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Introdugdo

O género Bradyrhizobium inclui bactérias que formam simbioses especificas
com determinadas leguminosas, tais como soja (Glycine max), feijgo-fava
{Phaseolus lunatus), amendoim (Arachis hypogaea), feijao caupi (Vigna un-
guiculata), Crotalaria junceae, Acacia sp., Lupinus sp., siratro (Macroptiliurm
atropurpuretim) e com a nao leguminosa Parasponia sp. (You et al., 2002).
Atualmente, existe um grande conhecimento sobre a genética das espécies
B. japonicum (Fischer, 1994) e B. elkanii (Dobert et al., 1994) simbiontes de
soja, no entanto, relativamente muito pouco se conhece sobre a genética
das demais espécies, bem como as que nodulam distintas leguminosas.

Como em muitas outras bactérias, a andlise da diversidade e taxcnomia
do género Bradyrhizobium tem sido derivada, principalmente, da analise
das segliéncias nucleotidicas do gene ribossomal 16S (16S RNAr), O uso
desse gene se deve a constatagéo de que ele é suficientemente conserva-
do, 0 que permite 0 estabelecimento de relagées evolucionarias universais,
mas com variabilidade suficiente para permitir a classificagdb taxondmica
(Menna et al., 2006).

A andlise dos genes de nodulagdo, tais como os genes nodABC, também
tem sido utilizada para determinar a diversidade genética e verificar possi-
veis eventos de transferéncia lateral de genes entre bactérias capazes de
estabelecer simbiose, sendo que sua analise tem demonstrado um elevado
grau de similaridade genética entre estirpes simbiontes de uma mesma
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planta hospedeira (Hungria & Stacey, 1997). Ao contrario de Rhizobium,
em B. japonicum, um gene adicional, nodY, precede o operon nodABC.
Este mesmo gene tem sido identificado em B. elkanii e, devido a sua
baixa homologia ac gene nodY de B. japonicum, tem sido denominado
nodK (Dobert et al., 1994). Estudos tém demonstrado que os genes nodY
ou nodK, podem estar relacionados a especificidade a Glycine max em
espécies de Bradyrhizobium (You et al., 2002).

No Brasil, diferentes instituicGes de pesquisa sfo depositarias de colegbes
de culturas de rizébios, provenientes de distintas leguminosas, sendo que a
“Colegdo de Culturas SEMIA™ do Centro de Pesquisa de Fixagao Biolégica
do Nitrogénio, da Fundag&o Estadua! de Pesquisa Agropecuaria do Rio
Grande do Sul {(FEPAGRO), é aresponsavel pela manutengéo e distribuicao
dessas estirpes. Embora essa colegdo seja um reservatorio de estirpes
de rizébios, resultantes de programas de selegdo durante décadas, muito
pouco se conhece sobre a diversidade e as relagbes genéticas existentes
entre as mesmas e suas respectivas plantas hospedeiras, em regides
tropicais. Dessa Coleg¢édo, 68 estirpes foram previamente analisadas por
Menna et al. (2006) e os resultados, com base no seqiienciamento do gene
16S RNAr, indicaram uma diversidade genética elevada, com indicativos
de possiveis novas espécies.

O estudo dos genes de nodulagao e fixagdo, assim como de outros genes
relacionados a simbiose, podem levar a identificacdo de novas espécies,
bem como a determinagdo de como esses genes séo e estdo sendo difun-
didos na natureza, estabelecendo assim, bases moleculares para o conhe-
cimento sobre os processos evolutivos que levam a elevada diversidade
nos tropicos. Desse modo, o estudo de colegdes permitira identificar genes
determinantes da especificidade hospedeira e da eficiéncia no processo
de fixagao bioldgica do nitrogénio, bem como o desenvolvimento de mar-
cadores moleculares para o uso em programas de selegao de estirpes.

Objetivo

Caracterizar a diversidade genética de 76 estirpes de Bradyrhizobium,

através da anglise do gene ribossomal 16S e dos genes de nodulagio
nodYA ou nodKA.
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Desenvolvimento

Estirpes utilizadas

Foram analisadas 76 estirpes, provenientes da FEPAGRO, denominadas
SEMIA (Secgao de Microbiologia Agricola), isoladas de 24 distintas legumi-
nosas. Trinta dessas estirpes foram previamente classificadas com base nas
seqléncias do 165 RNAr, como pertencentes ao género Bradyrhizobium
(Menna et al., 2006).

Extracio do DNA e amplificagdo por PCR da regido do DNA, que co-
difica para o gene 16S RNAr e nodYA ou nodKA

A extragdo do DNA foi realizada conforme descrito por Menna et al. (2006).
O gene ribossomal 163 RNAr foi obtido de 46 estirpes, utilizando os “pri-
mers” fD1 e rD1 conforme descrito por Weisburg et al. (1991), ja os genes
nodYA ou nodKA foram amplificados de todas as estirpes, utilizando os
“primers” nodKup e nodAp4, conforme descrito por Sterner e Parker (1999).
Posteriormente os produtos de PCR obtidos foram precipitados, utilizando
o protocolo descrito por Menna et al. (2006). Apds a precipitagéo, a concen-
tracdo do DNA de cada amostra foi verificada em gel de agarose a 1.5%,
ajustada para 40 ng DNA pL* e mantida a -20°C.

Seqlienciamento e anailise dos gene 165 rRNA e nodYA ou nodKA

Os produtos de PCR obtidos de cada estirpe (80 ng por reagio) foram
seqlienciados conforme descrito por Menna et al. (2006}, sendo que para
o0s genes nod YA ou nodKA foram utilizados os mesmos “primers” descritos
para a amplificagdo. As seqliéncias obtidas foram reunidas em “contigs”
utilizando os programas phred e phrap. Posteriormente, uma arvore filo-
genética foi construida com o coeficiente de Neighbour Joining e analise

de “bootstrap” com 2.000 repetigdes. '

Resultados e Discussio

Andlise filogenética das seqﬁénbias do gene ribossomal 165 RNAr

Aarvore filogenética resultante, apés a analise das seqiiéncias do 16S RNA,
dividiu as estirpes em dois grupos principais. Esses grupos foram relacio-
nados aos génerosfespécies de Bradyrhizobium japonicum e B. efkanii,
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Assim como reportado per Menna et al. (2006), foi possivel observar alguns
agrupamentos distintos, com estirpes apresentando discrepancia de até
1% nas sequéncias nucleotidicas em relagio as estirpes-tipo, sugerindo
que essas podem estar relacionadas a novas espécies e, desse modo,
foram classificadas como “sp.”. -

Os resultados demonstraram, também, uma elevada promiscuidade quanto
a planta hospedeira, com estirpes estabelecendo simbiose com legumino-
sas pertencentes a distintas tribos e até mesmo a distintas subfamilias, mas
nao foi possivel observar uma correlagdo evolucionaria entre as estirpes
€ suas respectivas plantas hospedeiras.

Anilise filogenética dos genes nodYA ou nodKA

A-presenc¢a dos genes nodY ou nodK, precedendo o operon nodABC, é
exclusiva do género Bradyrhizobjum. Estudos tém demonstrado que, de-
vido a baixa homologia existente entre as sequiéncias dos genes nodY e
nodK, aproximadamente 30%, esses podem ser utilizados para a distingso
entre B. japonicum e B. elkanii (Dobert et al., 1994). Em nosso estudo, a
analise das seqliéncias dos genes nodYA de Bradyrhizobium japonicum e
nodKA de B. elkanii, revelou uma elevada diversidade genética e dividiv as
estirpes em trés grupos principais. O grupo | reuniu a maioria das SEMIAs
analisadas e a estirpe de referéncia B. japonicum (USDA110). Todas as
estirpes pertencentes a esse grupe foram relacionadas, com base na
andlise do 16S RNAr, & espécie de B. japonicum ou Bradyrhizobium sp. O
grupo Il reuniu 25 SEMIAs e a estirpe de referéncia B. elkanii (USDAS4).
Com base na analise do gene 16S RNAr, as estirpes pertencentes a esse
grupo foram classificadas como B. elkanii ou Bradyrhizobium sp.

Com base nas seqliéncias do 16S RNAr, o grupo IIl reuniu as estirpes
classificadas como B. e/kanii, no entanto, as seqéncias obtidas, apés a
amplificagdo com os “primers” descritos por Stener e Parker (1999), ndo
apresentaram similaridade aos genes nodKA de B. efkanii, ou mesmo a
nodYA de B. japonicum. Dados similares foram observados por You et al.
(2002), os quais analisando estirpes de Bradyrhizobium isoladas de dife-
rentes espécies de Crotalaria e Vigna, utilizando a técnica de hibridizagéo,
observaram a formagao de um agrupamento distinto, formado por estirpes
incapazes de nodular soja e siratro. Assim como relatado em nosso traba-
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Iho, essas estirpes diferiram, significantemente, das seqiiéncias obtidas
previamente para os genes nodY ou nodK, fato que levou os autores a
sugerirem a presenga de um novo gene precedendo os genes nodABC.

Nao foi possivel observar correlagao entre a planta hospedeira e os agru-
pamentos formados, no entanto, todas as estirpes pertencentes ao grupo
Il sdo simbiontes de leguminosas n&o relacionadas & soja, sugerindo que,
assim como relatado por Yeou et al. (2002}, a presenga dos genes nodY ou
nodk pode estar relacionada a especificidade a soja.

Consideragodes Finais

Os resultados obtidos demonstraram elevada diversidade genética entre
as estirpes de Bradyrhizobium simbiontes de distintas Jeguminosas princi-
palmente quanto acs genes de nodulagéo nodY/KA. Muitos pesquisadores
concluem gque ha uma diversidade genética elevada entre as estirpes de
Bradyrhizobium e, desse modo, ndo deveriam ser nem mesmo agrupadas
em um uanico género.

Surge entdo, uma grande necessidade de caracterizar essas estirpes de
forma apropriada, a fim de identificar novas espécies, bem como genes
determinantes da especificidade hospedeira e da eficiéncia no processo
de fixagio biologica de nitrogénio.
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