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RESUMO

Estudos taxondmicos desempenham um papel relevante na valoragdo da diversidade
microbiana do solo. A metodologia de MLSA (Multilocus Sequence Analysis) tem
possibilitado incrementar o conhecimento da biodiversidade bacteriana do solo, bem
como a descricdo de novas espécies. Neste estudo, quatro genes housekeeping foram
utilizados para estabelecer as relacGes filogenéticas entre 19 estirpes de Rhizobium spp.
microssimbiontes do feijoeiro. Além de obter maior definicdo das relacfes filogenéticas,
0 MLSA indicou possiveis novas espécies de rizobios ainda ndo descritas.

INTRODUCAO

A diversidade procaridtica presente no solo € elevada, particularmente nos tropicos, mas
um grande desafio consiste em classificar os microrganismos, identificando o seu
potencial biotecnologico em favor de maiores rendimentos das culturas e
sustentabilidade ambiental. Nesse contexto, estudos taxondémicos séo fundamentais e a
metodologia de MLSA aponta como uma ferramenta de grande utilidade. O objetivo
deste trabalho foi o de elucidar as relagdes filogenéticas e a taxonomia de Rhizobium
spp. microssimbiontes do feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.), através da analise do gene
16S rRNA e de quatro genes housekeeping.

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 19 estirpes de rizébios microssimbiontes do feijoeiro, isoladas de
regibes andinas, mesoamericanas e do Brasil. A extracdo do DNA, os primers, as
condicdes de amplificacdo dos genes 16S rRNA, recA, ginll, gyrB e rpoA, bem como a
purificacdo dos produtos de PCR, o sequenciamento e a construcdo das arvores
filogenéticas foram realizadas conforme descrito por Ribeiro et al. (2009).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base na arvore do 16S rRNA, das 19 estirpes analisadas, 12 foram posicionadas no
grupo de R. etli, trés se posicionaram no de R. tropici e as demais foram alocadas no
grupo de R. radiobacter. O baixo poder de resolucdo do gene 16S rRNA ndo permitiu
boa definicdo da posicdo taxondmica das estirpes deste estudo, principalmente daquelas
do grupo R. etli (Figura 1A). As sequéncias concatenadas e alinhadas resultaram em um
fragmento comum de 1.846 nucleotideos e foram utilizadas para a construcao da arvore
filogenética. Através da combinacdo das informacdes filogenéticas dos quatro genes
housekeeping concatenados, obteve-se uma melhor resolucdo na definicdo das espécies,
em comparacdo com a analise baseada em um unico gene (Figura 1B). Novas linhagens,
representando possiveis espécies novas foram evidenciadas na analise de MLSA. A
estirpe CNPSo 669, do México, foi agrupada com a estirpe 1E4771, previamente
designada como R. etli; contudo, houve indicacdo de representar uma espécie
independente de R. etli e R. phaseoli, recebendo a denominacdo de PEL1. A estirpe
equatoriana CNPSo 679 foi posicionada independentemente como nova linhagem e
denominada PEL2, enquanto as estirpes CNPSo 661, 666 e 668 formaram o grupo
PEL3. As estirpes CNPSo 676, 683, 670, 671 e 672 do Equador e 659 do México
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agruparam com um bootstrap de 100% e formaram outra nova linhagem, PEL4. As
estirpes WSM2304 e CCGES510, embora tenham sido identificadas como R.
leguminosarum na anélise do 16S rRNA, formaram dois grupos por MLSA, PEL 5 e
PELSG, respectivamente (Figura 1B.). A posicdo taxondmica de outras estirpes foi
melhor definida, por exemplo, as estirpes brasileiras CNPSo 657 e 660 agruparam
estreitamente com R. leucaenae (CFN 299') e apresentaram a insercdo de 72
nucleotideos no gene 16S rRNA, o qual é caracteristico da espécie (Ribeiro et al.,
2012).
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Figura 1. Avores filogenéticas entre as estirpes de Rhizobium spp. e estirpes tipo, com base no gene 16S
rRNA (A) e nos genes housekeeping concatenados (recA, ginll, gyrB e rpoA) (B).

CONCLUSAO

Quando comparada com a andlise do gene 16S rRNA, a metodologia de MLSA
permitiu melhor definicdo taxonémica de estirpes de Rhizobium microssimbiontes de
feijoeiro provenientes de regides andinas, mesoamericanas e do Brasil. Houve indicacao
de novas espécies, mostrando o poder de resolucdo do MLSA e confirmando o potencial
elevado dessa técnica para o conhecimento da biodiversidade e para a definicdo
taxonémica de estirpes com potencial biotecnoldgico.
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