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Introdugiao

Com o seqliénciamento de varios genomas bacterianos tem sido iden-
tificada uma alta percentagem de genes resultantes de eventos de
transferéncia horizontal de genes (“horizontal gene transfer’, HGT), o
que tem gerado amplas discussdes sobre conceitos basicos em relagio
a evolugdo e especiagdo em bactérias (Gogarten & Towsend, 2005). A
identificagdo da ocorréncia de transferéncia horizontal de genes entre
bactérias em ambientes naturais tem possibilitado um melhor entendi-
mento dos mecanismos de evolugdo, adaptagio e ocupagdo de novos
nichos ecoldgicos.

Acumulam-se, também, evidéncias de que a HGT entre diferentes espécies
de bactérias pode ocorrer em todas as categorias funcionais de genes,
inclusive os ribossomais, considerados como altamente conservados e
utilizados, hoje, como a principal ferramenta da taxonomia. Com isso, um
quadro com espécies bem definidas de procariotos parece cada vez mais
distante, ocorrendo a sobreposi¢do generalizada de varias regides gend-
micas entre espécies distintas (Gogarten & Towsend, 2005).

N&o ha praticamente informagZo sobre eventos de HGT entre bactérias nos
solos brasileiros. Uma situagdo comum e com alta probabilidade de HGT
pode residir nos processos de introdugdo e estabelecimento, no solo, de
populagdes de estirpes exégenas de Bradyrhizobium japonicum e B. efkanii
pela inoculagio de sementes de soja (Glycine max L. Merr.}. Atualmente,
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populagdes de estirpes inoculantes estéo estabelecidas em grande parte do
territério nacional, em cerca de 22 milhdes de hectares e tém sido estimadas
em 102 a 10° células viveis g de solo. Torna-se fundamental, portanto,
identificar eventos de HGT entre as estirpes exdgenas e as populagdes
nativas de rizébios do solo. Neste trabalho sdo mostradas evidéncias de
HGT em solos dos Cerrados, com a descrigdo de duas estirpes nativas de
rizébios contendo genes simbidticos de estirpes de B. japonicum utilizadas
como inoculantes.

Objetivos

Caracterizar genotipicamente estirpes de rizébios, isoladas a partir de né-
dulos de soja, com o objetivo de identificar a ocorréncia da transferéncia
horizontal de genes simbiéticos a partir de estirpes utilizadas nos inocu-
lantes para estirpes de rizébios nativas dos solos dos Cerrados.

Material e Métodos

As estirpes de rizébios utilizadas estao descritas na Tabela 1. As estirpes
foram isoladas a partir de nddulos de soja em Planaltina, DF, de uma area
cultivada com essa leguminosa ha 15 anos. A area era, originalmente,
ausente de rizobios capazes de se associar simbioticamente com a soja
e recebeu inoculantes contendo exclusivamente as estirpes de B. japoni-
cum SEMIA 566 ou SEMIA 586 (Boddey & Hungria, 1997; Santos et al.,
1999).

Inicialmente, as estirpes foram avaliadas quanto 3 eficiéncia do processo
de fixag&o biolégica do N,, em experimento conduzido em substrato estéril
e condi¢ces controladas de casa-de-vegetagdo, em blocos ao acaso, com
trés repeti¢des. Foram determinados os parametros de nodulagéo (nimero
e massa de nédulos), crescimento das plantas {massa da parte aérea) ¢
capacidade de fixagéo do N, (N total acumulado na parte aérea), segundo
Santos et al. {1999). Os dados foram submetidos & anélise estatistica
(Tukey, p<0,05). Para as avaliagbes morfolégicas (morfologia das coldnias)
e fisiologicas (taxa de crescimento e reagéo alcalina ou acida in vitro), as
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Tabela 1. Estirpes de rizébios analisadas.

Estirpes Sorogrupoe Observagdes
SEMIA 566 566 Isolada de inoculante norte-
americano em 1966.

CPAC 15 (=SEMIA 5079) 566 Variante natural da SEMIA 566
. adaptada aos solos de Cerrados e
com maior capacidade de fixagao
de N, do que a parental.

S 127, S 340, S 370, S 372, 566 Variantes naturais da SEMIA 566,

5478, 5480, 8516 obtidas pelo mesmo processo de
selegdo da CPAC 15. ,

SEMIA 586 586 Estirpe recebida da Australiaem
19686.

CPAC 7 (=SEMIA 5080) 586  Variante natural da SEMIA 586,

adaptada aos solos dos Cerrados
e com maior capacidade
competitiva do que a parental.

CPAC 390, CPAC 392, 586 Variantes naturais da CPAC 7,
CPAC 394, CPAC 402, obtidas pelo mesmo processo de
CPAC 403, CPAC 404 selegdo da CPAC 7.

estirpes foram crescidas por sete dias em meio com extrato de levedura e
manito! contendo vermelho Congo ou azul de bromofenol. A caracterizagao
genética das estirpes foi realizada peta metodologia de rep-PCR (“polyme-
rase chain reaction”), pela amplificagio do DNA das bactérias com “primers”
(REP e BOX-A1R) que reconhecem regides repetitivas e conservadas do
DNA, normalmente intergénicas, segundo as metodologias descritas por
Santos et al. (1999) e Versalovic et al. (1994), respectivamente. O gene
ribossomal 16S foi amplificado e caracterizado por PCR-RFLP (“restriction
fragment length polymorphism”) e seqitenciamento, conforme descrito por
Germano et al. (2006) e Menna et al. (2006), respectivamente. Os genes
nodY, nodA, nodC e nifH foram analisados comparativamente quanto aos
perfis de PCR-RFLP e pelas seqtiéncias nucleotidicas, segundo Laguerre
et al. (2001).
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Resultados e Discussao

Os resultados das avaliagbes da eficiéncia na fixagédo biolégica do N,
demonstraram que a maioria das estirpes variantes naturais da SEMIA
566 apresentou valores superiores em todos os parametros avaliados, em
relagéo & estirpe parental, 0 que ndo ocorreu com as variantes da estirpe
SEMIA 586, uma vez que essas foram selecionadas para maior competi-
tividade (dados ndo apresentados).

As 17 estirpes foram comparadas por rep-PCR e os resultados sao apre-
sentados na Figura 1. Com excegdo da CPAC 402 e da S 127, as estirpes
pertencentes ao mesmo sorogrupo foram agrupadas com um nivel de si-
milaridade superior a 85%, indicando um grau elevado de relagdo genética
dentro de cada sorogrupo. Além disso, a S 127 apresentou caracteristicas
tipicas de Bradyrhizobium in vitro, enquanto a CPAC 402 acidificou o meio

Jmcard (¥t A0%:3.0% (H0 0% SO.0%H0.0% 000

R o 6 g 8 8 B”‘ . Fep -
e A
CARIRLE  TIWURNL] sswass
SN DA oer e
i Ellliﬂ% ?l‘%ﬂEiilH |§ % ﬁz
o il =
i i oo
LA  CHI L s>
ijg;}. l[; ’E 1 ATIg :g
| R
1.? % ; CPAC15 568
YRR gl sam
LT T
o 1

Figura 1. Agrupamento das estirpes de rizébios com base nos marcadores BOX
A1R e REP, utilizando o algoritmo UPGMA {unweighted pair-group
method, with arithmetic mean) e o coeficiente de Jaccard.
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e apresentou grande producgao de muco. ACPAC 402 e a S 127 também
apresentaram perfis bastante distintos na analise de PCR-RFLP do 1658
rDNA (dados ndo apresentados), indicando que essas estirpes nio per-
tencem a espécie B. japonicum.

Pelo seqilienciamento total dos genes 165 rRNA, foi possivelidentificar que
a 5 127 apresenta similaridade de bases com a espécie B. efkanii, enquanto
a3 CPAC 402 com Sinorhizobium fredii. O seglienciamento dos genes sim-
bidticos relacionados & nodulagdo (nod) e fixagdo do N, (nif), nodY, nodA,
nodC e nifH das estirpes S 127 e CPAC 402 foi realizado, buscando infor-
magdes sobre possiveis transferéncias laterais de genes. A estirpe S 127
de B. elkanii apresenta o gene nodC originario de B. japonicum, engquanto
0s demais genes analisados sao enddgenos da propria espécie. Os genes
nod da CPAC 402 de S. fredii s3o originarios de B. japonicum, mas foram
identificadas duas cépias do gene nifH, uma endégena de S. fredii e outra
originaria de B. japonicum.

Consideragoes Finais

Os resultados obtidos neste estudo sugerem que genes simbidticos foram,
provavelmente, transferidos horizontalmente das estirpes inoculantes de
B. japonicum, dos sorogrupos SEMIA 566 e SEMIA 586, para duas outras
espécies de rizobios nativos dos solos dos Cerrados, Sinorhizobium fredii
e Bradyrhizobium efkanii. O entendimento dos mecanismos de HGT e
seu efeito na simbiose com a cultura da soja é essencial para a busca de

novas estratégias para a obtengédo de estirpes de rizébios mais eficientes
e competitivas.
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