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RESUMO - O nitrogénio (N) é um dos elementos
mais requisitados pelas culturas, sendo um fator
determinante na produtividade agricola. Sabe-se que o
grupo de bactérias conhecidas como rizobios pode fixar o
N, atmosférico, suprindo total ou parcialmente a caréncia
do mesmo no solo. Dessa forma, a caracterizacdo
molecular e filogenética de rizébios nativos de solos
brasileiros é importante para futuros estudos. O objetivo
deste trabalho foi caracterizar a diversidade filogenética
de cinco estirpes de Rhizobium, que apresentam fortes
indicacBes de representarem novas espécies por estudos
filogenéticos anteriores. Todas as estirpes foram crescidas
em meio de cultura especifico e submetidas a analise por
MLSA (Multi-Locus Sequence Analysis) e BOX-PCR. Os
resultados de ambas andlises agruparam as estirpes em
clusters separados das demais espécies do género,
reforcando a hipdtese de que tais bactérias podem
representar uma nova espécie dentro do género
Rhizobium.
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INTRODUCAO - O nitrogénio (N) é um dos
elementos mais requisitados pelas culturas, sendo sua
disponibilidade no solo um fator determinante na
produtividade agricola. Devido ao manejo intensivo e
inadequado do solo, tanto 0 N quanto outros nutrientes
sdo perdidos, diminuindo a sustentabilidade dos sitemas
de producdo. Sabe-se que o grupo de bactérias conhecidas
como rizébios podem suprir total ou parcialmente a
demanda de N, devido a sua habilidade de fixar o
nitrogénio atmosférico, transformando-o em formas
assimilaveis pelo vegetal (Hungria et al., 1994). Dessa
forma, a caracterizacdo molecular e filogenética de
rizébios nativos de solos brasileiros é importante para a
recomendagdo de estirpes que serdo utilizadas como
inoculantes nos sistemas de producédo agricola (Ribeiro et
al., 2009; Delamuta et al., 2011).

Um dos métodos utilizados para a discriminacdo de
espécies consiste no sequenciamento do gene ribossomal

16S, considerado marcador filogenético universal para
procariontes devido ao seu alto grau de conservaco.
AlteracBes nestas sequéncias indicariam taxas de
evolucdo em niveis diferenciados (Lloret & Esperanca,
2005). No entanto, constatou-se que a andlise filogenética
com base unicamente no gene 16S pode resultar em dados
incongruentes, uma vez que a alta conservacdo das
sequéncias nucleotidicas pode ndo permitir diferenciar
estirpes de espécies distintas; além disso, podem ocorrer
eventos de transferéncia horizontal, que resultariam em
sequéncias mosaicas, dificultando a analise (Martens et
al., 2007).

Gracas ao advento de técnicas cada vez mais
elaboradas de anélises de sequéncias génicas, a taxonomia
procariotica evoluiu de forma notdvel, permitindo a
descoberta e a reclassificacio de espécies, ou
complementando dados de espécies ja existentes (Klenk
& Goker, 2010). Dentre essas novas técnicas, destaca-se a
metodologia por MLSA (Multi-Locus Sequence Analysis),
que consiste na analise conjunta de multiplos genes do
metabolismo basal (genes housekeeping), 0s quais
apresentem taxa de evolucdo mais rapida que os genes
ribossomais, mas com nivel de conservacdo
suficientemente alto para manter as informacGes
evolutivas (Gevers et al., 2005; Martens et al., 2007;
Ribeiro et al., 2009; Rivas et al.; 2009). Dessa maneira, a
analise por MLSA permitiria elucidar a distingdo entre
espécies altamente relacionadas, que ndo seriam
esclarecidas apenas com o gene RNAr 16S, e a andlise
conjunta dos genes housekeeping funcionaria como um
“tampao” contra os efeitos de recombinagdo genética ou
transferéncia horizontal.

Outras metodologias empregadas na
caracterizacdo de espécies consistem na obtengdo de
perfis de DNA por amplificacdo de regiBes repetitivas do
genoma — DNA fingerprinting. Dentre elas, a andlise por
BOX-PCR tem mostrado vantagens, como a utilizacdo de
um unico primer e um maior nimero de bandas formadas.

Este trabalho tem por objetivo a caracterizacdo da
diversidade taxonémica e filogenética de estirpes de
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Rhizobium que apresentam indicacBes de representarem
novas espeécies.

MATERIAL E METODOS - Foram utilizadas
cinco estirpes Rhizobium, simbiontes do feijoeiro-comum
(Phaseolus vulgaris), e que foram agrupadas
separadamente de outros representantes deste género em
estudos filogenéticos anteriores (Pinto et al., 2007;
Ribeiro et al.,, 2009). As estirpes e suas origens
correspondem a: CPAO 1135, de Dourados, MS; PRF 35
e PRF 54, de Pitanga, PR; H52 e H53, de Planaltina, GO.
As culturas foram crescidas em meio de cultura especifico
(YMA, extrato-de-levedura e manitol) e o DNA foi
extraido de acordo com Menna et al. (2006). Todas as
estirpes foram submetidas a PCR e sequenciamento,
utilizando-se o gene ribossomal 16S e o0s genes
housekeeping recA (proteina de recombinacdo RecA),
gyrB (DNA girase, subunidade beta) e giInll (glutamina
sintetase). Os perfis de DNA foram obtidos utilizando-se
o primer BOX-AR1 e analisados no programa
Bionumerics, vs 4.6.

Andlise estatistica

As sequéncias obtidas pelo sequenciamento foram
reunidas em contigs com auxilio dos programas Phred,
Phrap e Consede, analisadas individualmente. As arvores
filogenéticas foram construidas utilizando-se o programa
MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis)
versdo 4.0 com modelo de distancia K2P e algoritmo
Neighbor-Joining e o suporte estatistico foi avaliado pela
andlise de bootstrap com 1.000 repeti¢des. Os perfis de
DNA obtidos por BOX-PRC foram analisados pelo
programa Bionumerics (Applied Mathematics, Kortrijh,
Belgium, versdo 4.6), com o algoritmo UPGMA, o
coeficiente de Jaccard e a tolerdncia no programa
estabelecida em 1%.

RESULTADOS E DISCUSSAO - A arvore
filogenética construida com base nas sequéncias do DNAr
16S agrupou proximas quatro das cinco estirpes
analisadas. Apenas a estirpe CPAO 1135 foi alocada
separadamente das demais, ficando mais préxima de
Rhizobium tropici (Fig. 1). Apesar de amplamente
utilizada para caracterizagdo de espécies, nota-se que a
analise com base unicamente no gene ribossomal 16S néo
define claramente a posicdo das estirpes, conforme ja
constatado por outros autores (Ribeiro et al., 2009;
Delamuta et al., 2011). J& na analise com base nos genes
houskeeping concatenados, observa-se um Unico cluster
formado para as cinco estirpes, com um suporte bootstrap
de 100% (Fig. 2). Tais resultados indicam de que essas
estirpes possam representar uma nova espécie dentro do
género Rhizobium. Os resultados apresentados pela
andlise dos perfis de DNA por BOX-PCR refor¢cam ainda
mais essas evidéncias. Na arvore de similaridade
apresentada na Figura 3 observa-se que as cinco estirpes
estudadas neste trabalho agrupam-se juntas novamente,
estando PRF 35, CPAO 1135 e H 52 com 100% de
similaridade entre si, 95% de similaridade com H53e 80%
de similaridade com PRF 54. Levando em conta que
espécies diferentes apresentam menos que 70% de
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similaridade em perfis de BOX, os resultados deste
fingerprinting corroboram os obtidos por MLSA,
reforcando a hipotese de que essas estirpes possam
representar uma nova espécie.

CONCLUSOES — Os resultados de MLSA e
BOX-PCR das estirpes de Rhizobium analisadas neste
trabalho apresentaram fortes indicacdes de que as mesmas
podem representar uma nova espécie.
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Figura 1 — Arvore filogenética baseada no sequenciamento do DNA ribossomal 16S. A arvore foi construida
utilizando-se o programa MEGA 5,1 e analisada segundo o modelo de distancia K2P e algoritmo Neighbor-joining,

com bootstrap de 1000 repeticdes.
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Figura 2 — Arvore filogenética baseada no sequenciamento dos genes housekeeping ginll, gyrB e recA. Caulobacter
crescentus foi utilizado como grupo externo. A arvore foi construida utilizando-se o programa MEGA 5,1 e analisada
segundo 0 modelo de distancia K2P e algoritmo Neighbor-joining, com bootstrap de 1000 repetices.
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Figura 3 — Dendograma baseado no fingerprinting pela metodologia de BOX-PCR. Os clusters foram obtidos pelo
programa Bionumerics (Applied Mathematics, Kortrijk, Bélgica, v.4.6). Para a analise de agrupamento, foi utilizado o
| algoritmo UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic mean) e o coeficiente de Jaccard.



