1997). Rizóbios nativos de caupi, em solos da Nigéria, são
provavelmente o único grupo que tem sido estudado com algum detalhe (Eaglesham
et al., 1987; Sinclair e Eaglesham, 1984). No Zimbabue, a grande diversidade de
rizóbios nativos de caupi aponta para a possível existência de várias espécies ainda
não identificadas, embora elas compartilhem suas características fisiológicas e culturais
com estirpes de espécies definidas (Mpepereki et al., 1997). Evidências encontradas
em solos africanos demonstram que os rizóbios de caupi não são, possivelmente,
todos de crescimento lento.

No Senegal, oeste da África, isolados de rizóbios obtidos de Crotalaria spp.
têm revelado a presença de estirpes de rápido e lento crescimento (Samba et al.,
1999). Análises moleculares demonstraram que as estirpes de crescimento lento são
relacionadas a Bradyrhizobium japonicum, enquanto as de crescimento rápido não
são relacionadas a qualquer estirpe de referência e constituem um grupo novo de
rizóbios.

Rizóbios indígenos de crescimento lento, que nodulam soja, foram encontrados
em solos do Zimbabue (Davis e Mpepereki, 1995 citados por Mpepereki et al. 1997),
onde os isolados mostraram similaridades culturais e sorológicas com a espécie
Bradyrhizobium elkanii.

Na China e no Vietnam, considerável diversidade genética foi também
encontrada entre rizóbios de crescimento rápido que nodulam a soja (Saldaña et al.,
2003). Os isolados provenientes da China mostraram maiores níveis de diversidde do
que as estirpes oriundas do Vietnam. Ainda na China, Chen et al. (2005) demonstraram
que 29 estirpes de rizóbio de crescimento lento foram todas agrupadas com S. fredii
USDA205 e S. xinjiangensis CCBAU110, enquanto que 23 estirpes de rizóbio de
crescimento lento foram altamente relacionadas com B. japonicum e B. liaoningensis.
Na província de Hubei, na China, foi encontrada alta diversidade de S. fredii capaz
de nodular a soja. A análise fisiológica e os perfis de plasmídeos e de proteínas totais
foram as técnicas que melhor refletiram esta biodiversidade (Camacho et al., 2002).
No norte da Tailândia, Yokoyama et al. (1996) relataram a ocorrência de um grupo
de bradirrizóbios em soja geneticamente distinto de B. japonicum e de B. elkanii.
Nesse local, a distribuição e as características genéticas dos bradirrizóbios obtidos em
áreas cultivadas com soja ainda são pouco documentadas.



Rosana Faria Vieira

176

No Paraguai, nos estados de Alto Paraná e Itapúa, alta diversidade foi
encontrada entre os isolados de rizóbio de crescimento rápido ou lento, obtidos de
plantas de soja, com a maioria deles representando estirpes únicas. Muitos isolados
apresentaram características associadas tanto a B. elkanii quanto a B. japonicum (Chen
et al., 2002). No Brasil, o isolamento de rizóbios de crescimento rápido de nódulos de
soja foi descrito pela primeira vez por Hungria et al. (2001). As estirpes diferiram da
espécie S. fredii em várias características. Os autores concluíram que embora a soja
seja uma planta exótica no Brasil, várias estirpes indígenas de rizóbio podem também
estabelecer uma simbiose efeciente com esta leguminosa.

Nos três centros de domesticação do feijoeiro (México, Equador-Peru e Argentina),
R. etli ocorre predominantemente nos nódulos, enquanto R. tropici ainda não foi
encontrado. Estirpes de R. tropici são mais adaptadas à nodulação em solos ácidos do
que estirpes de R. etli (Graham et al., 1994), além de serem mais tolerantes a altas
temperaturas (Pinto et al., 1998). Estirpes de R. tropici são também bem adaptadas a
solos arenosos (Acosta-Durán e Martínez-Romero, 2002) e podem ser tolerantes a altas
concentrações de sais (Priefer et al., 2001). Sugere-se que a árvore tropical, Gliricidia
sepium, nativa das Américas é o hospedeiro natural de Rhizobium tropici.

Não existem relatos sobre a ocorrência de R. gallicum e R. giardinii em nódulos
de feijão provenientes dos centros de origem nas Américas (Martínez-Romero, 2003).
No Brasil, tanto R. tropici quanto R. etli, R. giardinii e R. leguminosarum são encontrados
em nódulos de feijão (Hungria et al., 2000; Mostasso et al., 2002; Grange e Hungria,
2004). Adicionalmente, rizóbios dos gêneros Sinorhizobium e Mesorhizobium foram
também isolados do feijoeiro no Brasil (Grange e Hungria, 2004), confirmando a
natureza promíscua dessa leguminosa.

Rizóbios nativos que nodulam feijão, em solos africanos, são taxonomicamente
relacionados a R. tropici no leste e sul da África (Anyango et al., 1995) e a R. tropici e
R. etli na África Central (Tjahjoleksono, 1993). No oeste da África, Senegal e Gâmbia,
limitada diversidade genética é encontrada entre isolados de feijão pertencentes a R.
tropici tipo B e a R. etli (Diouf et al., 2000). Contrariamente a esses resultados, em
solos da Etiópia, R. leguminosarum é, possivelmente, a espécie que predomina na
simbiose com o feijoeiro (Beyene et al., 2004). Na Jordânia, isolados obtidos de
nódulos de feijão foram identificados como R. tropici e R. etli, com predominância da
última espécie (Tamimi e Young, 2004). Tipos distintos de rizóbios que nodulam
Phaseolus vulgaris são encontrados em solos da Tunísia (Mhamdi et al., 1999). Nesse
local, uma parte dos isolados mostrou alta similaridade com Rhizobium gallicum, isolado
de feijão comum na França, enquanto a outra mostrou algumas características do
grupo R. etli-R. leguminosarum. Um terço dos isolados não foi relacionado a qualquer
das cinco espécies de Rhizobium que nodulam o feijão. A estrutura das populações de
rizóbio, em solo da Tunísia, variou com a localização geográfica e com a presença
ou não do hospedeiro. No Egito, Shamseldin et al. (2005) constataram alta diversidade
genética entre isolados de rizóbio obtidos de nódulos do feijoeiro. As bactérias foram
classificadas como R. etli e R. gallicum. Um terceiro grupo relacionou-se
filogeneticamente a R. radiobacter (inicialmente Agrobacteriu tumefaciens). Rhizobium
etli e R. gallicum exibiram eficiência simbiótica dependente da cultivar.
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A estreita diversidade genética de R. leguminosarum bv. phaseoli encontrada
na Inglaterra e França pode estar ligada ao fato de o feijão ser uma cultura introduzida
na Europa (Laguerre et al., 1993). A co-ocorrência de estirpes de R. leguminosarum
bv. phaseoli e R. tropici tipo A foi observada em três solos arenosos e ácidos da
França. Usando perfis de plasmídeos foram demonstradas diferentes predominâncias
de espécies de rizóbio em cada local estudado. Ainda na França (Amarger et al.,
1997), como também na Áustria e México (Sessitsch et al., 1997), alguns isolados
obtidos de nódulos de feijão foram descritos como R. gallicum, apesar de mostrarem
algumas diferenças nas hibridizações do DNA total.

Nos solos da Espanha pelo menos cinco espécies de rizóbio nodulam Phaseolus
vulgaris (Herrera-Cervera et al., 1999), ou seja, R. etli, R. leguminosarum, R. gallicum,
R. giardinii e estirpes que se assemelham a S. fredii, com predominância do R. etli bv.
phaseoli. As estirpes de Sinorhizobium não nodulam soja, de modo que análises
adicionais são requeridas para esclarecer suas posições taxonômicas. A tabela 5 mostra,
de forma resumida, os locais onde foram isoladas espécies de Rhizobium associadas
ao Phaseolus vulgaris.

Rizóbios isolados de Leucaena leucocephala, em solos mexicanos, onde essa
planta é nativa, apontam para uma alta diversidade dessas bactérias (Wang et al.,
1999b). Apesar de a leucena ser considerada uma planta hospedeira promíscua e
nodular com bactérias de pelo menos três gêneros filogeneticamente relacionados, a
comunidade de rizóbios naqueles locais varia entre as cultivares. L. leucocephala é
também considerado o hospedeiro adequado para diferenciar estirpes de R. tropici e
R. etli (Segovia et al., 1993) e R. etli bv. mimosae de R. etli bv. etli (Wang et al.,
1999a). A existência de estirpes de M. plurifarium, em solos mexicanos, como
microssimbiontes nativos de L. leucocephala, foi também relatada. Essas estirpes
formaram populações geneticamente diversas no solo e foram capazes de formar
nódulos em P. vulgaris e S. herbacea (Wang et al., 2003). Ainda em solos mexicanos
foi constatada grande diversidade genética na comunidade de Bradyrhizobium, isolada
de espécies de Lupinus (Barrera et al., 1997).

TTTTTabela 5. abela 5. abela 5. abela 5. abela 5. Espécies de Rhizobium isoladas de nódulos do feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) (
1
)

Locais de isolamento

R. etli México, Colômbia, Equador-Peru, Argentina, Brasil, Senegal, Gâmbia,
Tunísia, Espanha, Áustria, USA

R. tropici Brasil (tipos A, B e outros), Colômbia (tipo B), França (tipo A), Marrocos,
Quênia, Senegal, Gâmbia (tipo B)

R. leguminosarum bv. phaseoli Inglaterra, França, Espanha, Colômbia, Brasil, Tunísia

R. gallicum França, Áustria, México (bv. gallicum somente), Tunísia, Espanha, Egito

R. giardini França, Espanha, Brasil

(
1
) Adaptada de Martínez-Romero (2003).
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Em solos de Taiwan foi encontrada alta diversidade de populações de
rizóbios indígenas associados com Sesbania cannabina (Chen e Lee, 2001). Os
isolados obtidos foram mais filogeneticamente relacionados a estirpes de
Sinorhizobium e R. huautlense. Embora seja relatado que os genes nifH em isolados
de sinorrizóbios de árvores leguminosas poderiam ser divididos em dois grupos
filogeneticamente distintos, com base em suas localizações, i.e., África ou América
Latina (Haukka et al., 1998), as relações filogenéticas dos isolados de S. cannabina,
relacionados ao gênero Sinorhizobium, em Taiwan, são aparentemente diferentes.
Na Índia, S. saheti, S. meliloti e R. huautlense foram isolados dos nódulos de
raízes de S. sesban, S. algyptica e S. rostrata (Sharma et al., 2005). Embora a
ocorrência desses diferentes gêneros de rizóbio tenha sido anteriormente descrita,
o trabalho de Sharma et al. (2005) é o primeiro ralato da ocorrência de gêneros
diferentes de rizóbio em uma mesma planta hospedeira (S. sesban) e na mesma
região geográfica. Estirpes de rizóbio isoladas de Sesbania e Acacia na África
foram identificadas como pertencentes aos gêneros Rhizobium, Sinorhizobium e
Mesorhizobium (Ba et al., 2002; Odee et al., 2002). No Uruguai, leguminosas,
tais como S. sesban ou Acacia caven podem ser noduladas por rizóbios de
crescimento rápido ou lento, que não foram identificados em nível de espécie
(Frioni et al., 2001). Resultados similares foram obtidos com S. sesban e Acacia
saligna no Egito (Swelin et al., 1997). Em Porto Rico, R. gallicum e R. tropici nodulam
espécies de Sesbania, Caliandra, Poitea, Piptadenia, Neptunia e Mimosa; estas
legumninosas não haviam sido previamente consideradas como hospedeiras desses
rizóbios (Zurdo-Piñeiro et al., 2004). No México, árvores leguminosas como
Gliricidia septium é nodulada pelo R. tropici tipos A e B, Sinorhizobium spp. e R.
etli bv. phaseoli (Acosta-Durán et al., 2002). Na África (norte e sul da região do
Saara), a maioria das estirpes de rizóbio isolada de Acacia tortilis subsp. raddiana
pertence aos gêneros Sinorhizobium e Mezorhizobium (Ba et al., 2002).

O gênero Astragalus inclue cerca de 1500-2000 espécies, sendo um dos
maiores gêneros dentro da família Leguminosae. Apesar disso, poucos trabalhos sobre
taxonomia de rizóbio associados a esse gênero têm sido feito. Rizóbios isolados de
Astragalus sinicus na China foram classificados como Mesorhizobium huakuii (Chen et
al., 1991). Estudos sobre a diversidade genética de rizóbios de Astragalus adsurgens

na China demonstraram que essa leguminosa pode ser nodulada por linhagens
bacterianas pertencentes aos gêneros Mesorhizobium, Rhizobium e Sinorhizobium (Gao
et al., 2001). Diferentes grupos de rizóbio foram também definidos entre isolados e
outras espécies de Astragalus na China e em outros países (Laguerre et al., 1997;
Wdowiak e Malek, 2000).

No Brasil as diferentes condições geoambientais exercem um forte efeito sobre
a diversidade de rizóbios (Martins et al., 1997). Na região Nordeste, análises dos
isolados de caupi de diferentes locais mostraram um aumento na proporção de rizóbios
de crescimento rápido, no sentido da costa para a região semi-árida. Fenótipos Hup

+

foram predominantes nessa parte do território brasileiro. Em solos de cerrado, verifica-
se alto grau de diversidade genética nas populações indígenas de Rhizobium que
nodulam  Phaseolus vulgaris (Sá et al., 1997).
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Embora a acidez do solo seja considerada, em muitas situações, um fator de
estresse, a diversidade de rizóbios nem sempre é diminuída nessas condições. A diferença
chave na comunidade de bactérias entre solos de baixo e alto pH estaria nos tipos
predominantes de rizóbios (Anyango et al., 1995). A diversidade genética de
populações de Rhizobium isoladas de grão de bico, oriundos de diferentes regiões de
Portugal, foi baixa em solos ácidos e alta entre os isolados de solos neutros (Laranjo et
al., 2001). Em solos da Índia, com diferentes valores de pH, foi constatada grande
diversidade de estirpes de Bradyrhizobium de feijão mungo e de caupi (Saleena et al.,
2001). Comparativamente aos solos ácidos a diversidade é menor em solos salinos.
Locais de alta salinidade constituem exemplos de um ambiente extremo, onde
relativamente pequena diversidade de espécies microbianas pode ser encontrada.

A presença de metais pesados no solo é descrita como um dos fatores
responsáveis pela variação na diversidade de rizóbios. Alterações radicais são
constatadas na população de R. leguminosarum bv. trifolii, em solos sem longo histórico
de cultivo do trevo, contaminados por metais pesados em decorrência da aplicação
de lodo de esgoto. Em solos onde essa leguminosa é cultivada com freqüência, porém,
a presença de metais pesados pode não influenciar a diversidade de rizóbios em
conseqüência da adaptação das bactérias àqueles elementos.

Historicamente, a diversidade de rizóbios tem sido avaliada com bactérias
isoladas de nódulos; recentes estudos indicam, porém, que existe uma diversidade
maior de rizóbios no solo do que se pressupunha anteriormente. Os rizóbios estão
sendo encontrados como endofíticos ou rizobactérias de plantas não-leguminosas e
muitos deles têm mostrado efeitos benéficos sobre o crescimento das plantas. A
contribuição desses rizóbios para a fixação biológica do nitrogênio é ainda obscura e
mais pesquisas são necessárias para elucidar sua diversidade e mecanismos de interação
com as plantas. A tabela 6 apresenta, de forma resumida, alguns trabalhos realizados
nos últimos anos sobre a diversidade de rizóbios em leguminosas.
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