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RESUMO - O género Bradyrhizobium compreende um
grupo diverso de bactérias com capacidade de estabelecer
simbiose com plantas da familia Leguminosae. Espécies
de B. japonicum sdo divididas em dois grupos bem
definidos (tipo I e Ia) e fortes evidéncias sugerem que eles
representam espécies distintas. Com o objetivo de apontar
as diferenca entre esses dois grupos, foram utilizadas
quatro estirpes do tipo la em uma analise polifasica. O
fingerprinting obtido por BOX-PCR demonstrou a grande
semelhanca dentro do grupo de B. japonicum tipo la, com
valores acima de 85% de similaridade entre eles.
Resultado andlogo também foi constatado pela analise dos
genes housekeeping concatenados. Dados de hibridizagdo
DNA-DNA mostram que o valor obtido entre a estirpe
referéncia de B. japonicum tipo la e a estirpe tipo de B.
japonicum tipo | é de 65% e de 63% com a estirpe tipo de
B. betae. Esses resultados apontam a necessidade de um
estudo de taxonomia polifasica mais aprofundado e leva-
nos a sugerir, futuramente, a reclassificacdo de B.
japonicum tipo la como uma nova espécie, de acordo com
as normas do Comité Internacional de Sistematica de
Procariotos (ICSP).
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INTRODUCAO - Plantas da familia Leguminosae
ocupam uma ampla variedade de biomas terrestres, com
algumas delas estabelecendo simbiose com um grupo de
bactérias coletivamente chamadas de rizobios, cuja
caracteristica mais importante é a capacidade de fixar o
nitrogénio atmosférico (N,). No caso do Brasil, bactérias
do género Bradyrhizobium representam a grande maioria
dos isolados de leguminosas tropicais nativas, além de
apresentarem relevancia econdmica como simbiontes de
culturas de importancia econdmica, como é o caso da
soja.

Estudos com Bradyrhizobium japonicum tém
demonstrado uma elevada diversidade genética entre as
estirpes, o que resultou na subdivisdo em dois grupos
distintos designados como tipo | e tipo la (Hollis et al.,
1981).

Foram realizadas analises de taxonomia polifasica,
incluindo caracterizagdo morfo-fisiologica, genética por
rep-PCR e hibridizacdo DNA-DNA e filogenética por
MLSA (Multilocus Sequence Analysis), 0 objetivo do
estudo foi evidenciar a diferenca genética, fenotipica e
filogenética entre esses dois grupos dentro da espécie B.
japonicum.

MATERIAL E METODOS - A extracdo do DNA total
das estirpes analisadas (SEMIAs 566, 5060, 5079, 5080 e
6059, USDA 110, B. japonicum USDA 6", B. betae
LMG 219877, B. canariense BTA-1" e B. yuanmingense
CCBAU 10071") foi realizada de acordo com Kaschuk et
al. (2006). A caracterizacdo genética por rep-PCR foi
realizada com o primer BOX-A1R conforme descrito por
Pinto et al. (2007) e seis genes housekeeping (atpD, dnak,
ginll, gyrB, recA e rpoB) foram utilizados na analise
filogenética por MLSA, utilizando-se pardmetros pré-
definidos, modelo de distancia K2P e algoritmo de
Neighbor-Joining. O suporte estatistico foi avaliado pela
andlise de bootstrap, com 1.000 repeticBes. A analise
fenotipica foi realizada através da caracterizacdo morfo-
fisiolégica das estirpes, onde foram analisadas a
capacidade de utilizacdo de 49 fontes distintas de
carbono, crescimento em meio de cultura LB (Luria-
Bertani) (Ribeiro et al., 2012) e o perfil de acidos graxos
das estirpes.

RESULTADOS E DISCUSSAO - O fingerprinting
obtido pela reacdo de BOX-PCR revelou um grupo de
quatro estirpes de B. japonicum tipo la, demonstrando
claramente a alta similaridade entre elas. Este grupo ficou
evidentemente separado da estirpe tipo de B. japonicum
USDA 6" (tipo 1), bem como das demais espécies (Figura
1).

Além da filogenia do gene 16S RNAr (dados nédo
mostrados), a técnica de MLSA foi empregada para
avaliar a relacdo entre as estirpes do grupo la e os taxa
relacionados. Na éarvore filogenética dos genes
concatenados (Figura 2), as estirpes do tipo la formaram
um grupo coeso, com bootstrap de 100%, sendo este
grupo relacionado com B. betae, B. japonicum e B.
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canariense.

Dados de hibridizagdo DNA-DNA (Hollis et al. 1981;
Rivas et al., 2004) mostram que B. japonicum USDA 110
(tipo la) e B. japonicum USDA 6" (tipo 1) compartilham
65% de similaridade do genoma total (Tabela 1), valor
este abaixo do limite (70% de similaridade) necessario
para se considerar duas estirpes como sendo da mesma
espécie. O conteddo G-C também difere entre elas (64%
para USDA 110 e 62.8% para B. japonicum USDA 6')
(Rivas et al., 2004).

A avaliacdo morfo-fisioldgica das estirpes incluiu
inoculagdo em meio LB, porém nenhuma das estirpes do
grupo la nem as demais espécies apresentaram
crescimento. O perfil de acidos graxos das estirpes tipo la
e | também foi avaliado e dividiu-as em dois grupos
distintos, A e B, assim como a utilizacdo de fontes de
carbono também apontou diferengas entre elas (Tabela 2).

Uma  espécie  bacteriana  agrupa  estirpes
genomicamente semelhantes, que compartilham um
elevado grau de similaridade em varias caracteristicas
independentes (Rossell6-Mora e Amann, 2001). Além dos
dados de literatura, todas as estirpes do tipo la
apresentaram similaridade nos dados fenotipicos e
genotipicos e foram diferentes de B. japonicum tipo I,
indicando que estes dois grupos possuem caracteristicas
muito distintas para serem classificados como membros
de uma Unica espécie, porém mais analises estdo sendo
realizadas para suportar tal afirmac&o.

CONCLUSOES - As caracteristicas morfo-fisioldgicas,
geneticas e filogenéticas analisadas indicam fortemente
que as estirpes de B. japonicum do tipo la sdo membros
de uma nova espécie.
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Figura 1 - Dendrograma de similaridade demonstrando a relacdo entre B. japonicum tipo | e la, baseado no

fingerprinting de BOX-PCR
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Figura 2 - RelagGes filogenéticas entre as estirpes de B. japonicum tipo la e as estirpes tipo de Bradyrhizobium com

base nos genes housekeeping concatenados (atpD, dnaK, ginll, gyrB, recA e rpoB)

Tabela 1 — Hibridizacdo DNA-DNA entre B. japonicum tipo la e outras espécies do género Bradyrhizobium mais
intimamente relacionadas

B. japonicum  B. betae
tipo |

B. canariense B. iriomotense

B. liaoningense

B. yuanmingense

B. japonicum USDA

110 65%* 63%* 30+/-7%" 37%" 61%* 45.2%"
tipo la
*Rivas et al. (2004); +Yao et al. (2002); # Vinuesa et al. (2005); slam et al. (2008)
Tabela 2 — Crescimento das estirpes em diferentes fontes de carboidrato e em meio de cultura LB
+ com crescimento; - auséncia de crescimento; w crescimento fraco
SEMIA  SEMIA SEMIA USDA B. B B B
Caracteristicas 5060 5080 6059 110 japonicum bet;ae canariense yuanmiﬁgense
(tipo la)  (tipo la) (tipo 1a) (tipo la) (tipo I)

Utilizagdo como
fonte de carbono:
Glicerol w + w w w w w w
D-Arabinose + + + + w + + w
L-Arabinose w + w w + + w +
D-Ribose + + + + + + + +
D-Xilose w + w w w w w +
L-Xilose + + + + w + + +
D-Adonitol - w w - - - w -
Metil-BD-

o . w w w w w - w w
Xilopiranosido
L-Ramnose w w w w w w + w
D-Manitol w w w w w - w w
D-Sorbitol w w w w w - w -
Glicogénio - - - - - + + -
D-Arabitol w w w w w - w w
2-Cetogluconato _ _ _ _ _ 4 _ _
de potassio

Crescimento em:

LB




