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APLICACAO E EVOLUCAO DOS METODOS
MOLECULARES PARA O ESTUDO DA BIODIVERSIDADE
DO RIZOBIO

Rosangela Straliotto*
Norma Gouvea Rumjanek®

1. INTRODUCAO

A palavra biodiversidade é uma forma abreviada de se referir a diversidade bioldgica, termo
gue ganhou muita popularidade nesta Ultima década, especialmente apés a declaracdo da Agenda
XXI, publicada ap6s a Reunido da Eco-92, no Rio de Janeiro em 1992. Uma das definicbes mais Uteis
de biodiversidade é dada pela Unido Internacional para Conservacdo da Natureza e Recursos
Naturais: biodiversidade envolve todas as formas de vida, ecossistemas e processos ecoldgicos, e
abrange a sua hierarquia a niveis genético, taxonémico e de ecossistema (McNeely et al., 1990,
citados por Bull et al.,1992). No conhecimento da biodiversidade presente nos diferentes
ecossistemas esta a base do progresso biotecnolégico esperado em diferentes areas da ciéncia
aplicada.

Todo o progresso biotecnoldgico inicia-se com a procura e a descoberta de um fendmeno
biolodgico que possa ser explorado; sendo assim o planejamento eficiente e otimizacédo dos programas
de pesquisa visando a busca e a descoberta é tdo crucial quanto qualquer outra etapa neste
processo (Bull et al., 1992). Na area de microbiologia, a coleta do material bioldgico nos estudos
tradicionais, é dirigida ao acaso, utilizando métodos relativamente simples, embora laboriosos de
isolamento e manipulacdo. Estes métodos sdo muito empiricos e sujeitos a grandes limitacdes, além
de promoverem uma selecédo prévia da populagédo em estudo conforme o meio de cultivo selecionado,
dificultando a eliminagdo de organismos recorrentes. Deste modo, jA nesta etapa, 0 processo
seguinte de selecao fica comprometido, tornando-se também empirico e menos eficiente. O processo
de selecao implica em avaliar a maior diversidade genética possivel, e, a seguir, dispor de um método
eficiente para a selecdo dos materiais a serem testados. Esta diversidade esta presente na natureza
através da variabilidade natural ou através da ocorréncia de mutagcfes e recombinacfes genéticas,
enquanto que a escolha do critério de selecdo depende do pesquisador e das condi¢des de trabalho
disponiveis. Muitos novos métodos tem revolucionado esta area da pesquisa, especialmente com o
advento dos métodos moleculares de estudo, envolvendo estudos da variabilidade presente a nivel
de DNA. Estas novas metodologias tem provocado uma verdadeira revolugdo na nossa habilidade de

detectar variabilidade a niveis de organismo e bioquimico. Além disso, atividades especificas do
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diferentes organismos podem ser monitoradas no ecossistema através do acompanhamento da
atividade de organismos geneticamente modificados, ou detectadas pela selecéo dirigida através de
sondas moleculares.

A diversidade dos microrganismos parece refletir as associacdes obrigatérias ou facultativas
com organismos superiores e ser determinada pela diversidade espacial e temporal de seus
hospedeiros (Witcomb & Hackett, 1989). No caso das associacfes rizobio-leguminosas, apesar de
haver mais de 19.000 espécies conhecidas de leguminosas (Allen & Allen, 1981), apenas cerca de
dezessete espécies de rizobio foram até o momento descritas. Esta discrepancia é surpreendente
uma vez que muitas espécies de rizObio tem seu circulo de hospedeiras bastante restrito, e é
certamente o reflexo do limitado nimero de espécies de leguminosas estudadas até o presente
guanto a esta associacdo (Haukka, et al., 1996). Os dados levantados nos estudos de genética de
populactes dos diferentes géneros de rizébio indicam que ha um alto grau de diversidade genética
dentro deste grupo (Demezas et al, 1991, 1995; Eardly et al., 1990, 1995; Leung et al.,1994;
Bottomley et al., 1994; Souza et al., 1992; Strain et al., 1994, Paffetti, et al., 1996).

O estudo da biodiversidade do rizébio tem diversos aspectos importantes, tanto em termos de
manejo cultural visando implementar a sobrevivéncia de populacdes mais eficientes e mesmo mais
especificas, quanto da obtencdo de germoplasma mais adaptado aos diferentes tipos de solo. A
maioria dos estudos de biodiversidade tém sido conduzidos em solos de clima temperado, sob
condicbes completamente diferentes dos nossos solos tropicais. O emprego das modernas técnicas
de DNA recombinante € uma ferramenta preciosa nas maos dos pesquisadores das regides tropicais,
especialmente as técnicas baseadas em PCR, relativamente baratas e de facil manuseio (Felice &
Alshinawi, 1996). Neste trabalho serdo discutidos aspectos gerais e importancia dos estudos da
biodiversidade microbiana, enfatizando a seguir a situacdo atual da taxonomia do rizébio, e a

aplicac@o das modernas técnicas de biologia molecular nos estudos de diversidade destas espécies.
2. A EXTENSAO DA BIODIVERSIDADE MICROBIANA

Apesar do enorme potencial em termos de avancgo biotecnoldgico que pode ser promovido
pelos estudos visando o inventario da biodiversidade presente na natureza e do grande progresso
alcancado nos ultimos anos nesta area do conhecimento, estimativas mostram que muito pouco da
diversidade presente nos diferentes grupos de organismos é conhecida, especialmente a dos virus,
fungos, bactérias e invertebrados. Em termos globais, foram descritos até o presente, cerca de 1,4
milhdes de espécies vivas de todos os tipos de organismos, no entanto as estimativas indicam que
sua magnitude fique entre 5 a 30 milhdes de espécies (Wilson, 1997). Por sua vez estas estimativas
apresentam uma grande amplitude de erro uma vez que 0s grupos mais bem estudados s&o os
vertebrados e as plantas com flores. No caso dos insetos, que se constituem no grupo mais rico em
espécies entre 0s organismos superiores, os recentes estudos de sua diversidade em florestas
tropicais mostram uma grande riqgueza em espécies ainda desconhecidas elevando muito o limite
superior plausivel de espécies.

Os microrganismos constituem cerca de 50% do protoplasma do planeta, representando a

maior fonte de diversidade molecular e bioquimica da natureza (An6nimo, 1995). No entanto, as



estimativas dos numeros totais de espécies de bactérias, archaea e virus sdo ainda mais
problematicas devido as dificuldades tais como a deteccdo e recuperacdo destes organismos do
ambiente, associaces obrigatérias desconhecidas e o problema do conceito de espécie neste grupo
de organismos (Bull et al., 1992). Acredita-se que existam cerca de 1,5 milhGes de espécies de
fungos, sendo que encontram-se descritas apenas 5% destas. Para as bactérias, as estimativas
indicam sua magnitude em 300.000 a 1.000.000 de espécies, sendo que o Manual de Bergey, o
tratado sobre as espécies bacterianas descritas, contém apenas 3.100 espécies (Andnimo, 1995).
Outras estimativas indicam que o nimero de espécies de bactérias conhecidas esteja em torno de
12% do seu total (Bull et al., 1992), estimativa muito otimista quando se observa a diversidade de
determinados grupos de microrganismos. Um exemplo € o caso dos micoplasmas, procariotos que
formam varias associacOes obrigatdérias com organismos eucariotos, possuem requerimentos
nutricionais fastidiosos e nao sao cultivaveis em meio de cultura, e que, no entanto, apresentam uma
aparentemente notavel diversidade genética. As evidéncias levantadas pelo estudo de um género,
Spiroplasma, descoberto em 1972, indicam ser este o maior género da terra (Witcomb & Hackett,
1989). Estes organismos sdo associadas principalmente a insetos, apresentando uma taxa anual de
isolamento de novas espécies a partir destas fontes de aproximadamente 6%, o que indica uma
incrivel riqueza de espécies.

O solo é considerado um dos mais diversos habitats na terra, embora muito pouco desta
diversidade seja conhecida. Estima-se que apenas uma grama de solo contenha muitos milhares de
bactérias, sendo que a populagdo de fungos de solo é pouco estudada, com excecdo dos patégenos
vegetais e micorrizas. Entre a fauna do solo, estima-se que existam cerca de 100.000 espécies de
protozoarios, 500.000 espécies de nematoides e 3.000 espécies de minhocas, sem considerar a rica
meso e macrofauna (diversos autores citados por Giller et al., 1997). Sabendo-se das diversas e
importantes associagdes entre microrganismos e organismos superiores, pode-se ter uma no¢éo da
ampla biodiversidade presente neste habitat. A avaliacdo da biodiversidade presente no solo é
limitada por inUmeras dificuldades, comecando pelos problemas de amostragem e extracdo dos
organismos do solo. Qualquer distirbio na amostra de solo maodifica as condicdes dos micro-habitats
gue se estabelecem nos microagregados de solo onde se alojam os microganismos, especialmente
bactérias. Além disso, no caso de bactérias, foi estimado que apenas 1% da populacdo presente no
solo pode ser recuperada pelos métodos convencionais de isolamento, devido a diversas limitagdes
nutricionais e de condigcbes de crescimento que podem estimular ou limitar o crescimento das
diferentes populagfes presentes (Giller et al., 1997). Ha ainda a influéncia da rizosfera das plantas,
levando ao desenvolvimento de uma populacdo altamente especializada de microrganismos, sob
condicbes de aeracdo, pH, disponibilidade de nutrientes e fatores estimulatérios completamente
diferentes das areas do solo fora desta zona de influéncia.

O desconhecimento da biodiversidade presente nas regides tropicais em termos de sua
magnitude, dificulta as estimativas a respeito de sua progressiva extingdo. As velocidades de extingdo
das espécies sdo baseadas ndo na observacdo direta de sua extincdo mas em principios de
biogeografia. Usando uma relacao area-espécie, Simberloff (1984, citado por Wilson, 1997) projetou

perdas irrecuperaveis em razao da destruicdo das florestas no continente tropical: em torno de 12%



das espécies de aves e 15% das espécies de plantas em um século. A fragmentacéo das florestas,
resultando em ilhas de floresta de pequena extensdo circundadas por extensas areas desmatadas,
pode provocar uma reducdo ainda maior: em areas de 1 a 25 quildmetros quadrados estimam-se
perdas de 10 a 50% das espécies de aves, por exemplo (Wilson, 1997). Muitos outros fatores estéo
envolvidos nos calculos destas taxas de extingdo, mas o0 que se sabe é que a diversidade biolégica
mais ameacada € também a menos conhecida e explorada. No entanto, dadas as extensas
associacfes entre microrganismos e as diferentes espécies de animais e plantas, e com os diferentes
tipos de meio ambiente, conclui-se que as estimativas de perda e degradacédo destes tem profundas
consequéncias na diversidade microbiana. Nao ha nenhuma perspectiva de que se possa conhecer a
diversidade bioldgica presente em nosso planeta antes que uma grande parte das espécies
desapareca. Este quadro é mais preocupante nas regides tropicais pelo restrito nimero de
profissionais sistematas competentes para trabalhar com a biodiversidade presente nestas areas, e
pela diminuicdo na disponibilidade de fundos para pesquisa nos Ultimos anos devido a priorizacdo de
outras areas de pesquisa. O declinio foi acompanhado pela diminuicdo em mais de 50% no nimero
de publicagbes em ecologia tropical de 1979 a 1983 (Cole, 1984). O problema da conservacao
tropical é assim exacerbado pela falta de conhecimento e escassez da pesquisa.

A importancia dos estudos de biodiversidade decorre de um principio basico, valido para
todas as areas da pesquisa biolégica, inclusive a microbiologia do solo: para se fazer avaliacdes
precisas e recomendacdes, € necessario se conhecer as espécies presentes, sua amplitude
geografica, propriedades biolégicas e possivel vulnerabilidade a mudancas ambientais (Wilson,
1997).

3. A DIVERSIDADE DO RIZOBIO

Entre as bactérias fixadoras de nitrogénio presentes no solo, cujas populacdes sdo altamente
influenciadas pela rizosfera das plantas, o rizobio é considerado o grupo mais importante na
agricultura tropical pela sua associacdo com as leguminosas. Esta simbiose é responsavel por uma
substancial parte, talvez a maior, do fluxo global de nitrogénio atmosférico fixado nas formas de
amonia, nitrato e compostos organicos (Kahindi et al., 1997). Certamente esta associacdo € a mais
estudada, mas simbioses envolvendo actinomicetos do género Frankia, cianobactérias especialmente
a associacdo Azolla-Anabaena e organismos heterotéficos fixadores de nitrogénio de vida livre e
associativos, podem também fixar quantidades significativas de nitrogénio sob condicdes especificas.
Ha uma grande diversidade de bactérias capazes de formar simbioses com as diferentes
leguminosas sendo que, até o0 momento, encontram-se distribuidas dentro de trés ramos filogenéticos
principais que séo os géneros Bradyrhizobium, Azorhizobium, e os chamados rizobios de crescimento
rapido. Estes atualmente encontram-se divididos em trés géneros Rhizobium, Mesorhizobium e
Sinorhizobium, sendo que R. galegae deve ser brevemente renomeado como um novo género
(Young & Haukka, 1996; Lindstrém et al., 1998). Neste texto, todas estas bactérias capazes de formar
nédulos em raizes e caules serdo coletivamente chamados de rizébio.

O rizébio induz, em suas hospedeiras, a formacdo de estruturas especializadas chamadas

nédulos, onde o nitrogénio molecular é reduzido a ambnia, sendo que as diferentes etapas envolvidas



na diferenciacdo desta estrutura e o complexo controle exercido sobre cada etapa por cada um dos
simbionte serad discutido em capitulo a parte. Estes estudos tem demonstrado o alto grau de
especializacdo desenvolvido durante o processo evolutivo desta simbiose, havendo importantes
relacbes de especificidade e grandes possibilidades de manipulacdo deste conhecimento visando
melhorar a eficiéncia simbiética. Devido a sua importancia econémica, os estudos da interacao
rizébio-leguminosas tem tido um bom suporte econdmico quando comparado as demais areas de
pesquisa agrondmica em diversas partes do mundo, sendo que atualmente é a interacdo planta-
microrganismo mais bem estudada. O estudo da biodiversidade dentro destas espécies,
especialmente em regides tropicais, além de buscar entender suas complexas relacdes ecoldgicas e
evolucionarias, envolve a procura de genétipos tolerantes aos diferentes estresses ambientais
presentes nestas areas e limitantes a esta simbiose, visando o manejo mais eficiente desta interacao.

Os estudos taxondmicos e filogenéticos sdo necessarios para estruturar a biodiversidade do
rizébio presente no solo, facilitar a comunicagéo entre os cientistas e buscar um maior entendimento
da biologia e evolucao desta simbiose, com importantes aplicacdes praticas. De acordo com Haukka
(1997), a filogenia pode ser definida simplesmente como uma histéria evolucionéaria de organismos e
genes, cujo entendimento € um pré-requisito para estudos ecoldgicos e de genética de populacoes.
A identificacdo correta de um microrganismo de acordo com suas correlacdes filogenéticas nos ajuda
a predizer propriedades genotipicas e fenotipicas esperadas para cada espécie. Em termos de
microbiologia, durante muito tempo foi dada pouca importancia aos estudos taxondmicos, em vista
das grandes dificuldades de classificacdo impostas pelos métodos tradicionais baseados
essencialmente em caracteristicas fenotipicas, tanto morfolégicas como fisioldgicas. As primeiras
modificacdes nestes estudos, extremamente empiricos, comecaram a ser introduzidas pela utilizacéo
dos métodos de taxonomia numérica. Este tipo de abordagem permite a analise conjunta dos dados
de fisiologia, morfologia, sorologia e outros, utilizando métodos estatisticos de avaliacdo das
diferencas e similaridades entre 0os microrganismos, de uma forma menos subjetiva e mais rigorosa,
fornecendo medidas quantitativas de similaridade entre as bactérias. H4 uma grande aplicabilidade
destes estudos na avaliacdo da biodiversidade de diferentes grupos de microrganismos (Bull et al.,
1992), que, além de permitir um levantamento preliminar da diversidade presente no ambiente em
estudo, fornecem dados sobre a expressdo de caracteristicas fisioldgicas que podem ser
correlacionados com determinados fatores ambientais. O advento dos métodos moleculares
baseados no estudo do genoma bacteriano, constituiram-se, logo a seguir, numa fonte abundante de
dados, reproduziveis facilmente e passiveis de serem gerados sem a interferéncia de problemas
técnicos importantes como condi¢cBes de cultivo, estado fisioldgico e outros fatores que, muitas vezes,
mascaram os dados fenotipicos.

Um exemplo do efeito desta revolucdo na taxonomia das bactérias € o que ocorreu na
classificacdo taxonémica do rizébio, a qual foi inicialmente baseada em sua especificidade
hospedeira, que, embora ambigua, tem um aspecto pratico pela sua utilidade para os usuarios e
fabricantes de inoculantes. Esta classificacdo baseada essencialmente na infeccdo da planta, de
acordo com os chamados grupos de inoculagéo cruzada (Baldwin & Fred, 1929; Fred et al., 1932), foi

abandonada devido ao grande nimero de excecfes dentro destes grupos (Wilson, 1944; Graham,



1964). Evidéncias posteriores demonstraram que 0s genes que codificam para nodulagéo,
especificidade hospedeira e fixagcdo bioldgica de nitrogénio nos rizébios de crescimento rapido estao
codificados nos plamideos simbidticos, transmissiveis entre as diferentes espécies (Brewin et al.,
1980; Nuti et al., 1979; Prakash et al., 1981), tornaram este tipo de classificacdo. De acordo com esta
classificacédo inicial, foram reconhecidas seis espécies, Rhizobium leguminosarum (nodula Lathyrus,
Pisum, Vicia e Lens), R. trifolii (Trifolium), R. phaseoli (Phaseolus); R. meliloti (Melilotus, Medicago,
Trigonella), R. japonicum (Glycine max) e R. lupini (Lupinus). O circulo de hospedeiras foi o fator mais
importante na definicdo destas espécies, embora tenham sido descritas também caracteristicas
morfolégicas e fisioldgicas (Fred et al., 1932).

Com o prosseguimento dos estudos, tornou-se claro que o rizobio era um grupo de bactérias
bastante diverso, tanto em circulo de hospedeiras como em caracteristicas fisioldgicas e que havia
algum tipo de correlacdo entre estas duas propriedades. O grupo de rizbio de crescimento lento, por
exemplo, possui todo um conjunto de caracteristicas distintas dos de crescimento rapido. Baseado
em caracteristicas morfoldgicas, fisiologicas, bioquimicas e genéticas, meio século depois, Jordan
(1982) reclassificou algumas espécies, separando as de crescimento lento em um novo género,
Bradyrhizobium. Logo a seguir Jarvis et al. (1986) usou cistrons de rRNA para estudar o
relacionamento intergenérico entre Rhizobium e Bradyrhizobium, confirmando a disparidade
filogenética entre estes dois grupos. Os rizobios de crescimento rapido, na classificacdo de Jordan
(1984) reportada no Manual de Bergey, foram entdo reclassificados, novamente com base na planta
hospedeira que nodulam, em trés espécies, R. meliloti, R. loti e R. leguminosarum. A espécie R.
leguminosarum foi entdo subdividida em trés biovares, viceae, trifolii e phaseoli, conforme sua
capacidade de nodular respectivamente ervilha, trevo e o feijoeiro, permanecendo a deficiéncia no
critério de classificacdo. Posteriormente, foi identificado um grupo de bactérias de crescimento rapido
coletado na China, tanto a partir do solo como de nddulos de soja, cujas caracteristicas fisolégicas e
bioquimicas indicavam uma posi¢cdo taxondmica intermediaria entre Rhizobium e Bradyrhizobium
(Keyser et al.,, 1982; Xu & Ge, 1984, citados por Chen et al., 1988). Scholla & Elkan (1984)
propuseram uma nova espécie para este grupo, Rhizobium fredii, baseados principalmente em
experimentos de hibridizagdo de DNA.

Nos Ultimos anos, conforme destacado acima, a taxonomia das bactérias fixadoras de
nitrogénio em geral tem sofrido uma revisdo substancial, devido ao advento dos métodos moleculares
de analise filogenética (Young, 1994), revelando novas relac6es entre os grupos de taxonomia
confusa, com importantes aplicacdes praticas. Estes métodos moleculares tem se revelado como
ferramenta poderosa nos estudos de biodiversidade das populacBes de rizObio presentes no solo.
Métodos que consideram a variacdo genotipica e o relacionamento entre espécies de Rhizobium e
Bradyrhizobium tem sido estabelecidos (Martinez-Romero, 1994; Laguerre et al.,, 1996).
Comparacdes entre seqiiéncias completas ou parciais de nucleotideos do 16S rRNA tem sido
utilizadas para avaliar a relacao filogenética entre as diferentes espécies de Rhizobium (Jarvis et al.,
1992; Laguerre et al., 1993; Lucas et al., 1995; van Berkum et al., 1996).

Atualmente, na definicdo de novas espécies, recomenda-se 0 uso da “taxonomia polifasica”, a

qual procura integrar diferentes tipos de informacdes, fenotipicas, genotipicas e filogenéticas, do
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microrganismo de interesse buscando uma classificacdo de consenso (Graham et al., 1991; de
Lajudie et al., 1994; Vandamme et al., 1996). Como resultado destes estudos, até o presente, cinco
géneros de bactérias fixadoras de nitrogénio sdo reconhecidos como simbiontes das leguminosas,
Rhizobium e Bradyrhizobium (Jordan, 1984), Sinorhizobium (Chen et al., 1988; de Lajudie et al.,
1994), Azorhizobium (Dreyfus et al., 1988) e Mesorhizobium (Jarvis et al., 1997). Estes sdo os
géneros e espécies aprovados na Mesa Redonda sobre Taxonomia de Rhizobium, ocorrida durante o
X Congresso Internacional sobre Fixacdo de Nitrogénio (Lindstrom et al., 1995) e sugeridos por
Lindstrom et al. (1998) em palestra apresentada no Xl Congresso Internacional sobre Fixacdo de
Nitrogénio.

Andlises baseadas nas sequéncias do 16S rDNA revelaram que os géneros Rhizobium e
Bradyrhizobium, apesar de pertencerem a subdivisdo alfa de Proteobacteria, possuem uma relacao
bem distanciada entre si, mas bem préxima a outros grupos de bactérias que nao incluem simbiontes
de plantas (Sawada et al., 1993; Willems & Collins, 1993; Yanagi & Yamasato, 1993; Young et al.,
1991). O género Bradyrhizobium é proximamante relacionado, por exemplo, a bactérias do género
Afipia e a Rhodopseudomonas palustris, uma bactéria de vida livre, fototrofica e fixadora de nitrogénio
(Kahindi et al., 1997), o que nao é tdo surpreendente pois o rizobio fototréfico BTAIl (Eaglesham et
al., 1990), inicialmente classificado como Photorhizobium, foi posteriormente considerado uma
espécie, ainda ndo definida, de Bradyrhizobium (Young et al., 1991). O género Rhizobium, por sua
vez, é relacionado a Agrobacterium, Brucella, Rochalimea e a Bartonella (Martinez-Romero, 1994).

Apesar de possuir até 1992 apenas uma espécie descrita, ha muito vinha sendo relatada a
grande diversidade genética presente no género Bradyrhizobium (Hollis et al., 1981; Keyser et al.,
1982; Devine et al. 1983; Huber et al.,, 1984; Kuykendall et al., 1988; Minamisawa, 1989, 1990;
Fuhrmann, 1990; Minasawa
axonomia numeérica, hibridizacdo de DNA e sequenciamento do 16S rDNA. Segundo Lindstrém et al.
(1995), a diferenca de apenas 7 bases na seqiiéncia do 16S entre a espécie proposta e B. japonicum,
e a grande variabilidade existente nos genes do 16S em Bradyrhizobium, n&o justificariam a
descricdo de uma nova espécie para este grupo de estirpes. Estirpes de Bradyrhizobium
apresentando ampla diversidade genaotipica e fenotipica tem sido isoladas de diferentes géneros de
plantas (Gault et al., 1986; Thies et al., 1991; Young et al., 1991; Dupuy & Dreyfus, 1992; Moreira et
al., 1993; Oyazu et al., 1993; Dupuy et al., 1994; Thomas et al., 1994; Chen et al., 1995; Vanrossum
et al., 1995; Barrera et al., 1997), sendo provavel que haja centros adicionais de variacdo taxondmica
gue precisam ser identificados e descritos (Barrera et al., 1997).

O género Sinorhizobium foi originalmente proposto para os rizobios de crescimento rapido
isolados das raizes de soja (R. fredii) (Chen et al., 1988), mas esta proposta foi rejeitada, uma vez
gue as seqiiéncias do 16S rRNA indicaram que R. fredii era de fato muito proximamente relacionado
a R. meliloti (Jarvis et al., 1992; Young, 1992). Pesquisas posteriores identificaram duas novas
espécies muito proximamente relacionadas a este grupo, e levaram a conclusdo de que R. meliloti
devia ser incluido no género Sinorhizobium (S. meliloti), o qual abrangeu também R. fredii (S. fredii) e
duas novas espécies isoladas no Senegal, Sinorhizobium teranga e Sinorhizobium saheli (De Lajudie

et al., 1994). Uma nova espécie foi recentemente descrita dentro deste género, S. medicae (Rome et
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al., 1996), a qual abrange o chamado tipo B de S. meliloti, segundo divisdo proposta por Eardly et al.
(1990).

Mesorhizobium (Jarvis et al., 1997), foi o género proposto para as bactérias do ramo de R. loti
(Jarvis et al., 1982) devido ao consenso, ha muito tempo existente entre os pesquisadores, de que
esta espécie era bastante distinta dos outros rizobios de crescimento rapido, tais como R.
leguminosarum e R. meliloti. Outras espécies muito proximamente relacionadas, passaram a ser
incluidas no género Mesorhizobium (Jarvis et al., 1997; Lindstrdm et al., 1998), tais como R. huakii
(Chen et al., 1991), R. ciceri (Nour et al., 1994), R. mediterraneum (Nour et al., 1995) e R.
tianshanense (Chen et al., 1995). M. tianshanense teve sua posicdo taxonémica controversa, pela
similaridade dos dados de sequenciamento com M. ciceri, e pela falta de dados de homologia de DNA
com outras espécies de rizébio recentemente descritas. Para confirmar sua posicao filogenética, Tan
et al (1997) publicaram dados de hibridizacdo de DNA, sequenciamento completo do 16S rDNA e de
perfil de proteinas incluindo outros isolados desta espécie e estirpes de referéncia pertencentes a 11
espécies distintas de rizobio. Lindstrom et al. (1998) sugerem a inclusdo das espécies M. amorphi
para englobar a maioria dos isolados de Amorpha, uma leguminosa tropical e de M. plurifarium, que
inclui isolados de diferentes espécies de leguminosas da Africa e do Brasil. A espécie M. plurifarium
foi proposta por De Lajudie et al. (1998) para incluir um grupo de estirpes previamente classificadas
como pertencentes ao cluster U, distinto inicialmente das demais espécies por eletroforese de
proteinas e hibridizagdo de DNA. De acordo com estes autores, o género Mesorhizobium é bastante
heterogéneo e os critérios de taxonomia polifasica sdo ainda mais importantes quando se trata de
estudos de caracterizacdo de espécies dentro deste grupo.

O género Azorhizobium possui uma Unica espécie descrita até o momento, A. caulinodans,
gue nodula as raizes e caule de Sesbania rostrata (Dreyfus et al., 1988). O Azorhizobium é bastante
distinto dos outros rizébios em uma série de propriedades, de modo que, apesar de conter apenas
uma espécie, foi colocado em um género separado.

O género Rhizobium, sofreu diversas modificacbes, algumas relatadas acima como a
definicdo dos géneros Sinorhizobium e Mesorhizobium que acabaram englobando espécies que
anteriormente pertenciam a este género. Atualmente, aceitas pelo Subcomité Internacional de
Taxonomia de Rhizobium, pertencem a este género as espécies R. tropici (Martinez-Romero et al.,
1991), R. etli (Segovia et al., 1993), R. leguminosarum (Jordan, 1984) e R. hainanense (Chen et al.,
1997). A ampla diversidade genética presente dentro do género Rhizobium é evidenciada pelos
estudos de isolados de apenas uma planta hospedeira, o feijoeiro (P. vulgaris). E reconhecida ha
bastante tempo a grande diversidade genética dos simbiontes de P. vulgaris, incialmente
classificados como R. leguminosarum bv. phaseoli, cuja diversidade relatada sempre foi maior do que
a presente nos demais biovares (Graham & Parker, 1964; Jarvis et al., 1980; Jordan, 1984). Todos
estes trabalhos foram baseados em isolados de rizobio que nodulam o feijoeiro que ocorrem
naturalmente em solos de paises de clima temperado, resultando em comparacdes destes isolados
com o rizobio isolado de plantas originarias destas regifes, como ervilha e trevo. A partir de 1985, foi
publicada uma série de estudos sobre os simbiontes de feijoeiro isolados nas Américas, incluindo os

provenientes das regides de Cerrado brasileiras, liderados pelo grupo de pesquisa da Universidade
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Autdbnoma do México (UNAM), com a colaboragdo do Centro Nacional de Pesquisa em Agrobiologia
(CNPAB). Estes estudos, que levaram em consideracdo diversas caracteristicas fisioloégicas e
genéticas correlacionadas com a especificidade hospedeira, resultaram na definicdo de novas
espécies e hipoteses sobre sua distribuicdo geografica. Inicialmente estas bactérias foram divididas
em dois grupos, denominados Tipo | e Il ( Martinez et al., 1985, 1987, 1988; Quinto et al., 1985; Brom
et al., 1988). O prosseguimento destes estudos levou a descricdo deR. tropici, incluindo as estirpes
do tipo I, subdivididas em dois grupos, IIA e IIB (Martinez-Romero et al., 1991) e de R. etli, que inclui
as estirpes do tipo | isoladas no México (Segovia et al., 1993). A partir dai ficou estabelecido pelo
Subcomité Internacional de Taxonomia de Agrobacterium e Rhizobium, que somente seriam
consideradas como R. leguminosarum bv. phaseoli as estirpes que estivessem estreitamente
relacionadas com os genes cromossomais dos outros biovares desta espécie (Hungria et al., 1997).
Quanto a distribuicdo geografica doRhizobium que nodula o feijoeiro, a hipétese lancada por
Segovia et al. (1993) é de que a espécie R. etli seria encontrada normalmente na Mesoamérica,
tendo sido introduzida na Europa juntamente com sua hospedeira no século XVI. Pela transferéncia
horizontal do plasmideo simbiético destas estirpes para R. leguminosarum, teria surgido R.
leguminosarum bv. phaseoli. Por outro lado, R. tropici seria originario da América do Sul (Martinez-
Romero et al.,, 1991), devido a frequéncia de isolamento desta espécie principalmente no Brasil
(Hungria et al., 1995; Mercante et al., 1998). No entanto, dados de levantamento de espécies de
rizobio nodulando o feijoeiro na Europa mostram uma ampla diversidade, incluindo a presenca
significativa de isolados de R. etli, R. tropici e mais recentemente duas novas espécies,
compreendendo principalmente estirpes isoladas de nédulos de feijoeiro na Franca (Laguerre et al.,
1993; Amarger et al., 1994), R. gallicum e R. giardinii (Amarger, et al., 1997). Como estas espécies
foram descritas apds o Ultimo Congresso Internacional sobre Fixacdo Biol6gica de Nitrogénio, ndo
foram listadas por Lindstrom (1998), no entanto foram publicadas no International Journal of
Systematic Bateriology, seguindo as regras do Subcomité sobre Taxonomia de Rhizobium e
Agrobacterium, o que deve garantir sua aceitagdo pela comunidade cientifica. Em resumo, até o
presente, trés espécies distintas de rizébio sdo de reconhecida importancia ecolégica como
simbiontes do feijoeiro, R. leguminosarum bv. phaseoli, R. etli e R. tropici, sem considerar ainda as
duas novas espécies descritas recentemente na Franca. Além deste género, um numero bastante
representativo de isolados que, através de analise genética de restricdo do 16SrDNA, foram incluidos
dentro do género Sinorhizobium foram isoladas de nodulos de feijoeiro ocorrendo naturalmente em
solos tropicais do Brasil (Straliotto et al., 1997) e da Africa (Murphy et al., 1997). Esta diversidade
observada nos estudos dos simbiontes do feijoeiro ndo €, provavelmente, uma excecdo e da uma
idéia do universo em termos de espécies de rizobio ainda desconhecidas, presentes em nossos
solos, associadas as mais de 19.000 espécies de leguminosas descritas, sendo que se estima que
2.800 delas formem nddulos (Allen & Allen, 1981). Apenas para citar mais alguns exemplos,
estudando as leguminosas arboéreas, Zhang et al. (1991) relacionou oito agrupamentos distintos entre
os isolados obtidos de Leucaena, Acacia e Prosopis. Haukka et al. (1996) confirmou esta ampla

diversidade genotipica entre os isolados de Acacia e Prosopis, pois para estas duas espécies
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arboéreas encontrou 12 gendétipos distintos de rizobio com base no sequenciamento parcial do 16S
rRNA.

Ainda dentro do género Rhizobium, a espécie R. hainanense foi proposta por Chen et al.
(1997), no entanto esta nomenclatura havia sido desencorajada por Lindstrom et al. (1995) apos sua
publicacéo inicial no International Symposium on Rhizobium Diversity and Taxonomy, realizado na
China em outubro de 1994. Esta espécie foi identificada por taxonomia numérica e contém 13
estirpes isoladas de 13 diferentes espécies de plantas que crescem na ilha tropical chinesa de
Hainan. A similaridade com R. tropici verificada pelo sequenciamento parcial do 16S rRNA, e a falta
de estudos de homologia de DNA com outros isolados de R. tropici geraram as criticas quanto a
validade da nova espécie. O trabalho final propondo a nova espécie (Chen et al., 1997) j& inclui
comparacdes da homologia de DNA com 6 estirpes diferentes de R. tropici, além de estirpes
pertencentes a outras espécies descritas de rizébio, assim como dados de sequenciamento do 16S
rDNA e circulo de hospedeiras. Apds estas caracterizacbes adicionais Lindstrom et al. (1998)
passaram a incluir a espécie dentro do género Rhizobium.

Continuam sendo classificadas como pertencentes ao género Rhizobium, as bactérias do
grupo de R. galegae (Lindstrom, 1989). No entanto um quarto género de rizébio de crescimento
rapido devera abranger esta espécie, uma vez que o sequenciamento do 16S rRNA mostra um
distanciamento dos outros géneros de Rhizobium, e uma maior proximidade com Agrobacterium
(Young & Haukka, 1996). Este grupo é chamado de “rizébio semelhante a agrobactéria”, constituindo
um grupo fenotipica e genotipicamente distinto das bactérias capazes de formar nédulos (Lindstrom
et al., 1998). No entanto ha ainda uma grande distancia evolucionaria também em relagdo as
agrobactérias, de modo que estas diferencas precisam ser melhor estabelecidas e maiores estudos
sd0 necessarios, juntamente com a identificagdo de outras espécies proximamente relacionadas,

para permitir o seu deslocamento para um novo género ( Lindstrém et al., 1995).

4. APLICACOES DA BIOLOGIA MOLECULAR NOS ESTUDOS DE
DIVERSIDADE E TAXONOMIA DO RIZOBIO

Os estudos taxondmicos foram por muito tempo relegados a um segundo plano dentro da
chamada “ciéncia aplicada”, objeto de estudos de abnegados cientistas as voltas com inimeros
problemas relativos a definicdo de espécies, especialmente quando se considera o estudo da
taxonomia bacteriana. Uma definicdo interessante desta ciéncia foi dada por Wilson (1985) ja
prevendo as mudancgas que iniciavam a ocorrer neste campo de estudo: “Systematics, the study of
biological diversity, is sometimes portrayed as the mere classification of organisms, but in fact its
range and challenges are among the greatest in biology”. De fato a busca de organismos que
possuem genes de interesse, tanto agrondmico quanto industrial, depende das metodologias de
classificagdo uma vez que estirpes relacionadas dentro de um taxon tem maiores possibilidade de
também possuirem estas caracteristicas de interesse. Bull et al. (1992) listou uma série de campos
onde a moderna sistemdtica microbiana pode auxiliar nos diversos desafios colocados aos

biotecnologistas:
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1. geracdo de dados de alta qualidade que podem ser usados para melhorar 0s sistemas
existentes de identificacdo e classificagdo microbiana e formular novos métodos para o
isolamento seletivo de microrganismos raros e novos;

2. permitir a rapida deteccao, circunscricéo e identificacdo de organismos novos ou alvo em
placas de isolamento primarias, ou mesmo “in situ”, e o reconhecimento de col6nias que
surjam de propagulos semelhantes;
determinar condi¢des ecolodgicas para o isolamento seletivo;
providenciar descricbes compreensivas de estirpes patenteadas; e
determinar a extensdo da diversidade procariética, inclusive determinando a distribuicéo
geografica de microrganismos importantes industrialmente ou agronomicamente,
redirecionando a tendéncia corrente da ecologia microbiana, de focalizar na funcdo mais
do que em promover um entendimento dos papéis dos taxa especificos nos diferentes
ecossistemas microbianos.

Este extenso campo de acdo sO pode ser melhor compreendido no contexto da nova
sistematica microbiana, surgida a partir da introducdo e aplicacdo de novos conceitos taxonémicos e
técnicas surgidas a partir do final dos anos 50 e inicio dos anos 60 (Bull et al, 1992). O
desenvolvimento mais significativo iniciou-se com a aplicacdo dos métodos de taxonomia numérica,
molecular e quimica, e especialmente nos Gltimos 10 anos, com o rapido desenvolvimento no campo
do sequenciamento do rRNA e dos genes que codificam para o rRNA (rDNA) e sua contribuicdo para
a filogenia bacteriana e taxonomia de todos 0s organismos vivos, como também das técnicas de
“fingerprinting” molecular. Com o advento da analise fenética numérica e das técnicas de biologia
molecular dentro da taxonomia bacteriana, foi possivel determinar objetivamente as relacdes inter e
intra-especificas.

A chamada taxonomia polifasica, iniciou-se 25 anos atras, e seu objetivo € a integracdo dos
diferentes tipos de dados e informacdes (fenotipicas, genéticas e filogenéticas) sobre o
microrganismo e essencialmente indica uma taxonomia de consenso (Vandamme et al., 1996). O
termo “taxonomia polifasica” foi utilizado pela primeira vez por Colwell (1970) e é utilizado para o
delineamento de taxa em todos os niveis (Murray et al., 1990). Os recentes desenvolvimentos na
taxonomia polifasica, também chamada de classificacdo polifasica ou identificacdo polifasica,
constituem um enorme avan¢o na moderna taxonomia bacteriana (Vandamme et al., 1996).

A taxonomia é geralmente tida como um sinénimo de sistemética ou biosistematica, sendo
tradicionalmente dividida em 3 partes (Vandamme et al., 1996):

1. classificacao, isto €, o arranjo ordenado dos organismos em grupos taxondmicos com

base em sua similaridade;
nomenclatura, ou seja, identificagdo das unidades definidas em (1);

3. identificacdo de organismos desconhecidos, que € o processo de definir se um
determinado organismo pertence a uma das unidades definidas em (2).

Duas partes adicionais completam a moderna biosistematica: filogenia e genética de

populacdes (Vandamme et al., 1996).
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Dois termos merecem ser diferenciados: analise fenética e andlise filogenética. Conforme a
definicdo de Abbott et al. (1985, citados por Weising et al., 1995), padrdes fenéticos sdo padrdes de
semelhanca e diferenca entre organismos, baseados em muitas caracteristicas herdaveis.
Frequentemente ha descontinuidades, de modo que os padrées revelam agrupamentos com
diferentes faixas de variacdo entre si e varios graus de diferenca dentro do grupo. Os padrdes
filogenéticos mostram como os padrées fenéticos mudam com o tempo, formando uma arvore com
diferentes ramificagcfes.

Ja a definicao de espécie em bacteriologia € um questao ainda em aberto, e, segundo alguns
autores, ha tantas definicGes de espécie quanto ha bi6logos e mesmo assim muitos destes mudam
de opinido no decorrer de suas carreiras cientificas... Mas, antes de ser um problema, esta
dificuldade é um padrao de evolucdo que ocorre em todos os campos do conhecimento humano,
onde o progresso cientifico somente é possivel e esta ligado ao progresso tecnoldgico. Ou seja, a
medida que novas tecnologias vao surgindo, os estudos vao progredindo e abrangendo um universo
cada vez maior do desconhecido, conseqiientemente as nossas teorias vdo se modificando e
aperfeicoando. A questao da definicdo de se as bactérias, assim como plantas e animais, podem ser
ordenadas em taxa distintos, como géneros e espécies, permanece portanto em aberto. A definicao
zoologica de espécie ndo pode ser aplicada aos organismos procariotos pois pressupfe que a
“espécie € um grupo de populacbes que podem ser, ou sdo potencialmente, intercruzadas
naturalmente e que sdo reprodutivamente isoladas de outros grupos ou espécies” (Ravin, 1963,
citado por Stackebrandt & Goebel, 1994). Mesmo apdés muitos anos de pesquisas a extensdo da
sexualidade em bactérias é virtualmente desconhecida, e o isolamento reprodutivo de estirpes
bacterianas pode ser descartado (Stackebrandt & Goebel, 1994). Se o termo espécie é usado, entao,
para expressar os membros de um determinado organismo em uma ordem taxondmica, 0S
microbiologistas devem seguir algumas linhas mestras de modo a obter estabilidade,
reproducibilidade e coeréncia em seus dados taxonémicos. Neste caso, a espécie passa a ser
circunscrita como um grupo taxondmico definido em termos das caracteristicas de seus membros
constituintes (Stackebrandt & Goebel, 1994). Vem dai a grande utilidade da taxonomia polifasica, que
busca, conforme destacado acima, este consenso na descricdo das caracteristicas dos membros
deste grupo.

A espécie é a unidade basica da taxonomia bacteriana, definida finalmente como um grupo
de estirpes, incluindo a estirpe padréo, que possuem 70% ou mais de homologia de DNA e com 5°C
ou menos de D T, (T, é a temperatura de fusdo do hibrido determinado por denaturacdo passo a
passo; D T, é a diferenca em graus Celcius entre o hibrido homdlogo e o heterélogo formada nas
condicBes padrdo) (Wayne et al, 1987). O nivel exato abaixo do qual os organismos sé&o
considerados como pertencentes a espécies diferentes varia de autor para autor, e o valor de 70%
acaba sendo mais indicativo do que absoluto (Bull et al., 1992). As caracteristicas fenotipicas e
qguimiotaxondmicas devem estar de acordo com esta definicdo pois, idealmente, as espécies
genbmicas definidas utilizando a hibridizacdo de acidos nucleicos deveria corresponder a quelas
definidas pela taxonomia numérica (Bull et al., 1992; Stackebrandt & Goebel, 1994). Esta é a opiniao

do “Ad Hoc Committe on Reconciliation of Approaches to Bacterial Systematics” (Wayne et al., 1987),
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cujo documento lista uma série de recomendacgfes taxondmicas visando estimular a discussdo deste
topico, reforcando a visdo de que critérios quimiotaxondmicos (tanto fenéticos quanto filogenéticos)
devem ser observados quando da proposta ou inferéncia de niveis hierarquicos. Além disso,
atualmente, a classificagdo bacteriana deve refletir 0 mais proximamente possivel as relacdes
naturais entre as bactérias, definidas pelas relacdes filogenéticas codificadas pelo sequenciamento
do 16S ou 23S rRNA (Woese, 1987). Como veremos a seguir, nem sempre este consenso é de facil
obtencéo, e varios casos sédo relatados em literatura onde surgem conflitos entre os dados gerados
segundo os diferentes métodos de abordagem genotipica (Fox et al., 1992).

Conforme destacado no tdpico 3, a taxonomia do rizébio sofreu continuas modificages como
reflexo do avanco desta ciéncia, passando por revisGes periddicas a medida que os estudos
ecoldgicos mostraram a ocorréncia significativa de novos grupos de bactérias. A medida que estes
estudos taxonémicos se desenvolvem, é importante correlacionar as diferencas taxonémicas com
caracteristicas fenotipicas, sendo esta a visdo do Subcomité sobre a Taxonomia de Rhizobium e
Agrobacterium (Elkan, 1992). Uma espécie de manual de padrdes de procedimento na descricdo de
novos géneros e espécies de bactérias formadoras de nddulos em raizes e caule foi proposto por
este subcomité e publicado por Graham et al. (1991). O subcomité considera que descricdo de um
novo género ou espécie deve ser baseada em organismos independentemente isolados, de regides
geogréficas distintas, com a descricdo da espécie publicada no International Journal of Systematic
Bacteriology, e que a estirpe padrdo seja depositada numa colecdo de culturas internacionalmente
reconhecida, disponivel a outros pesquisadores. Para a estirpe padréo e isolados representativos, as
seguintes caracteristicas devem ser consideradas: desempenho simbiético baseado em parametros
selecionados; caracteristicas morfologicas e culturais; grau de homologia DNA:DNA,; hibridizacao
rRNA:DNA e analise do 16S rRNA; polimorfismo no tamanho dos fragmentos de restricdo do DNA
(RFLPs); e eletroforese de enzimas multilocus (MLEE). Como destacado no item 3, assim como em
todos os outros campos da taxonomia bacteriana, a taxonomia do rizébio foi altamente influenciada
pelos novos conceitos taxondmicos e filogenéticos, principalmente com a substiuicdo do critério de
especificidade-hospedeira por outros baseados neste conceito de taxonomia polifasica. A seguir
serdo descritos os principais métodos genotipicos e fenotipicos utilizados nos estudos de taxonomia
polifasica com énfase nos estudos desenvolvidos nos diferentes grupos de rizébio. Nao faz parte dos
objetivos deste trabalho o detalhamento dos métodos microbioldgicos e moleculares para o estudo e
monitoramento do rizobio introduzido artificialmente no solo, sendo que Akkermans et al. (1994);
Wilson (1995) e van Elsas et al. (1998) apresentam revisdes abrangentes sobre o estado da arte em

relacéo a este tépico.
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4.1. Métodos fenotipicos

Estao incluidos dentre os métodos fenotipicos todos aqueles ndo direcionados a s moléculas
de DNA ou RNA, consequentemente incluem as técnicas quimiotaxondmicas, conforme classificacao
proposta por Vandamme et al. (1996). O termo quimiotaxonomia refere-se a aplicacdo de métodos
analiticos para a coleta de informacdes sobre os varios constituintes da célula visando a classificacao

bacteriana (Vandamme et al., 1996).

4.1.1. Métodos fenotipicos classicos

Os métodos fenotipicos classicos ou tradicionais sédo usados nos protocolos de identificacao
da maioria dos laboratérios de microbiologia. Compreendem dados morfoldgicos, fisiolégicos e
bioquimicos, os quais individualmente s&o considerados irrelevantes como parametros de
relacionamento genético, mas coletivamente fornecem informagfes descritivas que permitem a
distingéo de diferentes taxa. As estirpes de Rhizobium diferem significativamente no metabolismo de
carbono e na utilizagéo de diferentes substratos. A habilidade de utilizar glucose, sacarose, lactose,
frutose, arabinose, succinato ou adipato pode servir como um teste diagnostico na diferenciacdo das
espécies de rizébio (Graham et al.,, 1991). O tempo de geracdo em meio contendo extrato de
levedura, manitol e sais minerais (Vincent, 1970), denominado YMA (yeast-manitol-agar) distinglie os
diferentes géneros de rizébio, sendo de 2 a 4 horas para Rhizobium, 6 a 10 horas para
Bradyrhizobium e apresentando valores intermediarios para Mesorhizobium. Como conseqiiéncia, o
tamanho das coldnias em meio soélido varia de 2 a 4mm apds 3 a 5 dias de incubacdo para
Rhizobium e Mesorhizobium e até 1 mm apdés 5 a 7 dias para Bradyrhizobium. Outras caracteristicas
importantes a serem observadas sao listadas como padrdes minimos para a descricdo de novas
espécies de rizobio, recomendadas pelo Subcomité Internacional em Taxonomia de Rhizobium e
Agrobacterium, e podem ser consultadas em Graham et al. (1991). E importante ressaltar que ha uma
grande variabilidade quando se analisa estas caracteristicas, de modo que a possibilidade de analise
do maior nimero possivel de dados culturais, morfolégicos e outras propriedades fenotipicas
(tolerancia a antibioticos, sorologia, andlise de lipopolissacarideos celulares, padrdes proteicos,
composicao das paredes celulares, etc.) deve ser considerada, de acordo com a disponibilidade de
cada laboratério (Vandamme et al., 1996). Muitos programas de computador sdo atualmente
disponiveis para se proceder a analise numérica destes dados, facilitando a sua interpretacéo.

Inmeros trabalhos tem sido publicados com base em caracteristicas fenotipicas visando a
caracterizacao de diferentes populaces rizobio nodulando as mais diversas hospedeiras (Kuykendall
& Elkan, 1976; Fuhrmann, 1990; Shisdhido & Pepper, 1990; Moawad e Bohlool, 1992; Batzli et al.,
1992; Leung et al., 1994; van Berkum et al. 1995; Sweelim et al., 1997; Ramirez et al., 1997a,b;
Xavier et al.,, 1998). Muitas destas caracteristicas fenotipicas sdo estudadas com o objetivo nédo
somente de caracterizacdo, mas de verificar a provavel adaptabilidade ecologica dos diferentes

isolados a s condicbes ambientais prevalentes no ecossistema para o qual se procede a selegéo do
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rizébio-inoculante. Além disso, busca-se correlacionar dados de diversidade metabdlica com os de
eficiéncia simbidtica, uma vez que aquela deve refletir a diversidade dos mecanismos de controle das
interacdes simbidticas entre espécies de rizébio e as diferentes leguminosas (Kuykendall & Elkan,
1976; Batzli et al., 1992). Tolerancia a condic6es de salinidade (Swellim et al., 1997), pH (Graham et
al., 1992; Swellim et al., 1997), temperatura (Sa et al., 1993; Mercante, 1993), antibiéticos (Xavier et
al., 1998), etc, sdo analisadas “in vitro”, tentando estabelecer-se correlagbes com a eficiéncia
simbiética dos isolados a nivel de campo.

Shishido & Pepper identificaram os tipos dominantes de Rhizobim meliloti nodulando alfafa
(Medicago sativa L.) em 5 locais diferentes do Arizona, EUA, através de resisténcia a antibiéticos e
padrdo de plasmideos. Entretanto, ndo foram encontradas diferencas significativas quando estas
caracteristicas foram correlacionadas com a eficiéncia simbiotica, medida através do peso seco da
parte aérea, peso de raizes e nédulos, reducdo de acetileno e contetido de nitrogénio total.

Martins et al. (1997) tentou correlacionar caracteristicas fenotipicas, como tempo de
crescimento em meio YMA e pH do meio de crescimento, e simbibticas, como atividade da
hidrogenase, capacidade de fixagdo de nitrogénio e nodulacdo da soja, com as condi¢Bes de solo e
clima das regies onde populacdes de rizébio capazes de nodular o caupi (Vigna unguiculata L.
Walp) foram isoladas. Entre outras conclusdes, 0os autores observaram a maior ocorréncia de estirpes
de crescimento rapido em condicbes de clima semi-arido, apesar da planta ser tida como
caracteristicamente nodulada por estirpes de Bradyrhizobium, de crescimento lento. Num outro
estudo desta populacdo de rizdbio, caracteristicas fenotipicas tais como producdo de muco e
resisténcia a antibiéticos foram relacionadas aos niveis de fosforo (P) e aluminio (Al) no solo (Xavier
et al., 1998). Uma grande diversidade em termos de niveis de resisténcia a antibiéticos foi verificada
na populagdo em estudo, sendo que um aumento nos niveis de resisténcia pode ser correlacionado
com maiores niveis de P e Al no solo, sendo que o tipo de muco produzido pela bactéria também
variou em concentragfes crescentes de Al.

Em termos ecoldgicos, a analise de dados fenotipicos tem aplicabilidade restrita devido ao
grande numero de interacbes que ocorrem no sistema solo, tanto biéticas como abiéticas,
especialmente quando se considera os microagregados do solo onde se alojam as populagfes
bacterianas e a influéncia do ambiente rizosférico. Estas interacGes dificultam as correlacdes entre os
resultados a nivel de laboratério com os obtidos a nivel de campo. No entanto, em termos
taxondmicos, apos a introducdo dos métodos de taxonomia numérica, permitindo o agrupamento de
um grande numero de isolados com caracteristicas fenotipicas semelhantes, a anélise destes dados
tornou-se imprescindivel. Atualmente, apesar da avalanche de dados genotipicos na literatura, a
correlacao destes com as caracteristicas fenotipicas € uma das condicdes para a descricdo de novos
géneros e espécies bacterianas. Além disso, estas andlises de agrupamento facilitam o estudo
comparativo do comportamento dos diferentes grupos, tanto intraespecificos como interespecificos,

quanto a diferentes caracteristicas a nivel de campo.
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4.1.2. Analise numérica de dados fenotipicos

O primeiro grande impulso na sistematica bacteriana foi dado pela introducéo e aplicagdo dos
novos conceitos taxondmicos e técnicas no final dos anos 50 e inicio dos anos 60. A classificacdo
auxiliada por computadores ou taxonomia numérica foi primeiramente aplicada a microrganismos no
final dos anos 50, tendo surgido paralelamente com o desenvolvimento dos computadores. O objetivo
inicial era distribuir as estirpes bacterianas em grupos homogéneos ou taxoespécies, usando dados
fenéticos e usar os resultados quantitativos gerados nos diferentes agrupamentos para implementar
protocolos de identificacdo (Bull et al., 1992). Os dados fenotipicos foram os primeiros a serem
analisados por meio de comparagBes baseadas em andlise numérica auxiliada por programas
computacionais especificos (Vandamme et al., 1996). Este tipo de andlise permitiu a manipulacao
simultanea de um grande nimero de dados para um grande nimero de isolados. Inicialmente sdo
calculadas matrizes mostrando o nivel de similaridade entre cada par de isolados, a seguir,
dendrogramas séo construidos baseados em analise de agrupamento, os quais indicam o nivel de
relacionamento entre os diferentes grupos. O grande nuimero de dados analisados sdo obviamente
um reflexo de um grande numero de informagBes genatipicas, e os dados comparativos com outras
abordagens taxonémicas mostram que a andlise numérica baseada em um grande numero de
informacdes fenotipicas é taxonomicamente relevante (Vandamme et al., 1996).

Na classificacdo bacteriana estes métodos tem sido extensivamente utilizados em estudos de
diversidade de um grande nimero de espécies em diferentes ambientes (Goodfellow et al., 1992;
Lipski et al., 1992; Prieto et al., 1992; Riedel & Britz, 1993; Dykes et al., 1994). Zhang et al. (1991)
demonstrou através de andlise fenotipica numérica que os isolados de rizébio obtidos de Acacia
senegal e Prosopis chilensis, no Sudéo, sdo bastante diversos e podem ser classificados em pelo
menos oito agrupamentos distintos das espécies até entdo descritas. De Lajudie et al. (1994) num
estudo de taxonomia polifasica de 52 isolados de Acacia spp e Sesbania spp do Senegal,
procederam, entre outras andlises fenotipicas e genotipicas, a analise numérica baseada na
utilizacdo de 147 compostos organicos, sendo que houve concordancia entre estes agrupamentos e
os obtidos baseados em caracteristicas genotipicas. Estudos de taxonomia numérica de 240
caracteristicas fenotipicas serviram como base para a proposta do género Sinorhizobium por Chen et
al. (1988). Uma nova espécie pertencente a este género, Sinorhizobium medicae (Rome et al., 1996),
foi recentemente descrita de acordo com o conceito de taxonomia polifasica, utilizando dados
genotipicos diversos e analise numérica baseada em 63 caracteristicas fenotipicas, havendo boa
correlagdo entre estes dados e os derivados da andlise genotipica.

A caracterizacdo de um grande numero de isolados através da analise fenotipica numérica é
muitas vezes utilizado como critério de agrupamento para a sele¢éo de isolados representativos que
serdo a seguir analisados quanto a outras caracteristicas, como analise por métodos genotipicos ou
fenotipicos mais complexos e dispendiosos e caracteristicas simbiéticas. Batzli et al. (1992) analisou
inicialmente 182 isolados quanto a utilizacdo de carboidratos, resisténcia a antibioticos, tolerancia a

NaCl e resposta a niveis de pH. Os isolados foram agrupados em 37 grupos distintos por taxonomia
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numérica, sendo que isolados representativos destes agrupamentos foram entdo selecionados para

andlise quanto ao padrao de proteinas, tempo de geracao e resposta simbiética.

4.1.3. Andlise de isoenzimas

O termo isoenzima define um grupo de mdltiplas formas moleculares da mesma enzima que
ocorre em uma determinada espécie, como resultado da presenca de um ou mais genes codificando
para cada uma destas formas (Selander et al., 1986). Este método detecta os diferentes alelos de
genes diagnosticos analisando a mobilidade eletroforética das enzimas que codificam. O principio
basico da técnica reside no uso de eletroforese em gel de amido e na visualizacdo do produto
enzimatico por métodos bioquimicos. Os padrdes eletromdrficos produzidos para um certo nimero de
enzimas sédo identificados como fenétipos multilocus ou tipos eletroforéticos (Eletrophoretic Types -
ET'’s), os quais refletem o genétipo cromossomal. A difusdo do uso desta metodologia deu-se através
do desenvolvimento de metodologias eficientes para a visualizacdo do produto enzimatico, e da
aplicabilidade imediata encontrada em diversas areas da biologia (Ferreira & Grattapaglia, 1995). O
estudo dos padrdes de isoenzimas obtidos por eletroforese (MLEE — multilocus enzyme
electrophoresis) tem sido amplamente aplicados nos estudos de diversidade genotipica cromossomal
e da estrutura genética de populac6es bacterianas do solo, inclusive dentro do género Rhizobium
(Denny et al., 1988; Pifiero et al., 1988; Harrison et al., 1989; Young, 1985; Young & Wexler, 1988;
Eardly et al., 1990; Demezas et al., 1991; Souza et al., 1994; Barrera et al., 1997). Embora as
técnicas baseadas nas metodologias de amplificacdo de DNA por PCR tenham obtido grande
popularidade nos Ultimos anos, a maioria dos dados de diversidade e estrutura genética das
populacGes bacterianas disponiveis sdo baseados em isoenzimas. Em rizébio, Martinez-Romero &
Caballero-Mellado (1996) apresentam um levantamento atualizado e critico dos estudos realizados, e
a conclusao é de que, em geral, as estimativas de relacionamento genético entre estirpes bacterianas
por este método apresentam boa correlacdo com os estudos baseados em hibridizacdo de DNA,

embora possam estar subestimadas quando comparadas com os dados de sequenciamento.

4.1.4. Pir6lise

A espectrometria de massa apdés a pirdlise € um método sofisticado de analise da
composicdo quimica total das células bacterianas. E uma metodologia sensivel as condicdes de
crescimento das culturas uma vez que faz a analise dos acidos graxos celulares (Jarvis & Tighe,
1994) mas sob condi¢Bes padronizadas, constitui-se nhum método rapido, altamente reproduzivel e
universal. E adequado para a determinacdo da integridade taxonémica de grupos bacterianos
classificados através de outras metodologias (Barrera et al, 1997). O método foi utilizado para a
discriminacdo entre estirpes de Bradyrhizobium e R. meliloti (Goodrace et al., 1991; Kay et al., 1994).
Numa andlise de diversidade de Bradyrhizobium utilizando as técnicas de isoenzimas e pir6lise,
Barrera et al (1997) encontraram um excelente concordéancia entre os dados obtidos com as duas
metodologias, sendo que dentre 13 grupos eletroforéticos distintos (ET's), 10 corresponderam aos

grupos PyMS (Curie point pyrolysis mass spectrometry).
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4.1.5. Métodos sorolégicos

A sorologia tem sido frequentemente utilizada ha mais de 70 anos para a caracterizagéo de
populacdes rizobianas no solo (Means et al., 1964; Fuhrmann, 1990; Moawad & Bohlool, 1992;Leung
et al.,, 1994; Ramirez et al.,, 1997a). Os métodos soroldgicos de caracterizacdo sédo baseados na
presenca de variabilidade nos constituintes antigénicos das células bacterianas. Diferentes tipos de
reacOes sorolégicas podem ser utilizadas, incluindo os testes simples de aglutinacdo e precipitacdo
ou reacdes mais complexas como ELISA (Vandamme et al., 1996). Estes métodos sao utilizados com
diferentes finalidades: fornecer uma visdo superficial da diversidade das populacbes de rizobio
nativas em ecossistemas especificos; permitir o levantamento da ocorréncia e distribuicdo de
bactérias antigenicamente relacionadas entre diferentes estados, paises e continentes e estudar a
ecologia destas bactérias no solo. A aplicacdo taxonémica dos estudos sorologicos € bastante
limitada uma vez que estirpes de rizébio possuindo propriedades antigénicas similares podem ser
bastante diversas com respeito a outras caracteristicas fenotipicas e genotipicas. Sendo assim,
outras propriedades dos diferentes isolados tem sido também analisadas dentro dos diferentes
grupos soroldgicos, tais como resisténcia a antibidticos, caracteristicas morfofisioldgicas, inducéo de
clorose foliar (em Bradyrhizobium), eficiéncia na fixacdo de nitrogénio, evolucdo de hidrogénio, entre
outras (Fuhrmann, 1990; Moawad & Bohlool, 1992; Ramirez et al., 1997a).

Alguns trabalhos tem procurado correlacionar caracteristicas antigénicas com propriedades
fisiolégicas e genotipicas (Leung et al., 1994; van Berkum et al., 1995; Ramirez et al., 1997h).
Ramirez et al. (1997b) num estudo envolvendo 58 isolados de Bradyrhizobium de duas populagfes
do solo, observaram que isolados com propriedades antigénicas similares mostraram-se distintos
com respeito a caracteristicas de morfologia de colbnias, resisténcia a antibioticos, propriedades
simbiéticas, inducéo de clorose foliar e analise por PFGE (RFLP do DNA cromossomal, obtido com
enzimas de restricdo de corte raro). Neste estudo, o padréo de bandas obtido foi mais heterogéneo
guando se considerou a origem dos isolados dentro de um dos sorogrupos analisados, enquanto que
0 outro mostrou maior homogeneidade independentemente do solo em que os isolados foram
recuperados. Os autores levantaram hipéteses sobre a influéncia de caracteristicas do solo na
predominancia de determinadas caracteristicas antigénicas, o que nédo é de surpreender, uma vez
gue os constituintes da parede celular tem alguma influéncia na protecdo celular e interacdo com
componentes quimicos do solo. Por outro lado, conforme esperado, o padrao de bandas geradas pela
andlise de PFGE foi especifico para cada isolado e os agrupamentos obtidos pela analise genotipica
foram mais homogéneos em relagcdo a s caracteristicas simbiodticas, refletindo uma maior correlacéo
entre estes parametros. Os parametros fenotipicos ndo apresentaram este tipo de agrupamento.

A variabilidade de isolados de Vicia faba foi analisada através de sorologia, padrao de
plasmideos, MLEE, RFLP do DNA cromossomal hibridizado com sondas de rDNA e de genes
nodDABC de R. meliloti (van Berkum et al., 1995). Nao foi observada uma correlacdo clara entre os

dados seroldgicos e de MLEE. Os isolados mostraram grande diversidade em conteddo de
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plasmideos e caracteristicas antigénicas. Os autores investigaram também a reacdo de isolados de
ervilha (Pisum sativum) contra anticorpos preparados para isolados de Vicia, bem como procederam
analises comparativas baseadas em RFLP utilizando as sondas acima descritas. Estes dados
indicaram que estas estirpes séo distintas de isolados de Pisum sativum, V. villosa e Trifolium sp. em
todas estas caracteristicas.

Como se percebe, os dados sorolégicos se constituem em uma ferramenta adicional na
caracterizacao de diferentes populacdes, e correlacdes entre estes dados e dados genotipicos podem

ou nao auxiliar no entendimento da sua diversidade e ecologia.

4.1.6. SDS-PAGE

A andlise de proteinas totais por eletroforese em gel de dodecil sulfato de sodio -
poliacrilamida (SDS PAGE — sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) também tem
sido utilizada para a caracterizacdo da diversidade em isolados bacterianos, sendo considerado um
método bastante confiavel para comparacdo de grandes grupos de estirpes muito proximamente
relacionadas (Vandamme et al., 1996). Moreira et al. (1993) comparou através desta metodologia,
180 isolados de rizébio de crescimento rapido e lento obtidos de nédulos de leguminosas tropicais da
regido Amazobnica e Floresta Atlantica, comparando-as com diferentes espécies de Rhizobium,
Bradyrhizobium e Azorhizobium. Entre os isolados de crescimento rapido, os autores identificaram
muitos agrupamentos distintos das espécies até entdo descritas. Este método foi também utilizado,
entre outros, na caracterizacdo de género Azorhizobium (Dreyfus et al., 1988) e na determinacdo das
relacdes filogenéticas entre M. tianshanense e outros rizobios (Tan et al.,, 1997), ou mesmo em um

estudo de diversidade de rizébio que nodula Robinia pseudoacacia L. (Batzli, et al., 1992).

4.2. Métodos genotipicos

A identificacdo rapida e confiavel de estirpes continua sendo o objetivo mais importante nos
estudos taxondmicos. Nos Ultimos anos o interesse renovado nos estudos de taxonomia microbiana
deve muito ao desenvolvimento das técnicas de biologia molecular, o quais aumentaram em muito a
disponibilidade de métodos que permitem a identificacdo e classificacdo mais rapida e precisa de
microrganismos. Neste grupo de analise genotipica estdo todas as metodologias direcionadas ao
estudo das moléculas de DNA ou RNA. Através da aplicacdo de tecnologias baseadas em PCR,
sequenciamento automatizado, eletroforese de ‘“pulse-field” e sondas de oligonucleotideos, a
velocidade de geracéo de dados € impressionante.

O desenvolvimento das abordagens moleculares levou a formacéo diferentes tendéncias
dentro da sistematica bacteriana, por exemplo, a elucidacdo de relacGes filogenéticas, estudos
descritivos combinando informacdes filogenéticas e fenatipicas, estudos ecol6gicos com o objetivo de
revelar espécies ndo cultivaveis de microrganismos, ou mesmo evitar os procedimentos de cultivo nos
estudos de ecologia microbiana do solo, e o desenvolvimento de metodologias de diagnose

(Stackebrandt & Goebel, 1994). Metodologias mais simples como a técnica de hibridizacdo do DNA
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de colbnias, com sondas ligadas a genes cromossomais ou simbiéticos (Mercante et al., 1998) sao
bastante Uteis no levantamento da biodiversidade do rizébio presente em determinado ecossistema,
embora de limitado valor taxondmico. As técnicas de hibridizacdo de acidos nucleicos e de
sequenciamento tem tido muita énfase na sistematica bacteriana por revelarem relacdes naturais

entre os diferentes niveis na hierarquia taxonémica, codificados no DNA (Bull et al., 1992).

4.2.1. Determinacéo da relacéo de bases do DNA (%G+C)

O estudo da composicao de bases do DNA ainda é uma ferramenta til e um modo rotineiro
de distinguir entre estirpes fenotipicamente semelhantes mas geneticamente ndo relacionadas (Bull et
al., 1992). Conforme ja discutido, a composicdo de bases do DNA é parte dos padrdes minimos para
a definicdo de géneros e espécies (Wayne et al., 1987). E geralmente aceito que microrganismos
mostrando diferencas em mais de 5% de guanina (G) mais citosina (C) ndo devem ser considerados
da mesma espécie, e aqueles com mais de 10% de diferenca no padrao G+C ndo devem ser
classificados dentro do mesmo género (Bull et al., 1992). Outros autores consideram que as espécies
ja seriam distintas a partir de uma diferenca de 3% em suas porcentagens de G+C (Stackebrandt &
Liesack, 1993, citados por Vandamme et al., 1996). Esta percentagem varia entre 24 e 76% dentro

das espécies bacterianas estudadas até o presente (Vandamme et al., 1996).

4.2.2. Homologia do DNA

A hibridizacdo de acidos nucleicos € considerada uma forma confidvel de estabelecer o
relacionamento entre diferentes espécies bacterianas, embora ndo seja uma metodogia
suficientemente precisa, estando sujeita a varias restricdes (Martinez-Romero, 1994; Vandamme et
al., 1996). Classicamente uma espécie gendmica, conforme destacado acima, engloba isolados com
aproximadamente 70% ou mais de hibridizacdo de DNA, embora o nivel abaixo do qual um
organismo € considerado como pertencente a outra espécie varie (Martinez-Romero, 1994). A
hibridizacdo DNA:rRNA também tem sido utilizada para determinar relacionamentos filogenéticos
(Dreyfus et al., 1988; De Lajudie et al., 1994).

A principal razdo para o uso da homologia de DNA como o critério principal na definicdo de
espécies baseia-se no resultado de numerosos estudos onde um alto grau de correlagédo foi
encontrado entre a similaridade do DNA e similaridade baseada em dados quimiotaxondmicos,
gendmicos, soroldgicos e de analise fenética numérica (Stackebrandt & Goebel, 1994). Esta
metodologia estd baseada na descoberta inicial de que o DNA de fita simples de duas estirpes
diferentes podem se reassociar até um determinado ponto mensuravel e formar um DNA hibrido se
as fitas contém menos de 15% de bases nao pareadas (Ullman & McCarthy, 1973). As medidas de
70% ou mais de similaridade se correlacionam com pequenas diferencas na estabilidade dos
duplexes formados durante a reassociacdo (Johnson, 1985). A recomendac¢do, acima citada, do
comité que dispbe sobre as metodologias recomendadas em sistematica bacteriana, propde uma
diferenca de 5°C ou menos para indicar relacionamento a nivel de espécie, valor baseado em

centenas de experimentos de hibridizagdo, utilizando diferentes metodologias (Schleifer &
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Stackebrandt, 1983). Os calculos originados destes dados indicam que isolados com 70% de
homologia terdo no minimo 96% de identidade em suas seqiiéncias, sendo assim, num genoma
como o Escherichia coli que possui 5 X 10° pb, 2% de diferenca significam 10° nucleotideos. Isto
poderia ser suficiente para gerar mudancas fenotipicas entre estirpes desta espécie, no entanto vem
dai a importancia da andlise polifasica, uma vez que é muito pouco provavel que estas diferencas
venham a abranger a estrutura primaria da maioria dos genes envolvidos num conjunto de
caracteristicas distintas.

Em alguns casos, a homologia de DNA nao esta de acordo com a filogenia determinada pelo
sequenciamento do 16S rRNA. Fox et al. (1992), estudando o género Bacillus, por exemplo,
verificaram que duas estirpes, pertencentes a espécies distintas, possuiam mais de 99,5% de
similaridade em suas seqiiéncias de 16S rDNA, podendo ser assim consideradas idénticas. No
entanto, os dados de homologia de DNA indicam valores de homologia entre elas de 23 a 50%, muito
baixos para que sejam consideradas como pertencentes a mesma espécie. Além disso,
fenotipicamente as estirpes podem ser facilmente distingliiveis, podendo ser corretamente
classificadas em espécies distintas. Neste caso, o critério baseado em taxonomia polifasica, onde é
importante considerar os dados de sequenciamento, levanta um sério problema de definicdo de qual
parametro deve ser considerado mais importante na definicdo da espécie. Num levantamento de
dados de sequenciamento e de homologia de DNA de diversas bactérias estes autores observaram
que, quando o nivel de similaridade do 16S rRNA é de 99% ou mais, os dados de homologia de DNA
podem ou ndo certificar a existéncia de espécies distintas. Ha varios casos, dentro da mesma
espécie, de alta similaridade da seqiiéncia do 16S rRNA e baixos valores de homologia do DNA. No
entanto o oposto ndo ocorre, ou seja, estirpes distintas no sequenciamento também o sdo pelos
dados de homologia. Os autores sugerem que no contexto da nomenclatura atual, um solucdo seria
estabelecer-se que a identidade das sequiéncias do 16S rRNA ndo implica na identidade das
espécies, e organismos que sejam proximamamente relacionados desta forma mas que nao
preencham o requisito de 70% de homologia de DNA possam ser considerados como diferentes
subespécies. O problema com esta definicdo € que o valor de 70% de homologia foi baseado no que
parece ser um razoavel nivel de variabilidade genética apds extensiva caracterizacdo de numerosos
isolados. Sendo assim, quando se estabelece um critério baseado no 16S rRNA estariamos
permitindo niveis muito elevados de variabilidade genética para a definicdo de espécies em alguns
casos.

A segunda alternativa, que seria considerar que os dados baseados no 16S rRNA néo
tenham relevancia na definicdo de espécies, também néo é apropriada. Isto é mais aparente no caso
de 100% de identidade nas seqliéncias, onde certamente havera homologia do DNA, sendo os
isolados considerados como pertencentes a mesma espécie por ambos critérios. O problema surge
qguando ha pequenas diferencas nas seqiéncias do 16S rRNA, nestes casos a homologia do DNA
muitas vezes nao faz uma distin¢o significativa. Tais estirpes, segundo estes autores, podem possuir
niveis de homologia de até 30%, podendo ser classificadas como pertencentes ao mesmo “complexo
de espécies de rRNA”", cuja homologia ndo necessariamente deva exceder os 70%. Esta

nomenclatura é aplicavel a espécies que possuem alta probabilidade de pertencer a mesma espécie,
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e os dados de sequenciamento servem para identificar estirpes que claramente ndo pertencem ao
mesmo grupo. Por outro lado, estes dados nunca poderdo estabelecer que o restante da variabilidade
seja consistente com a existéncia de apenas uma espécie. De acordo com Stackebrandt & Goebel
(1994), a andlise do 16S rRNA é muito Util dentro da abordagem de taxonomia polifasica, e, a nivel de
espécie, é extremamente importante quando da decisdo se sera necessario ou nao obter os
laboriosos dados de homologia de DNA. De acordo com os dados compilados em literatura,
organismos que possuam menos de 97% de homologia em suas sequiéncias do 16S rDNA néo irdo
apresentar dados de reassociacdo do DNA maiores do que 60%, independentemente da metodologia
utilizada (Stackebrandt & Goebel, 1994), nao sendo provavelmente espécies relacionadas. Como
conclusdo, a presenca ou auséncia de coeréncia fenotipica devera ser o fator decisivo se uma
espécie deve ser descrita a niveis de homologia de DNA de 60 ou 80% (Stackebrandt & Goebel,
1994), ou mesmo a menos de 40% (Martinez-Romero, 1994).

Em rizébio também ocorrem problemas de concordéancia dos dados de homologia de DNA
com os de sequenciamento do 16S rRNA, havendo casos de muito baixa homologia de DNA dentro
da mesma espécie (Martinez-Romero, 1994). A explicacdo dada pelos autores € de que a
hibridizacdo do DNA envolve também o DNA presente em plasmideos, que, no caso de algumas
espécies de rizobio, pode representar até 45% do genoma. Uma vez que este DNA
extracromossomal provavelmente sofre mudancas muito mais rapidas do que o restante do genoma,
este pode estar contribuindo para esta alta variabilidade, ndo congruente com os demais resultados
de similaridade baseados em outros critérios (Martinez-Romero, 1994).

Os estudos de homologia do DNA, no consenso das diversas discussfes levantadas pelos
diferentes taxonomistas, com todas as suas restrices metodoldgicas e dependéncia de uma série de
parametros fisico-quimicos (Vandamme et al., 1996) ainda é considerado o método mais apropriado
no delineamento de espécies e medidas de relacdes interespecificas, apesar do desenvolvimento dos
métodos moleculares atuais. Devido a s restrices acima levantadas, o sequenciamento do 16S rRNA
ainda ndo se constitui num substituto a altura, embora seja um auxiliar importante e cada vez mais

utilizado pela sua rapidez e reproducibilidade.

4.2.3. Polimorfismo nos fragmentos de restricao do DNA (RFLP)

A andlise do DNA cromossomal de dois ou mais organismos apds o corte com diferentes
enzimas de restricdo, gera um padrdo de polimorfismo nos fragmentos obtidos, metodologia
denominada RFLP, que tem sido amplamente utilizada em estudos de diversidade. O polimorfismo
pode ser evidenciado por hibridizacdo destes fragmentos com seqliéncias homoélogas de DNA
marcadas (sondas) com radioatividade ou com compostos que desencadeiam reacBes de
luminescéncia ou coloracdo. Em rizébio, sondas baseadas em diferentes genes, tanto ligados a
caracteristicas simbiéticas (nod, fix) ou nado simbidticas (operons do rRNA e outras), tem sido
utilizadas para detectar polimorfismos, utilizando diferentes metologias de marcacdo e deteccéo.
Estas metodologias combinadas tem sido utilizadas para a caracterizacdo da diversidade entre

diferentes populagtes de rizébio (Young & Wexler, 1988; Kaijalainen & Lindstrom, 1989; Eardly et al.,
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1990; Demezas et al., 1991; Kuykendall et al., 1991; Laguerre et al., 1992; van Berkum et al., 1993;
Thomas et al., 1994; Urtz & Elkan, 1996; Paffetti et al., 1996). E uma metodologia relativamente
trabalhosa, exigindo diversas etapas de preparo do DNA, hibridizacdo e deteccdo das bandas
polimérficas. Além disso as enzimas de restricdo sdo reagentes caros, sendo o método pouco
adequado aos estudos de diversidade, exceto com fins taxondmicos, ou como método de referéncia
para avaliar a validade das demais metodologias, uma vez que reflete a variabiliade do genoma total.

A técnica pode ser também utilizada para evidenciar polimorfismos resultantes do corte do
DNA genbmico com enzimas de restricdo de corte raro (6 a 8 pb) gerando fragmentos de DNA
grandes, cuja separacdo em gel s é possivel pelo uso da técnica de eletroforese usando campo de
pulso elétrico alternado (pulsed-field electrophoresis) (Corich et al., 1991; Sobral et al., 1991; Haukka
& Lindstrém, 1994).

4.2.4. Estudos baseados no DNA ribossomal

Os ribossomos procaridticos consistem de trés moléculas de RNA (5S, 16S e 23S) de
diferentes tamanhos e cerca de 50 proteinas ribossomais. A molécula do 16S rRNA contém cerca de
1.540 residuos de nucleotideos e forma, juntamente com aproximadamente 20 proteinas, a
subunidade menor, 30S (SSU); a molécula do 23S rRNA (2.900 residuos de nucleotideos),
juntamente com a do 5S rRNA (120 nucleotideos) e aproximadamente 20 proteinas formam a
subunidade maior, 50S. Estas duas subunidades juntas formam o ribossomo 70S funcional, que
catalisa a sintese protéica. Os genes que codificam para o rRNA (operons do rRNA - rrn) tem sido
extensivamente estudados para muitas espécies bacterianas, sendo que o nimero de operons varia
de uma (em micoplasmas) a doze cépias (em bacilos) por cromossomo (Rosado et al., 1997). Em
rizébio, uma a trés cépias tem sido detectadas: uma em B. japonicum e em R. tropici, trés em S.
meliloti, R. galegae, R. leguminosarum e R. etli (Haukka, 1997). Assim como outros genes que
ocorrem em multiplas cdpias no genoma, os genes ribossomais estdo sujeitos a um processo de
homogeneizacdo o que significa que todas as cOpias tendem a ser similares umas as outras. No
entanto, recentes estudos tem detectado que pequenas variacfes podem existir entre as copias
destes genes, sendo relatadas a presenca de variacdes alélicas, ou microheterogeneidade, entre os
genes do 16S de varias espécies bacterianas, inclusive rizébio (Haukka et al., 1996). Neste caso,
mais uma vez fica o questionamento sobre o uso dos dados de sequenciamento do 16S rRNA
guando da separacdo de espécies muito proximamente relacionadas. Neste limite, a quantidade de
seqiiéncias Uteis diminui, e a ocorréncia de transferéncia horizontal e recombinac@o genética entre
estas copias heterogéneas interrompem o padréo filogenético (Haukka et al., 1996).

Vale a pena ressaltar a sugestdo colocada por Vandamme & Ludwig (1994, citados por
Vandamme et al., 1996), de se escolher grupos de isolados semelhantes e ndo apenas a estirpe
referéncia, nos estudos filogenéticos, de modo a obter arvores filogenéticas mais confiaveis. Os

autores destacam que é importante ndo restringir a andlise aos taxons mais proximamente
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relacionados, mas incluir grupos de organismos aparentemente ndo relacionados. Estes
procedimentos diminuem o efeito de pequenas diferencas caracteristicas de estirpe e nédo da espécie.

As moléculas das diferentes espécies de rRNA sao particularmente importantes nos estudos
de ecologia microbiana, sendo que sdo consideradas cronémetros moleculares nos estudos de
evolucao, pois preenchem todos os requisitos que definem um marcador filogenético (Rosado et al.,
1997): (1) os rRNA’s estdo presentes e tem a mesma funcdo em todos os microrganismos; (2) eles se
originaram de um ancestral comum, portanto sdo homoélogos; (3) suas seqiiéncias de nucleotideos
sdo altamente conservadas em algumas regides e possuem regides variaveis; (4) as moléculas do
16S e 23S rRNA séo relativamente grandes e contém suficiente sequéncias informativas para permitir
comparacdes estatisticamente significativas; (5) a estrutura primaria destas moléculas possui sitios de
evolugdo independente, consequentemente contém suficiente regifes variaveis para permitir a
discriminacdo entre diferentes moléculas; (6) um grande numero de seqiiéncias esta disponivel via
base de dados pela internet, permitindo o alinhamento de seqiiéncias e a identificacdo das regides
distintas. O fato destas moléculas possuirem sitios de rapida e outros de lenta evolucdo, permite que
se avalie as relacdes filogenéticas tanto entre organismos muito proximamente relacionados quanto
entre os filogeneticamente muito distantes.

A caracterizacdo da sequéncia do 16S rRNA tem sido amplamente utilizada em estudos
evolucionarios, taxondémicos e ecoldgicos, ndo apenas para definir taxas mas também para detectar
guais taxas estéo presentes (Fox et al., 1992; Olsen et al., 1994). A amplificacédo direta via PCR do
16s rRNA a partir de amostras de solo tornou possivel o estudo da diversidade microbiana sem a
necessidade de cultivar o microrganismo (Ward et al., 1990). Comparacdes entre as sequéncias de
nucleotideos completas ou parciais do 16S rRNA tem sido amplamente utilizadas para avaliar
relacGes filogenéticas entre muitas espécies de Rhizobium (Jarvis et al., 1992; Laguerre et al. 1993;
Lucas et al., 1995; van Berkum et al., 1996; Barrera et al., 1997).

As moléculas do 23S rRNA sdo bem maiores do que as do 16S rRNA, contendo mais
informacéo genética o que pode ser muito Gtil em estudos filogenéticos (Ludwig et al., 1992), embora
0 banco de dados de 23S ainda seja bem mais restrito, dificultando a comparagdo de novas
seqliéncias. Tesfaye et al. (1997) amplificaram por PCR uma regido hipervariavel do 23S rDNA de
Rhizobium e determinaram as relac6es filogenéticas entre varias estirpes através da comparacao
entre suas sequéncias de nucleotideos. As variacées nas sequéncias do 23S rDNA estudadas foram
consistentes com as relacde filogenéticas determinadas pela especificidade na nodulagdo de
diferentes hospedeiras e/ou analise das sequiéncias do 16S rDNA. Neste estudo os autores
distingliram entre estirpes de Rhizobium, Agrobacterium e Bradyrhizobium, sendo que os taxons
representados por R. leguminosarum bv trifolii, R. meliloti e R. etli foram claramente mais
relacionados uns aos outros do que a s estirpes deB. japonicum, consistente com a teoria de origem
evolucionaria distinta ou divergéncia ancestral destes dois géneros (Sprent, 1994). Além disso,
através da analise da estrutura secundaria da molécula do 23S rDNA, os autores detectaram
seqliéncias variaveis nas regifes chamadas de D (hélices 55-59, numeracgdo em E. coli) e E (hélice

63), as quais podem servir para diferenciar espécies particulares e/ou estirpes por apresentarem
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caracteristicas distintivas. Sondas especificas para estas regides podem ser desenhadas e usadas
como ferramenta para analise de populacdes de Rhizobium no campo.

A estrutura primaria da molécula do 16S rRNA é altamente conservada, e espécies que
possuem 70% ou mais de homologia do DNA, usualmente possuem mais de 97% de identidade em
suas seqliéncias. Esta diferenca de 3% ou 45 nucleotideos, ndo esta distribuida ao acaso ao longo
da estrutura primaria da molécula, mas esta concentrada principalmente nas chamadas regides
hipervariaveis (Stackebrandt & Goebel, 1994). Alguns autores defendem o estudo das diferencas em
similaridade apenas nestas regiées como medida da distancia filogenética entre estirpes. No entanto
ha varios argumentos contrarios a esta escolha uma vez que a quantidade de nucleotideos diferentes
ndo concentrados nestas regifes é substancial (Stackebrandt et al., 1992) e por omissado se poderia
perder informagBes que, em termos estatisticos, ja sdo bastante escassas. Em segundo lugar, as
regides hipervariaveis sdo espécificas de cada taxon, e precisam ser determinadas para cada novo
organismo pelo sequenciamento completo da molécula. A analise de segliéncias muito curtas tem
uma influéncia negativa na estabilidade da arvore filogenética, mas se, devido alguma limitacédo, o
namero de nucleotideos a ser analisado tiver que ser reduzido a algumas centenas, deve-se tomar
muito cuidado ao escolher a regido a ser analisada de modo a obter 0 mesmo grau de similaridade
dado pelo completo sequenciamento da molécula. Stackebrandt & Goebel (1994) mostram uma
tabela onde os valores de similaridade obtidos em determinadas sequéncias podem apresentar até
10 pontos percentuais de diferenca em relacdo ao grau de similaridade obtido pelo sequenciamento
total. No entanto a selecao prévia criteriosa de sequéncias menores adequadas facilita o trabalho de
sequenciamento, sendo que, em rizébio, uma regido de 260pb do 16S rDNA, amplificada pelos
primers Y1 e Y2 (Young et al., 1991) tem sido bastante util nos trabalhos de diversidade (Oyaizu et
al.,, 1992; Haukka et al., 1996), por conter uma parte relativamente variavel da molécula, com alta
densidade de informacdes. O uso desta regido amplificada nos trabalhos de sequenciamento permitiu
determinar com um bom nivel de precisdo as relacfes filogenéticas entre as diferentes espécies
(Eardly et al., 1992; Jarvis et al., 1992, Laguerre et al., 1993; Lucas et al., 1995). No entanto, em R.
galegae, diferentes posicOes filogenéticas foram obtidas com as seqiiéncias parciais ou com a
seqliéncia total do 16S rRNA (Nour et al., 1994; Willems & Collins, 1993). Esta inconsisténcia pode
ser atribuida a natureza altamente conservada das seqliéncias da subunidade menor aliada a
eventos de recombinacéo entre genes divergentes (Eardly et al., 1996).

Os genes ribossomais de algumas espécies ou estirpes contém os chamados elementos de
insercdo (IVS — intervening sequence), principalmente nos genes que codificam para 0 23S rRNA,
sendo a ocorréncia destes IVS restritos a determinadas regides desta molécula (Haukka, 1997). A
presenca de duas IVS (IVS | e IVS Il) foram detectadas em rizébio, e a possibilidade de utilizagdo
destas seqiiencias em estudos ecoldgicos, através do desenho de primers especificos é bastante
promissora (Selenska-Pobell & Evguenieva-Hackenberg, 1995; Selenska-Pobell et al., 1997). Uma
seqliéncia de insercdo de 72 nucleotideos foi encontrada pela primeira vez nos genes do 16S rRNA
em R. tropici (Willems & Collins, 1993). A diferenca no tamanho do gene provocada por esta insercao
serve para o reconhecimento de estirpes diferentes apds a amplificacdo por PCR da regido que a

contém e analise em gel de agarose (Linton et al., 1994).
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Young & Haukka (1996) destacam diversas limitagcdes no uso da subunidade menor do rRNA
(SSU rRNA) em estudos filogenéticos e taxondmicos. A primeira delas seria a ocorréncia de
recombinacdo dos genes ribossomais entre espécies diferentes o que afeta uma das condicdes
necessarias para o estabelecimento de filogenias, que é a inexisténcia de transferéncia genética
interespecifica nesta regido, o que garante a evolucao independente das diferentes linhagens. Outro
tipo de recombinacdo, entre os gene do 16S rRNA e outros genes, foi verificada em Rhizobium
leguminosarum e R. etli por Eardly et al. (1995) onde diferencas significativas no sequenciamento da
molécula do 16S rDNA ndo refletem necessariamente grandes divergéncias no genoma total,
avaliado por MLEE (multilocus enzyme eletrophoresis — andlise de isoenzimas). Como o 16S rRNA é
uma molécula altamente conservada, ndo € Util para discriminar espécies muito proximamente
relacionadas, onde pode haver uma identidade de sequiéncias, especialmente no sequenciamento
parcial. Os autores destacam ainda o problema da heterogeneidade nas sequiéncias entre espécies e
mesmo dentro de uma mesma espécie. Isto tem se tornado cada vez mais evidente a medida que
outros isolados além das estirpes padréo vao sendo sequenciados, ou mesmo varios isolados de uma
mesma estirpe. Finalmente, um problema técnico foi verificado no uso desta metodologia, que € a
deteccédo de alguns erros em sequéncias presentes na base de dados do EMBL, provocados por uma
série de fatores listados por Vandamme et al. (1996).

Apesar de todas estas limitacdes, o desenvolvimento dos métodos rapidos de PCR e
sequenciamento tem consolidado o papel dos genes ribossomais na filogenia bacteriana. Os genes
gue codificam para o 16S rRNA sdo os mais populares nestes estudos, devido ao seu tamanho
adequado para as analises de sequenciamento. Além disso hd um extensivo o banco de dados
disponivel para comparacdes usando a molécula do 16S é bem maior do que para a 23S. Segundo
Young & Haukka (1996), as filogenias baseadas no 16s rRNA sdo de modo geral corretas, embora
ndo em todos os detalhes. Muitos trabalhos tem mostrado a utilidade das informagdes provenientes
do sequenciamento do RNA além dos estudos filogenéticos (Young et al., 1991; Eardly et al., 1992;
Laguerre et al., 1993; Segovia et al., 1993; Willems & Collins, 1993), no desenho de sondas e
“primers” que podem ser especificos a nivel de género, espécie ou mesmo estirpe (Ludwig & Scleifer,
1994; Kirchhof et al., 1996; Tesfaye et al., 1997). Mesmo se considerados as limitacdes, esta
metodologia, de modo geral, confirma os resultados obtidos por uma série de outras abordagens,
inclusive de taxonomia polifasica com um grande ndmero de estirpes (Vandamme et al., 1996), e seu

valor parece inquestionavel.

4.2.5. A reacao de polimerase em cadeia

Um paréntesis é apropriado para enfatizar a importédncia da tecnologia da reacdo da
polimerase em cadeia (PCR — Polymerase Chain Reaction) nos diferentes estudos de ecologia e
sistemética bacteriana. Poucas tecnologias nos ultimos anos provocaram um impacto tdo profundo na
biotecnologia quanto o PCR, inicialmente descrito por Mullis & Faloona (1987). A técnica do PCR

baseia-se na repeticdo ciclica da extensdo enzimatica de “primers” (iniciadores). Estes “primers”,
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pequenas sequéncias de DNA, anelam-se em dois extremos opostos da fita de DNA que serve como
molde e a amplificacdo envolve repeticdes ciclicas de altas temperaturas necessarias para a
denaturacdo do DNA (usualmente 94°C), seguidas de uma temperatura mais baixa para possibilitar o
anelamento dos “primers” (entre 37 e 60°C) e uma temperatura intermediaria que permita a extensio
da copia da fita de DNA a partir do ponto de anelamento dos “primers”. Esta técnica, resumidamente,
resulta na amplificacdo enzimatica in vitro de uma sequéncia alvo de DNA.

A relativa simplicidade da tecnologia mudou radicalmente a forma de se fazer genética e
biologia molecular comparada com alguns anos atras. O préprio autor da metodologia, ao descrever o
processo de sua invencdo, espanta-se de o0 método nao ter sido anteriormente descoberto, mesmo
cerca de 15 anos depois de todos os elementos necessarios para sua implementacdo (Taq
polimerase, disponibilidade de dNTP’s, etc) estarem disponiveis (Mullis, 1990). O impacto do PCR é
facil de compreender uma vez que a técnica se aplica a um dos problemas fundamentais em
biotecnologia que é a busca de sequiéncias génicas de interesse. Ao se procurar uma simples
seqliéncia génica, de, digamos, 1.000 nucleotideos entre cerca de 100.000 genes em um genoma de
aproximadamente 3 bilh6es de nucleotideos, mesmo uma quantidade em torno de 3 ug de DNA
podera conter apenas uma copia desta seqiiéncia ou gene. Ou seja, ela estara altamente diluida e
misturada com um grande numero de moléculas com propriedades fisico-quimicas semelhantes, o
gue torna virtualmente impossivel a obtencdo de grandes quantidades da molécula de interesse
purificada pelos procedimentos padrfes de separacdo. Antes do advento do PCR, a clonagem
molecular era a Unica alternativa para superar estas dificuldades. Este procedimento requer a
construcdo de vetores e sondas por uma série de etapas demoradas, incluindo a restricido do DNA,
ligacdo a vetores, transformacéo bacteriana, cultivo e plagueamento seguido de deteccdo dos clones,
usualmente através de sondas, isto sem citar as etapas de subclonagem, etc. Com o PCR, apés
cerca de 30 ciclos de amplificacdo e menos de 2 horas, a quantidade de DNA alvo é aumentada
milhares de vezes, e, apés a separacao dos produtos por eletroforese em gel e coloracdo adequada,
estes podem ser visualizados a olho nu. Pode-se entédo proceder diversos tipos de manipulacdo deste
DNA dependendo do tipo de problema a ser resolvido, tendo sido ja ressaltada sua importancia nos
estudos de sequenciamento, os quais antigamente dependiam destas trabalhosas etapas de
clonagem. Felice & Alshinawi (1996) apresentam uma descricdo simplificada dos principios,
componentes e aplicacdes desta tecnologia, sendo que mais detalhes podem ser encontrados em
diversos livros como o de Innis et al. (1990).

Em estudos de diversidade de microganismos a técnica de PCR é utilizada em varias
metodologias como a andlise de restricdo do DNA ribossémico amplificado (ARDRA — Amplified
Ribossomal DNA Restriction Analysis), polimorfismo dos espacadores (IGS — intergene sequences)
do DNA ribossémico, DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoreis), TGGE (Temperature Gradient
Gel Electrophoresis), PCR-SSCP (Single-Strand-Conformation Polymorphism), PCR de sequéncias
repetitivas de DNA (rep-PCR usando primers REP, ERIC ou BOX), PCR com primers randémicos
(RAPD, AP-PCR) e AFLP (Amplified Fragment Lengh Polymorphism). Algumas destas técnicas seréo

descritas a seguir conforme sua importancia nos estudos de diversidade de rizébio.
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4.2.5.1.Técnicas de “fingerprinting” do DNA baseadas em PCR:

A mais divulgada delas é a técnica de RAPD-PCR (Random Amplified Polymorphic DNA), que
consiste na amplificagdo do DNA utilizando primers randémicos, que envolve o uso de um primer
geralmente composto de 10 nucleotideos, a baixa temperatura de anelamento (36°C). Os produtos
sdo diretamente analisados em um gel de agarose colorido com brometo de etidio (Williams et al.,
1990). A técnica de AP-PCR (Arbitrarly Primed Polymerase Chain Reaction), envolve o uso de
primers mais longos, de 20 a 34 nucleotideos de comprimento em reacdes de anelamento a baixa
temperatura, seguidas de reagdes a altas temperaturas de anelamento (60C). Os produtos do AP-
PCR sdo marcados com p32P nos Ultimos ciclos de reacao, submetidos a eletroforese e visualizados
por autoradiografia (Welsh & McClelland, 1990). Estas técnicas envolvem a amplificacdo de regides
desconhecidas do DNA gendmico com primers arbitrariamente construidos, produzindo padrdes
complexos de bandas que “identificam” o organismo. Estes estudos ndo requerem que se conheca
previamente as seqiiéncias do organismo a ser estudado. Em rizbio estas técnicas foram utilizadas
nos estudos de diversidade por Harrison et al. (1992); Dooley et al. (1993);Kay et al. (1994); Leung et
al. (1994); van Rossum et al. (1995); Richardson et al. (1995), Selenska-Pobell et al. (1996); Paffetti
et al. (1996); Sa et al. (1997). Harrison et al. (1992) foi o primeiro a utilizar o método de RAPD para
caracterizar estirpes de R. leguminosarum. Estes autores testaram 21 primers buscando discriminar
diferentes isolados desta espécie, sendo que um deles (SPH1) foi suficiente para discriminar 11 entre
12 isolados. Este primer foi posteriormente utilizado para caracterizacdo de estirpes de R. meliloti e
Bradyrhizobium (Dooley et al., 1993; van Rossum et al., 1995). Ha uma boa correlacdo entre os
dados de relacionamento genético obtidos entre diferentes estirpes por MLEE e por RAPD (Leung et
al., 1994).

A andlise combinada de seqiiéncias de rRNA amplificadas por PCR e digeridas a seguir com
enzimas de restricdo de corte frequente (sitios de 4 pb) gerando padrdes de RFLP’s tem sido
extensivamente utilizada nos estudos de diversidade de rizébio, metodologia que passou a ser
denominada ARDRA (andlise de restricdo do DNA ribossomal amplificado). Esta técnica foi
inicialmente utilizada por Laguerre et al. (1994) sendo que a topologia das arvores filogenéticas
obtidas por mapeamento dos sitios de restricdo e por alinhamento de seqiiéncias apresentam-se
muito bem relacionadas, mostrando que o método é uma ferramenta poderosa para a estimativa
rapida de relacdes filogenéticas (Lindstrém et al., 1998). Esta metodologia foi aprimorada através da
construcdo de uma base de dados de sitios de restricdo nos genes que codificam para o 16S rDNA
na familia Rhizobiaceae (Laguerre et al., 1997). A andlise dos mapas dos sitios de restricdo (MRSP)
do 16S rRNA é mais confiavel porque elimina o problema do escore de fragmentos de restricdo de
tamanho similar mas que correspondam a diferentes sitios de restricdo. Vinuesa et al. (1998) utilizou
esta metodologia para a caracterizacdo de isolados de Bradyrhizobium que nodulam diversas
leguminosas arbdreas.

Uma modificacdo desta técnica consiste na andlise da regido espacadora intergénica (IGS)
do operon 16S-23S. Esta regido foi amplificada em rizébio, utilizando primers especificos, gerando

um fragmento de cerca de 1.350 pb, digerido a seguir com enzimas de restricdo (Nour et al., 1994;
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Paffetti et al., 1996). Jensen et al. (1993) estudaram, através desta metologia, cerca de 300 estirpes
pertencentes a diferentes géneros de bactérias concluindo que o nivel de variabilidade obtido na
andlise de restricdo do IGS nao é suficiente para discriminacao intraespecifica. Os resultados obtidos
por Paffetti et al. (1996) em uma populagéo de 96 isolados de R. meliloti, também revelaram um baixo
nivel de polimorfismo havendo um elevado grau de homogeneidade no tamanho das bandas
amplificadas, tendo sido detectados trés padrfes distintos de restricdo do IGS. Ja Vinuesa et al.
(1998) num estudo envolvendo 9 isolados de leguminosas arboreas e diversas estirpes de referéncia,
observaram que a analise de agrupamento dos RFLP’s obtidos do IGS com trés enzimas de restricao
revelaram 6 agrupamentos distintos, enquanto que por ARDRA com 4 enzimas apenas 3 haviam sido
detectados. Neste estudo os autores procederam uma analise conjunta dos dados provenientes da
andlise restricdo do IGS e do 16S rDNA, uma vez que estas se constituem em regifes genémicas
contiguas. A partir desta analise foi possivel obter um agrupamento de consenso, dividindo as
estirpes nos mesmos 6 gendtipos distintos definidos pela analise do IGS, mas em concordancia com
o0s resultados de ARDRA.

Os métodos de REP-PCR (repetitive extragenic palindromic sequences — PCR), ERIC-PCR
(enterobacterial repetitive intergenic consensus — PCR) e BOX-PCR baseiam-se na amplificacdo de
sequéncias repetitivas (rep-elements) no genoma bacteriano (Versalovic et al.,, 1994). Estas trés
familias de seqliéncias repetitivas tem sido estudadas em maiores detalhes, correspondendo a 35-40
pb na seqiiéncia REP; 124-127 pb para a ERIC e 154 pb no elemento BOX, o qual consiste de trés
subunidades (boxA, boxB e boxC). Quando um destes elementos repetitivos € detectado dentro de
uma distancia amplificavel durante a reacdo de polimerase em cadeia, um produto de PCR de
tamanho caracteristico é gerado, de modo que o genoma pode gerar um padrao do tipo impressao
digital (fingerprinting) em um gel. Maiores detalhes sobre a metodologia e referéncias originais podem
ser encontrados em Versalovic et al. (1994). O método € uma poderosa ferramenta para estudar a
diversidade genética intraespecifica e a nivel de estirpe, fornecendo uma analise complementar a
caracterizacdo prévia por outras metodologias. A andlise da impresséo digital gerada a partir de
genomas distintos tem sido usada para separacdo de estirpes muito proximamente relacionadas de
B. japonicum (Judd et al., 1993; Vinuesa et al., 1998), R. tropici (van Berkum et al., 1994), R.
leguminosarum bv, trifolii (Leung et al., 1994), R. galegae (Selenska-Pobell et al., 1995) e R. meliloti
(de Bruijn, 1992; Rossbach et al., 1995). Estas metodologias foram utilizadas por Laguerre et al.
(1997) para detectar um maior nivel de polimorfismo entre tipos genémicos separados pela andlise de
restricdo do 16S rDNA. Neste trabalho, 44 isolados de rizobio de Astragalus, Oxytropis e Onobrychis
analisados foram distribuidos em 14 tipos baseados no 16S rRNA e em 34 grupos REP, utilizando
primers para REP e ERIC, confirmando sua alta capacidade para detectar heterogeneidade
genética.Os padrbes especificos obtidos para cada estirpe podem ser armazenados em uma base de
dados e analisados usando programas especificos para comparacao, tais como GELCOMPAR
(Scheneider & Bruijn, 1996) ou PRO-SCORE (DNA Proscan, Inc., Nashville, Tenn.). Niemann et al.
(1997) num estudo comparativo do poder de resolugcdo dos métodos de RAPD e ERIC para
discriminar isolados de R. meliloti, procederam a andlise das “impressdes digitais” geradas pelas

diferentes estirpes através de um sequenciador automatizado a laser fluorescente (ALF-DNA
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sequencer). Segundo os autores, nao houve influéncia do uso de primers marcados com fluoresceina
nas reacdes de RAPD ou ERIC, permitindo o arquivo e processamento “on-line” dos padrées de PCR
gerados, representando um avanco no uso da técnica. Além disso, a reproducibilidade dos padrdes
obtidos através desta estratégia, que antes era uma limitacdo da técnica, & sensivelmente
aumentada. Os resultados deste teste comparativo indicaram que, embora ambos métodos sejam
adequados para revelar o relacionamento genético entre estirpes proximamente relacionadas, a
técnica de RAPD-PCR é levemente mais discriminatéria do que a de ERIC-PCR. Isto pode ser
explicado pelas menores chances de os primers arbitrarios de RAPD ligarem-se a sequéncias
conservadas (ERIC) das diferentes estirpes. Como desvantagem, o método de RAPD exige o teste
com um grande ndmero de primers para gerar o nivel de polimorfismo necessario de modo a obter
um alto poder discriminatério, ou seja, € mais laborioso que ERIC. No entanto, o maior poder de
resolucdo foi dado pelos padrdes de RFLP gerados pela hibridizacdo do DNA com uma sonda
contendo uma seqiiéncia de insercao (IS), o qual foi utilizado como um método de referéncia para fins
comparativos, apesar de pouco adequado a analise de grande nimero de isolados.

Outras técnicas tem sido publicadas utilizando a técnica de PCR na deteccéo e identificacao
de estirpes de rizébio. Hartmann et al. (1996) descreve uma metodologia baseada na amplificacao
especifica da seqiiéncia RSa, estruturalmente semelhantes a seqiiéncias de insercdo (IS). Esta
seqliéncia, que ocorre em multiplas cépias no genoma, consiste de um fragmento de DNA de 1.195
pb, originalmente isolada de B. japonicum (Hahn & Henecke, 1987). O namero de cépias em alguns
isolados de B. japonicum pode ser extremamente elevado, variando de 86 a 175, sendo que estes
isolados nao apresentaram diferencas em suas propriedades simbiodticas, embora apresentem
crescimento mais lento (Minasawa et al., 1998). A amplificacdo desta sequiéncia foi utilizada para a
identificacdo de estirpes de B. japonicum e B. elkanii (Hartmann et al, 1992; Hartmann et al., 1996),
mostrando alta especificidade para estas espécies quando testada contra treze espécies de rizobio e
duas de Agrobacterium (Hartmann et al., 1996). Primers especificos foram desenhados para esta
seqliéncia, podendo a analise de diversidade ser efetuada através da amplificacéo direta por PCR ou
por hibridizacdo de colbnias com sondas de RSa (Hartmann et al., 1996). Ambos métodos se
mostraram eficientes e podem ser utilizados por exemplo no controle de qualidade de inoculantes ou
em estudos ecologicos, substituindo os métodos soroldgicos (Hartmann et al., 1996).

Laguerre et al. (1996) comparou o poder de resolucdo e limitacbes de algumas técnicas de
“fingerprinting” do DNA baseadas em PCR para caracterizar e classificar estirpes de diferentes
biovares de R. leguminosarum. As técnicas utilizadas foram: RFLP da seqiiéncia espacadora
intergénica do rDNA (16S-23S rDNA IGS sequences) amplificada por PCR, andlise por PCR das
seqliéncias repetitivas (REP-PCR) e RAPD. Estas foram comparadas com as técnicas convencionais
de andlise de RFLP de DNA hibridizados com sondas para regifes cromossdmicas e de genes
ligados a caracteristicas simbidticas fod e nif). Os métodos mais rdpidos e com maior poder
discriminatério foram os baseados em “fingerprinting” do DNA basedo em PCR. Estes refletiram a
variabilidade a nivel de cromossomo, mas ndo a variabilidade das regifes simbiéticas nas espécies e
biovares de R. leguminosarum (vide o topico Consideracdes Finais). Os padrdes gerados pelos

primers REP e RAPD, conforme ja discutido, geram padrdes complexos de bandas de intensidade
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variavel, que dificultam a estimativa quantitativa do relacionamento genético entre as diferentes
estirpes. Além disso sdo métodos que ainda apresentam baixa reproducibilidade em diferentes
condicOes laboratoriais e dificultando a comparacdo dos dados entre os diferentes laboratérios. No
entanto, apesar destas limitacGes, estes métodos simples sdo um meio eficiente de proceder a
caracterizacao de um grande nimero de isolados em condi¢ces experimentais bem padronizadas. A
andlise da regido IGS mostrou um poder discriminatério suficiente para agrupar estirpes
cromossomicamente relacionadas com base num padrdo simples, reproduzivel e facilmente
analisavel de bandas de restricdo. No entanto, limitaces como variabilidade no tamanho desta
seqliéncia, tanto entre espécies como entre genétipos distintos e a presenca de insercfes de varios
genes de tRNA nestas regides foram levantadas pelos autores. Conforme destacado acima, quando
se considera outros géneros de rizébio, o poder de discriminacao intraespecifica baseado em RFLP
de sequéncias IGS pode ser extremamente baixo (Jensen et al., 1993; Paffetti et al., 1996). Como
conclusdo, pelo menos para R. leguminosarum e seus biovares, os autores consideram que 0s
métodos avaliados mostraram um bom nivel de concordancia com os métodos de classificacédo
genotipica convencionais baseados na analise de restricdio do DNA, sendo uma alternativa
conveniente a estes métodos, com a mesma faixa de resolucdo e a mesma possibilidade de
caracterizar o genoma total ou regides especificas. Como sdo muito menos demorados, evitando os
procedimentos de extracdo e hibridizacdo do DNA, sdo mais adequados para a identificacdo em larga

escala de colecdes bacterianas e para o estudo de grandes populag@es a nivel intraespecifico.

5. CONSIDERACOES FINAIS

“Em bactérias, a reproducdo e a troca de genes cromossomais sdo funcdes distintas e
independentes, ndo vinculadas em um Unico processo como nas plantas e animais. Sendo assim,
toda a reproducdo em bactérias é assexual e toda a troca génica é devido a outros processo que ndo
a recombinacéo reciproca” (Dykhuizen & Green, 1991). A natureza clonal da estrutura de populacfes
em E. coli, tornou-se um paradigma para todos as populacdes bacterianas (Gordon et al., 1995).
Formou-se um consenso geral de que ndo ocorre uma recombinacdo extensiva dentro do
cromossoma do Rhizobium; consequentemente estas bactérias se comportariam como clones,
apresentando ligacdo génica entre os diferentes marcadores moleculares (Pifiero et al., 1988; Souza
et al.,, 1992). Sendo assim seria suficiente fazer um levantamento da ocorréncia de regides génicas
especificas, caracteristicas da espécie, para se ter uma nogcdo do genoma completo (Martinez-
Romero, 1994). No entanto com o objetivo de avaliar a estrutura genética das populacdes de rizébio,
Gordon et al. (1995) analisou dados MLEE em R. meliloti e em R. leguminosarum bv. viciae e outros
dados de diversos autores, chegando a conclusdo que o paradigma da estrutura clonal ndo € sempre
verdadeiro em rizébio. Em R. etli bv. phaseoli, Souza et al. (1994) encontraram valores baixos de
desequilibrio de ligacdo em trés populagfes distintas, sugerindo a presenca de forcas evolucionarias
mantendo um ndmero grande de gendtipos recombinantes. Houve ainda distingdo entre o nivel de

diversidade encontrado em populacGes de feijoeiro selvagem e nas espécies cultivadas. A conclusao
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€ de que dentro do género Rhizobium, espécies distintas possuem diferentes niveis de recombinacao
genética de modo que algumas espécies ou biovares podem possuir uma estrutura de populacdes
panmitica, outras tem estrutura aproximadamente clonal. Estas evidéncias sugerem que deve ser
tomado bastante cuidado na selecdo dos marcadores moleculares a serem utilizados nos estudos
populacionais em rizobio.

O potencial de transferéncia lateral de genes ligados a especificidade hospedeira e
patogenicidade é outra consideracdo particularmente importante na classificacdo e analise
flogenética de bactérias do solo associadas a plantas. Por exemplo, em experimentos de
hibridizacdo, Courier & Nester (1976) encontraram que os padrGes de homologia de plamideos
ligados a inducéo de tumores em 15 estirpes de Agrobacterium néo estavam correlacionados com os
seus padrdes de homologia do cromossomo. Em rizobio, Kaijalainen & Lindstrém (1989) estudaram o
padrdo de RFLP’s para isolados de R. galegae, tentando correlacionar a divergéncia taxonémica com
o isolamento geografico das estirpes. Esta espécie nodula duas espécies de leguminosas, Galega
officinalis e Galega orientalis. Quando foram utilizadas sondas obtidas a partir de genes associados
com os atributos especificos da fixacdo de nitrogénio (genes nod, comuns da nodulacdo, e nif,
fixacdo de nitrogénio) os padrbes de restricAo mostraram alta especificidade hospedeira, e pouca
correlagdo geogréafica. No entanto, quando os RFLP’s eram comparados utilizando sondas néo
associadas a estes atributos, muitos agrupamentos de isolados distintos foram obtidos. Neste caso
quatro estirpes isoladas de G. officinalis foram mais relacionadas aos isolados de G. orientalis. Como
0s genes ligados aos atributos de fixacdo de nitrogénio em Rhizobium estdo codificados em
plasmideos, os chamados plasmideos simbidticos, transmissiveis entre as diferentes espécies
(Young & Wexler, 1988; Geniaux & Amarger, 1993), esta troca genética mascara os dados de
similaridade, que podem ser distintos ao nivel de genes nao envolvidos na simbiose (Laguerre et al.,
1992). Neste caso, a falta de correlacdo geografica dos padrdes de RFLP’s observados sao
aparentemente uma consequéncia direta da transferéncia de sequéncias simbibticas entre duas
populac6es geograficamente distintas de bactérias. O mesmo parece ter ocorridos no caso de R. etli-
R. leguminosarum (Segovia et al., 1993) discutido no item 3. Em estudos anteriores baseados na
andlise de MLEE de R. leguminosarum bv. phaseoli, Pifiero et al. (1988) chegaram a concluséo de
que este biovar, definido em funcdo da especificiade hospedeira, € um reunido de estirpes
polifiléticas, geneticamente heterogéneas, chegando a compor 11 espécies evoluciondarias. Torna-se
evidente diante destes estudos que os trabalhos essencialmente baseados em caracteristicas
fenotipicas codificadas por plasmideos resultam em esquemas de classificacdo artificiais.
Consequentemente, os autores sugerem que uma classificagdo mais adequada de Rhizobium spp
deve ser baseada na variacdo alélica dos genes cromossomais mais do que em caracteristicas
simbiéticas codificadas por plasmideos, evidéncia levantada também por Eardly et al. (1990)
estudando a estrutura genética de populacfes de R. meliloti.

Parece grande a complexidade dos relacionamentos entre as diferentes espécies quando se
considera caracteristicas codificadas por plasmideos em comparacdo com os dados de
sequenciamento do 16S rRNA. Haukka et al. (1998) estudaram a diversidade e filogenia dos genes
nodA e nifH em 52 isolados de rizObio de Acacia senegal e Prosopis chilensis. Estes isolados,
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procedentes de duas origens distintas, Africa e América Latina, possuiam circulo de hospedeiras
similar e estavam classificados como pertencentes aos géneros Sinorhizobium e Mesorhizobium
através da analise das seqiiéncias do 16S rRNA. Neste estudo, de acordo com os diferentes niveis
hierarquicos, fatores distintos influenciaram a evolugdo dos genes ligados a caracteristicas
simbiéticas em comparacdo com a filogenia determinada pelo 16S rRNA. Apenas no mais alto nivel
hierarquico analisado, as filogenias dos genes nifH e do 16S rRNA mostraram-se similares, por
exemplo, as seqiiéncias nifH entre as espécies da subdivisio gama e alfa de Proteobacteria
mostraram-se bastante distintas. Os padrées de restricdo dos genes simbiéticos dividiram as estirpes
em trés grupos distintos, sinorizObio de origem africana, sinorizobio de origem latina e um udltimo
grupo envolvendo os mesorizébios de ambas origens. Dentro de um grande grupo de sinorizébio de
origem africana, tipos semelhantes de genes simbiéticos foram encontrados em diferentes espécies,
sugerindo a transferéncia genética destes genes através dos limites espécie-especificos. No Ultimo
nivel hierarquico analisado, a nivel de estirpe, varias combinagGes entre os tipos nod e nif foram
encontradas em diferentes “backgrounds” de 16S rRNA.

A questdo dos plasmideos simbidticos tem um papel critico na evolugdo das populacdes de
Rhizobium, os quais tem uma histéria evolucionaria diferente da historia evolucionaria das estirpes
gue os contém (Young & Haukka, 1996).

Na falta de métodos para rapidamente determinar o relacionamento genético entre um grande
namero de estirpes, as espécies de Rhizobium e de outras bactérias do solo associadas a plantas (p.
ex. Agrobacterium, Bradyrhizobium, Corynebacterium, Erwinia, Pseudomonas e Xanthomonas) tem
sido tradicionalmente definidas com base em caracteristicas fenotipicas, tais com circulo de
hospedeiras, morfologia de colbnias, crescimento em meios seletivos e varias propriedades
metabodlicas (Jordan, 1984; Schaad, 1980). Embora ha muito se saiba que caracteristicas fenotipicas,
particularmente as de circulo de hospedeiras ndo sao se constituem em uma base confiavel para o
estabelecimento de filogenias (Wilson, 1944), seu continuo uso em sistematica se justifica com base
na sua conveniéncia e significancia agronémica. Com o desenvolvimento de métodos moleculares
para a determinacdo de gendtipos cromossomais em bactérias, tornou-se possivel estimar o
relacionamento filogenético entre estirpes. Métodos como téo diversos quanto o sequenciamento de
nucleotideos dos genes ribossomais (Woese, 1987) ou a deteccédo eletroforética do polimorfismo de
isoenzimas (MLEE) dentro de populacdes locais (Selander et al., 1986), indicam que as filogenias
baseadas em caracteristicas fenotipicas as vezes apresentam concordancia com as filogenias
baseadas em dados genotipicos mas frequentemente podem mostrar profundas inconsisténcias (Fox
et al., 1980).

Para finalizar, vale a pena destacar o potencial de uma ferramenta valiosa, principalmente
nas maos dos pesquisadores dos paises subdesenvolvidos que consiste na ampla base de dados
atualmente disponivel na rede mundial de computadores para o estudo de sistematica bacteriana,
inclusive com a disponibilizacdo de programas de dominio publico para a analise dos dados.
Informacdes relevantes para a comparacdo de seqiiéncias, padroes eletroforéticos de proteinas e
DNA estdo disponiveis em rede, facilitando o intercambio de informac6es e promovendo o

desenvolvimento de projetos cooperativos. Canhos et al. (1993, 1996) apresenta uma viséo geral
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destas ferramentas, com exemplos de programas e base de dados com 0s respectivos mecanismos

de comunicacdo para 0 acesso a estes importantes recursos.
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