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Introdugao

Rizdbios sdo bactérias capazes de fixar o nitrogénio atmosférico (N,) e
converté-lo a uma forma assimilavel pelas plantas, guando em simbiose
com determinadas plantas da familia Leguminosae (Hungria, 1994). Esse
processo, conhecido como fixagéo bioldgica do nitrogénio (FBN), permite
suplementar ecossistemas naturais com novas quantidades de nitrogénio
(N), aproveitando a reserva inesgotavel de N, presente na atmosfera
(Drozdowicz, 1997). Contudo, apesar da importancia ecolégica e econd-
mica, os rizébios tém sido relativamente pouco estudados. Com base nos
dados de seqienciamento do gene ribossomal 165, existem atualmente
cinco géneros de rizdbios descritos, Azorhizobium, Bradyrhizobium,
Mesorhizobium, Rhizobium e Sinorhizobium, e mais de 40 espécies com-
preendidas na subclasse alfa das proteobactérias (Garrity & Holt, 2001).
Recentemente, o estudo da diversidade de rizébios resultou na identifica-
¢do de novas espécies simbidticas, como no caso de bactérias do género
Burkholderia (Moulin et al., 2001), pertencente a subclasse beta das
proteobacterias, e Methylobacterium (Sy et al., 2001), também na subclasse
alfa. Como em muitas outras bactérias, as analises de diversidade, filogenia
e taxonomia dos rizébios tém sido derivadas, principalmente, de seqiiéncias
nucleotidicas do gene 16S rRNA. O uso desse gene se deve a constatacao
de que ele € suficientemente conservado, o que permite o estabelecimento
de relagbes evolucionarias universais, entretanto, com variabilidade suficiente
para permitir a classificagéo bacteriana (Wang & Martinez-Romero, 2000).
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No Brasil, diferentes instituigbes de pesquisa s8o depositarias de cole-
¢Ges de culturas de rizobios, provenientes de distintas legumincsas, sen-
de gue a “Colegéo de Culturas SEMIA” do Centro de Pesquisa de Fixagao
Biclogica do Nitrogénio, da Fundagao Estadual de Pesquisa Agropecuaria
do Rio Grande do Sul (FEPAGROQO), ¢ a responsavel pela manutengdo e
distribui¢ao de estirpes recomendadas para o uso em inoculantes comer-
ciais. Algumas dessas leguminosas sao de grande importancia econdmi-
ca nacicnal ou regional, como a scja, o feijoeiro, a ervilha, o fejjdo-de-
corda, 0 amendoim, a alfafa, os trevos e diversas leguminosas arbéreas
utilizadas em programas de recupera¢do de areas degradadas e para
reflorestamento. Embora a colegdo de cultura ‘SEMIA” seja um reservaté-
rio de estirpes de rizébios, resultantes de programas de sele¢do durante
décadas, muito pouco se conhece sobre a diversidade e relagdes genéti-
cas existentes entre as mesmas e suas respectivas plantas hospedeiras,
em regides tropicais.

Objetivos

Determinar as relagdes filogenéticas e, assim, inferir as posi¢des
taxonémicas, com base no segiienciamento do gene ribossomal 16S, de
68 estirpes SEMIA recomendadas como inoculantes para 64 leguminosas
de importancia econémica efou ambiental para o Brasil.

Material e Métodos

- Estirpes utilizadas

. Foram analisadas 68 estirpes provenientes da FEPAGRO, denominadas
SEMIA (Secgao de Microbiologia Agricola), isoladas de 46 distintas
leguminosas e recomendadas, como inoculantes, para 64 leguminosas.

Extracdo do DNA e amplificacao por PCR da regido do DNA que codifica
para o gene 168 RNAr e purificagéo dos produtos obtidos

A extracdo do DNA foi realizada conforme descrito por Fernandes et al.
(2003). O DNA obtido foi diluido a 20 ng de DNA pl-' e, a seguir, mantido
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a -20°C. O DNA de cada estirpe foi amplificado com “primers” para a re-
gido do gene ribossomal 16S, conforme descrito por Weisburg ef al. (1991).
Os produtos de PCR obtidos foram, posteriormente, precipitados utilizan-
do o protocolo de precipitagdo por acetato de amdnio (7,5M) e etanol.
Apos a precipitagéo, a concentracdo do DNA de cada amostra foi verificada
em gel de agarose a 1.5%, ajustada para 40 ng DNA uL"' e mantida a - -
20°C.

- Seqlienciamento e analise do gene 16S rRNA

Os produtos de PCR obtidos de cada estirpe (80 ng por reacio) recebe-
ram uma mistura de 3 L de dye (DYEnamic ET terminator reagente para
0 MegaBACE, Amersham Biosciences), e 3 pmol de cada “primer”. Para
que a seqiiéncia completa do gene 165 rRNA fosse obtida, foram realiza-
das cinco reagdes com os seguintes primers fD1, Y2, (Fernandes et al.,
2003) e 362f, 786f e 1203f (Prof. Leonardo M. Cruz, Dept. de Bioguimica,
UFPR, Curitiba, PR, Brasil). Apés amplificagéo, cada 20 L de reagéo
foram precipitados utilizando o protocolo de precipitagdo com acetato de
amdnio (7,5M) e etanol e, entdo, procedeu-se ao seqilenciamento
(MegaBACE 1000 DNA). As seqiiéncias obtidas foram reunidas em
‘contigs” usando os programas phred, phrap e consed e depositadas no
Banco de dados (GeneBank), onde receberam um nimero de acesso de
AYQ04726 a AY904789. Posteriormente, uma arvore filogenética foi
construida, utilizando uma analise de “bootstrap” de 2.000 repeticées e o
coeficiente de Neighbour Joining (NJ).

Resultados

C dendrograma resultante, apds a analise das seqliéncias do 16S RNAT,
revelou heterogeneidade e dividiu as estirpes em nove grupos principais,
reunidos em um nivel de similaridade de 77,8%. Sete destes grupos fo-
ram relatados aos géneros/espécies de Bradyrhizobium japonicum, B.
efkanii, Rhizobium tropici/Agrobacterium (reclassificado como Rhtizobium),
R. leguminosarum, Sinorhizobium meliloti/S. fredii, Mesorhizobium ciceri/
M. loti, e Azorhizobium caulinodans (Fig. 1).

Fol possivel observar alguns agrupamentos distintos, com estirpes apre-
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Figura 1. Arvore filogenética, baseada no seglienciamento de gene 165 rRNA,
de 68 estirpes simbiontes de 46 leguminosas e oficialmente
recomendadas para o uso em inoculantes comerciais brasileiros, bem
como de estirpes-tipo e estirpes utilizadas como referéncia das espécies
de rizobics. Analise considerando o algoritmo Neighbour Joining e os
numeros indicam os resultados obtidos na analise por “bootstrap” com
2000 repetigdes.

sentando discrepancia em mais de 15 nucleotideos das estirpes-tipo, su-
gerindo que essas podem estar relacionadas a novas espécies e, desse
modo, foram classificadas como “sp.".

Os resultados demonstraram uma elevada promiscuidade quanto a plan-
ta hospedeira, com estirpes estabelecendo simbiose com leguminosas
pertencentes a distintas tribos e até mesmo distintas subfamilias. Desse
modo, os resultados demonstraram n&o haver correlagdo evolucionaria
entre as estirpes analisadas e suas respectivas plantas hospedeiras, em
regides tropicais.

Consideragdes Finais

A comparagio de seqliéncias do gene ribossomal 165 demonstrou ser
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uma ferramenta poderosa para deduzir relacGes filogenéticas e
evolucionérias, além de definir posigdes taxondémicas entre bactérias ca-
pazes de fixar N, em simbiose com leguminosas. O grau elevado de di-
versidade genética observado entre as estirpes demonstra que as regi-
Oes tropicais sdo importantes reservatorios de genes de fixagio de nitro-
génio, 0s quais ainda necessitam ser explorados.
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