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Resumo — O objetivo deste trabalho foi caracterizar geneticamente sete estirpes de rizobios nativos dos
tabuleiros costeiros de Sergipe com ataeficiénciade fixacdo biol égicado N, em associagdo com guandu
(Cajanuscajan) e caupi (Vignaunguiculata). A amplificagdo do DNA pelatécnicade PCR (polymerase
chain reaction) com o oligonucleotideo especifico BOX indicou um grau el evado dediversidade genética,
umavez que todas as estirpes apresentaram perfis Unicos de DNA. A andlise por BOX-PCR revelou,
ainda, que essa metodologia € eficiente para diferenciar estirpes, mas ndo para a diferenciaco de
espécies de rizobio. Pela técnica do RFLP (restriction fragment length polymorphism) da regido do
DNA que codificao gene 16S rRNA e daregido intergénicaentre osgenes 16Se 23S rRNA, com cinco
enzimas de restri¢do, bem como pelo seqlienciamento parcial da regido do 16SrRNA, foi possivel
classificar as estirpes nos géneros Bradyrhizobium e Rhizobium. Houve coeréncia entre as andlises
envolvendo aregido do 16S rRNA, mas o agrupamento com uma das estirpes diferiu pelaandise do
espaco intergénico. Os resultados obtidos com aestirpe R11 indicam variabilidade genéticaelevadaem
relacdo as espécies derizobios descritas, inclusive diferindo em diversas bases daregio do 16S rRNA,
e podem indicar umanovaespécie.

Termos paraindexagéo: Cajanus cajan, Vigna unguiculata, biologiamolecular, fixac8o de nitrogénio,
marcador genético.

Genetic characterization of indigenous rhizobia strains from the coastal tableland
efficient for the pigeonpea and cowpea crops

Abstract — The objective of thiswork wasto characterize genetically sevenindigenousrhizobial strains
fromthe coastal tableland of Sergipe, Brazil, with high efficiency of biological nitrogen fixation with the
pigeonpea (Cajanus cajan) and cowpea (Vigna unguiculata) crops. The DNA amplification with the
PCR (polymerase chain reaction) technique and the specific primer BOX indicated a high level of
genetic diversity, with all isolates showing unique profiles of DNA. The BOX-PCR analysis aso
indicated that this method is efficient to characterize strains but not to define rhizobial species. The
RFL P (restriction fragment length polymorphism) analysis of the 16S rRNA region and of theintergenic
region between the 16S and the 23S rRNA genes with five restriction enzymes, as well as the partial
sequencing of the 16S rRNA region alowed the classification of the strainsinto the generaBradyr hizobium
and Rhizobium. There was an agreement between the results obtained by the analysis of the 16S rRNA
region, but one strain differed when the intergenic space was considered. The results obtained with
strain R11 showed a high level of genetic diversity when compared to the described rhizobial species,
including differencesin several bases of the 16S rRNA region, and might indicate anew species.

Index terms: Cajanus cajan, Vigna unguiculata, molecular biology, nitrogen fixation, genetic markers.
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A regido dos tabuleiros costeiros estende-se pela
costabrasileirado Amapaao Rio de Janeiro, compre-
endendo platbs de origem sedimentar com grau varié
vel de entalhamento. Embora os tabuleiros costeiros
de Sergipe sgiam de grande importéncia para a agri-
cultura do Estado, n&o ha praticamente trabalhos so-
bre selecdo de estirpes de rizébios adaptadas a esse
ecossistema para a inoculagdo em leguminosas nati-
vas.

Pesg. agropec. bras., Brasilia, v. 38, n. 8, p. 911-920, ago. 2003



912

A inoculagdo de estirpes de rizébio recomenda
das em outras regides do Pais ndo tem resultado em
incrementos nas taxas de fixag&o biologica de N
(FBN) e crescimento de caupi e guandu em solos
dos tabuleiros costeiros de Sergipe (Barreto &
Fernandes, 1998). Recentemente, porém, foram
identificadas algumas estirpes nativas dos tabulei-
ros com capacidade elevada de FBN em associacdo
com essas leguminosas (Fernandes & Fernandes,
2000; Fernandeset a., 2003). A caracterizacdo pre-
liminar dessas estirpes indicou toleréncia a tempe-
raturas atas (35°C) e a concentragOes elevadas de
Al (10 mg L-1), bem como tolerancia a concentra-
¢Oes elevadas de diversos antibidticos (Fernandes
& Fernandes, 2000; Fernandes et al., 2003).

Consideraveis avangos foram conseguidos, nos
ultimos anos, pelo emprego de técnicas de biologia
molecular nos estudos de taxonomia e diversidade
derizdbio. Destaca-se, entre essas, aandlise de PCR
(Polymerase Chain Reaction, andlise pelareacdo em
cadeia da polimerase), que permite a amplificacdo
de seqiiéncias definidas damoléculado DNA, asso-
ciada a0 método do RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism, polimorfismo no comprimen-
to defragmentos derestricdo), em geral com amplifi-
cacOes de regifes de genes cromossdmi cos conser-
vados mas com variabilidade suficiente para detec-
tar diferencas entre géneros e espécies, como o
16STRNA, 0 23S rRNA e o espagointergénico (IGS,
Intergenic Space) entre estas duas regides; os frag-
mentos obtidos apds a amplificagcdo sdo, em segui-
da, digeridos por enzimas de restri¢do que reconhe-
¢am, emgeral, de4 a5 paresdebases(Young et al.,
1991; Laguerreet al., 1996; Terefework et al., 1998;
Tesfaye & Holl, 1998; Vinuesaet a., 1998; Chueire
et a., 2000a; Tan et a., 2001). Esses métodos per-
mitem discriminar, inclusive, linhagens geneticamen-
te relacionadas. Tomando-se por base um determi-
nado grau de variabilidade, o seqiienciamento de
bases dessas regides génicas é efetuado, permitindo
a definicdo precisa das espécies (Garrity & Holt,
2001). Nos estudos de diversidade genéticatém sido
frequentemente utilizadas, ainda, andlise de PCR
com primers especificos, como 0 BOX, ERIC e RER,
e os perfis dos produtos obtidos ap6s a reacéo per-
mitem adiferenciacdo dasestirpes (Versalovicet d.,
1991, 1994; DeBruijn, 1992; Selenska-Pobell et d .,
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1995; Hungria et al., 1998; Santos et al., 1999;
Chueire et al., 2000b; Mostasso et a., 2002).

Emboraesforgos estejam sendo a ocados naiden-
tificag8o de rizobios nativos dos tabuleiros costei-
ros capazes de estabelecer simbioses eficazes com
as leguminosas normalmente utilizadas na regido
(Fernandes & Fernandes, 2000; Fernandes et al.,
2003), nenhum estudo de caracterizaco genéticafoi
conduzido com essas estirpes.

O objetivo deste trabalho foi caracterizar gene-
ticamente sete estirpes de rizobi os nativos dos tabu-
leiros costeiros de Sergipe que haviam se destacado
pela alta eficiéncia de FBN em associagdo com
guandu e caupi.

Material e Métodos

Foram caracterizadas cinco estirpesisoladas de nddu-
los de guandu (Cajanus cajan), R01, R11, R35, R43 e
R45, e duas isoladas de caupi (Migna unguiculata), R0O5 e
R17. AsestirpesR17, R35, R43 e R45 foram sel ecionadas
por Fernandes et al. (2003) e as demais por Fernandes &
Fernandes (2000). Os locais deisolamento, velocidade de
crescimento e dteracdo do pH em meio de culturaconten-
do extrato de levedura e manitol —YMA (yeast mannitol
agar, Vincent, 1970) constam na Tabela 1.

Em referéncia as caracterizagdes moleculares, foram
utilizadas quatro estirpes recomendadas comercialmente
para a cultura da soja (Glycine max), Bradyrhizobium
japonicum SEMIA 5079 (=CPAC 15) e SEMIA 5080
(=CPAC 7) e B. elkanii SEMIA 587 e SEMIA 5019
(=29W), provenientes do banco de germoplasmaderizébio
da Fepagro (Fundag&io de Pesquisa Agropecuéria, Porto

Tabela 1. Estirpes de rizébio e respectivos hospedeiros,
locais deisolamento no Estado de Sergipe, velocidade de
crescimento e alteragcdo do pH em YMA com indicador
de azul de bromotimol.

Estirpe  Hospedeiro  Local Velocidade de pH®
crescimento™®

RO1 Guandu N.S. Dores R Acido
RO5 Caupi Aracaju R Acido
R11 Guandu Lagarto R Acido
R17 Caupi Umbacba L Alcalino
R35 Guandu N.S. Dores L Neutro
R43 Guandu N.S. Dores L Neutro
R45 Guandu Aracgu L Alcalino

(MClasses de crescimento determinadas de acordo com o niimero de dias
para que colonias isoladas atingissem 1 mm de didmetro: de 3 a 5 dias,
répido (R) e de 8 a 10 dias, lento (L). @pH avaiado ao final de 5 ou
10 dias de crescimento, para as estirpes de crescimento rapido ou lento,
respectivamente.
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Alegre, RS). Além destas, as seguintes estirpes foram uti-
lizadas como referéncia: Rhizobiumtropici [1B CIAT 8997
(=SEMIA 4077,=UMR 1899, =USDA 9030, =TAL 1797,
=HAMBI 1163, =ATCC 49672), recebida do Centro de
Fijacion de Nitrogeno, Cuernavaca, México e R. tropici
SEMIA 4080 (=PRF 81), proveniente da Embrapa-Cen-
tro Nacional de Pesquisa de Soja, ambas recomendadas
comerciamente paraaculturado feijoeiro. Foram utiliza-
das, ainda, as estirpes-padrdo H1527, de R. giardinii bv.
giardinii e R602T, de R. gallicum bv. gallicum, recebidas
do INRA (Ingtitut National delaRechercheAgronomique),
Dijon, Franga.

As bactérias cresceram em meio YM (Vincent, 1970)
sem égar, modificado (contendo 5,0 g L1 de manital), por
trés dias para rizébio de crescimento rgpido e cinco dias
para rizébio de crescimento lento. As bactérias foram
centrifugadas a 12.000 rpm e lavadas com solugdo salina
tamponada de fosfato (PBS 1 X, contendo, em 500 mL,
4,383 g de NaCl 150 mM; 0,1793 g de NaH,PO4.H,0
2,6 mM; 1,36 g de NaHPO4.12H,O0 7,6 mM).
As bactérias foram ressuspensas em 400 mL de TE 50/20
e receberam 50 pL de SDS (sodium dodecy! sulphate)
a10%; 5L de proteinase K (20 mg mL™1); 10 uL de
lisozima (5 mg mL-1); 1 uL de RNAse (10 mg mL1, pre-
paradaem TrisHCI 10 mM pH 7.5 e NaCl 15 mM) ein-
cubadas a37°C por 1 hora. A seguir, as amostras foram
passadastrés vezes por seringa, pararetirar aviscosidade,
seguindo-se a adi¢éo de NaCl e acetato de sodio em con-
centracBes finais de 250 mM e 300 mM, respectivamen-
te. As amostras foram armazenadas a -20°C.

O DNA das bactérias foi amplificado pela técnica de
PCR (polymerase chain reaction, reagdo em cadeia da
polimerase) com o oligonucleotideo (primer) BOX
(5-CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3), queampli-
fica regiBes conservadas e repetitivas do DNA
cromossdmico (Versalovic et d., 1994). A reagdo de am-
plificagéo foi realizada com os seguintes volumes: &gua
milli-Q estéril, 12,3 uL; dNTPs, 5,0 uL (estoque com
1,5 mM decadabase); tamp&o 10X, 2,5 pL; MgCl,, 3,0 uL
(20 mM); oligonucleotideo, 1,0 pL (50 pmol pL -1); DNA,
1,0 L (50 ng); Tag, 0,2 pL (5 U/uL). A amplificacdo foi
realizada usando os seguintes ciclos: um ciclo de
desnaturacdo inicial a 95°C por 7 min; 35 ciclos de
desnaturagéo (1 min a 94°C), anelamento (1 min a53°C)
e extensdo (8 min a65°C); um ciclo de extensdo final
a65°C por 16 min; manutencdo a4°C. Os fragmentos
amplificadosforam separados por eletroforeseal00 V em
gel de agarose a 1,5% (20x25 cm), em tampédo TBE 1 X
(10,8 gdeTris-base, 5,5 gde acido bérico, 4 mL deEDTA
0,5M pH 8,0, para um litro de solugdo) que, apods seis
horas, foi corado com brometo de etidio e fotografado.
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As bandas foram analisadas pelo programa Bionumerics
(Applied Mathematics, Kortrijk, Bélgica) e, para o agru-
pamento, foi usado o agoritmo UPGMA (Unweighted
Pair-Group Method with arithmetic mean, Sneath & Sokal,
1973) e o coeficiente de Jaccard ou o de Pearson.

Apés a extragdo do DNA das bactérias,
procedeu-se  a amplificagdo pela técnica
de PCR com os oligonucleotideos Y1 (5'-
TGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGC-3) (Young etd.,
1991) e Y3 (5-CTGACCCCACTTCAGCATTGTTCCAT-3),
que amplificam, aproximadamente, 1.500 pares de bases
(pb), compreendendo quase toda a regido do DNA que
codificao gene 16S rRNA. O Ssemapararescéo deamplifi-
ca;éo foi redizado com cinco repetigdes, em umamisturacom
volumefina de50 pL, condiituidade: 38,30 pL dedguamilli-Q
estéril; 20 L de dNTPs (estoque contendo 1,5mM de cada
base); 50 L de tamp&o 10 X; 1,5 uL de MgCl;, (50 mM);
1,0 pL de cadaoligonucleotideo (Y 1 e'Y 3, naconcentragio de
10 pmol pLY); 0,2 uL de Tag DNA polimerase (5U pL™b);
2,0 UL deDNA (50 ng). O cidoparaaamplificacdbdeY1eY3
foi o recomendado por Young et al. (1991), com umincre-
mento de 2°C natemperatura de anelamento, consistindo
de: umciclodedesnaturacdoinicial a93°C por 5 min; 35 ci-
clos de desnaturagdo (45 s a93°C), anelamento (45 s
a64°C) e extensdo (2 min a 72°C); um ciclo de extensdo
final a72°C por 5 min; manutencdo a4°C. Foi utilizado,
entdo, o método de Laguerre et a. (1996) para o RFLP
(restriction fragment length polymorphism, polimorfismo
no comprimento de fragmentos derestri¢&o), com enzimas
gue reconhecem quatro ou cinco pares de base. O produto
daamplificagdo com Y 1eY 3foi digerido com asenzimas
de restri¢do Cfol, Hinfl, Mspl, Ndell e Rsal. Para cada
enzima, foi preparadaumamisturacontendo: 6 pL do pro-
duto do PCR; 1 uL do tamp@o especifico paracadaenzima
(10 X); 0,5 pL daenzima (5 U reagdol) e 2,5 uL de &gua
milli-Q estéril. Para a Ndell, a mistura incluiu 1 pL da
enzima; 1 uL deDTT (10 mM); 6 L do produto de PCR;
1 pL dotamp@o el pL deédgua. As misturasforamincube
dasdurante anoite em banho-mariaa 37°C. Os fragmentos
obtidos foram analisados por eletroforese em gel horizon-
tal (17x11 cm) com 3% deagarose, em TBE 0,5 X,a100 V
por 4 horas.

O DNA das bactérias também foi amplificado com
oligonucleotideos que codificam a regido intergé-
nica entre 0 16SrRNA e o 23SrRNA, FGPS 1490
(5-TGCGGCTGGATCACCTCCTT-3') e FGPS132'
(5'-CCGGGTTTCCCCATTCGG-3') (Laguerre et al.,
1996) e os seguintes ciclos: um ciclo de 3 min a95°C;
35 ciclos de desnaturagdo (1 min a94°C), anelamento
(1 mina55°C) edeextensdo (2 mina 72°C); umciclofina
de 3 min a72°C e manutengdo a4°C. As bandas obtidas
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foram analisadas com o programa Bionumerics, conforme
referido.

Os produtos de PCR obtidos pelaamplificagdo com os
oligonucleotideos Y1 eY 3foram purificados utilizando o
kit “Concert Rapid PCR Purification System”
(Gibco BRL) e quantificados. Os fragmentos de PCR
(70 ng paraareacdo comY 1 e40 ng para 2) foram ampli-
ficados novamente utilizando os oligonucleotideos Y1 e
Y2 (5-CCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGT-3)
(Younget al., 1991) (oligonucl eotideos naconcentragéo de
3,2 pmol mL-1) e o kit “Big Dye” (PE Applied
Biosystem), de acordo com as instru¢des do fabricante.
Foram utilizados os seguintes ciclos para a amplificaggo:
95°C por 2 min; 30 ciclosde desnaturagéo a 96°C por 10 s,
anelamento a50°C por 5's; extensdo a 60°C por 4 min.
Os produtos de extensdo foram precipitados com 80 mL
de isopropanol a 75%, homogenei zados, deixados a tem-
peraturaambiente por 15 min ecentrifugadosa12.000 rpm
por 20 min a25°C. O sobrenadante foi completamente
removido, adicionaram-se 250 pL de isopropanol 75%,
realizando-se a mistura em um vortex. Cada amostra foi
centrifugada novamente por 10 minutos. O sobrenadante
foi cuidadosamente removido e a amostra foi aquecida
a90°C por 1 min, paraevaporar o restante do sobrenadante.
As amostras foram ressuspensas em 8 pL de tampéo
(formamida e azul de dextran, 5:1, v/v) e aquecidas por
2 min a94°C, seguindo-se um chogue térmico em gelo.
Para o seqlienciamento, 2 L de cadaamostraforam apli-
cados em um gel de poliacrilamida (Long Ranger Singel
Packs, Produtos FMC) e as sequiéncias foram determina-
das em um seqiienciador ABI 377 da Perkin Elmer, na
Embrapa-Centro Nacional de Pesquisa de Soja.
As seqiiéncias confirmadas nas diregdes 3' e 5' foram sub-
metidas ao “GenBank database” (National Center for
Biotechnology Information, 2002) parabuscar alinhamen-
tossignificativos.

Naandlisefilogenética, as sequéncias obtidas nestetra-
balho foram alinhadas com as seqiiéncias das seguintes
estirpes, obtidas no “ GenBank database’ (Nationa Center for
Biotechnology Information, 2002) (nimero de acesso entre pa-
rénteses): B. japonicum SEMIA 5079 (AF234888) e
SEMIA 5080 (AF234839); B. ekanii SEMIA 587 (AF234890)
e SEMIA 5019 (AF237422); R. leguminosarum bv. phaseoli
ATCC 8002 (M55494); R tropici SEMIA 4080 (AF260274);
R tropici HALMG 9518 (X67233.1); R tropici I|1B CIAT 8997
(U89832); R. gallicum bv. gallicum R602sp” (U86343);
R. giardinii bv. giardinii H152T (U86344); Rhizobiumes-
pécie genbémica Q estirpe BDV 5102 (Z94806) e
Rhizobium sp. USDA 1920 (U89823). A andlise
filogenéticafoi realizadausando o algoritmo UPGMA eo
programaBionumerics.

Pesq. agropec. bras., Brasilia, v. 38, n. 8, p. 911-920, ago. 2003

M. F. Fernandes et al.

Resultados e Discussao

Diversos estudos de determinaco das relacbes
genéticas entre estirpes de rizébio tém empregado a
amplificacdo do DNA pela técnica de PCR com
oligonucleotideos especificos, como as seqliéncias
REP (repetitive extragenic palindromic), ERIC
(enterobacterid repetitive intergeneric consensus) e
BOX, que codificam regides altamente conservadase
repetidas, normalmente no espaco intergénico
(Versalovic et ., 1991, 1994; De Bruijn, 1992; Judd
et a., 1993; Madrzak et d., 1995; Rossumet a., 1995;
Selenska-Pobell et al., 1995; Laguerre et a., 1997,
Hungria et al., 1998, 2000; Santos et al., 1999;
Mostasso et d., 2002). O uso dessesoligonucleotideos
especificos é vantajoso sobre aqueles ndo especifi-
COs porgue, em uma Unicareagdo, obtém-se um nu-
mero elevado de bandas, permitindo a deteccéo de
polimorfismo suficientemente elevado paraaanali-
se genética das bactérias (Chueire et al., 2000b).

Pelaandlise por BOX-PCR, constatou-se que to-
das as estirpes apresentaram perfis Unicos de DNA
amplificado, com maior semelhanca (95,6%) entre
asestirpes RO1 e R35, ambas capturadas por guandu
(Figural). Com a estirpe R11 ndo foi conseguida
boaamplificac&o, conforme pode ocorrer com algu-
mas estirpes e esses oligonucleotideos especificos
(Judd et ., 1993) e, portanto, R11 ndo foi utilizada
naandlise conjunta. Os resultados confirmam aiden-
tidade Uinicade cada estirpe, emboraR01 e R35, pelo
baixo grau de polimorfismo constatado, possam re-
presentar variantes de uma mesma estirpe, confor-
me relatado quanto a estirpes de soja pertencentes a
sorogrupos norte-americanos (Judd et al., 1993) e
quanto a estirpes adaptadas aos Cerrados brasilei-
ros (Hungria et a., 1998; Santos et a., 1999). Por
meio da andlise que utilizou o agoritmo UPGMA
com o coeficiente de Pearson, que considera a den-
sidade de cada uma das bandas obtidas, dois gran-
des grupos foram formados, unidos em um baixo
nivel de similaridade, de apenas 23,4%, mas ndo
houve relacdo entre os agrupamentos obtidos e as
espécies conheci das de Bradyrhizobium e Rhizobium
(Figura 1). Também ndo houverel agdo entre os agru-
pamentos e a origem das estirpes, conforme obser-
vado em isolados de rizébios capazes de nodular o
feijoeiro, nos estudos conduzidos por Grange (2001)
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eMostasso et al. (2002). Os resultados obtidos nes-
te estudo revelam diversidade genética elevada en-
tre as estirpes nativas e confirmam que aandlise por
BOX-PCR é eficiente para discrimina-las, embora
nem sempre seja adequada nas avaliacdes
filogenéticas (Laguerre et a., 1997; Bangel, 2000;
Chueire et al., 2000b).

No campo dafilogeniade bactérias, grandesavan-
¢os tém sido obtidos pela andlise de genes conser-
vados, em especial a regido que codifica o
16SrRNA, considerada como altamente conserva-
da entre as bactérias mas, ao mesmo tempo, sufici-
entemente varidvel e com uma quantidade elevada
de informagdes, sendo capaz de revelar, claramen-
te, asrelachesfilogenéticas entre as espécies (Woese,
1987; Weisburg et al., 1991; Young et al., 1991,
Willems & Collins, 1993). A andlise por RFLP des-
saregido tem mostrado, também, altacorrelagio com
as relacdes filogenéticas, com a vantagem de maior
simplicidade e menor custo em relagcdo ao

Distancia genética
30 40 50 60 70

915

sequienciamento debases(Laguerreet a., 1992, 1994,
1996, 1997). No presente trabalho, quando
amplificadas com os oligonucleotideos Y1 e Y3, as
estirpes apresentaram um Unico produto com, apro-
ximadamente, 1.500 pb, exceto com a R43 que, re-
petidamente, apresentou problemas naamplificagdo,
0 que também ocorreu com algumas combinactes
de estirpes e enzimas. Laguerre et a. (1996) tam-
bém relataram que ndo foi possivel obter amplifica
¢80 dessa regido com algumas estirpes, 0 que pode
ocorrer por caracteristicas especificas do DNA.
Quando os produtos foram digeridos com cinco
enzimas de restri¢do e as bandas analisadas com o
agoritmo de UPGMA e o coeficiente de Jaccard,
gue consideraapresencaou ausénciade bandas, dois
grandes grupos foram obtidos, e se uniram em um
baixo nivel de similaridade, de 25,7% (Figura2).
Houve coeréncia entre os grupos obtidos e os géne-
ros Bradyrhizobium e Rhizobium e somente as es-
tirpesR17 e R35 apresentaram perfisidénticos. Den-

]

80 ) 100
- - = B. japonicum SEMIA 5080
R. tropici CIAT 899
R17
R11
R43
| B. elkanii  SEMIA 5019
| B. elkanii  SEMIA 587
R gallicum R602
R. giardinii  H 152
R45
— RO1
L Rs5

B. japonicum SEMIA 5079

RO5

Figura 1. Dendrograma genético das estirpes isoladas de guandu e caupi e de estirpes representativas de espécies de
Rhizobium e Bradyrhizobium, ap6s a andlise de agrupamento dos fragmentos obtidos pela amplificacéo do DNA por
PCR com o oligonucl eotideo especifico BOX. Andlise realizada com o algoritmo UPGMA e o coeficiente de Pearson.
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tro do segundo grupo, porém, essa técnica nao per-
mitiu a separacdo entre as espécies B. japonicum e
B. elkanii, confirmando que esse método nem sem-
pre é capaz de diferenciar espécies estreitamentere-
lacionadas, como B. japonicum/B. elkanii e
R. tropici/Agrobacterium spp. (Laguerreet al., 1994;
Chueireet al., 2000a).

Tem sido sugerido que, no caso de espécies es-
treitamenterelacionadas, um nivel maior de diferen-
ciacdo pode ser obtido pela anélise do espago
intergénico entre 0 16S e 0 23S rDNA. No presente
trabalho, quando os DNAsdas estirpesforam ampli-
ficados com os oligonucleotideos FGPS 1490 e
FGPS 132, osfragmentos obtidosforam detamanhos
diversos e algumas estirpes apresentaram mais de
um produto. Foram obtidos fragmentos com os se-
guintes pesos molecul ares aproximados: R11, 1.124;
RO5, 1.603; R01, 1.630eR45, 1.353. AsestirpesR17,
R35 e R43 produziram fragmentos de cerca de
1.414 pb easestirpesR17 e R35 apresentaram frag-
mentos adicionaiscom 535 e 540 pb, respectivamen-
te. A andlise de RFLP desses produtos com cinco
enzimas de restri¢do permitiu a separacdo das espé-
ciesB. japonicume B. elkanii, com um nivel desimi-
laridade de 38,1% (Figura 3). Contudo, aestirpeR11,
com crescimento rapido ereacdo écida(Tabela 1), foi
agrupadacom B. japonicum. Confirmaram-se, porém,

Distancia genética
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agunsresultados obtidos pelo RFLP-PCR daregido
16S, como asimilaridade elevadaentreaR05 eaR01
easimilaridadetotal daR17 comaR35 (Figura 3).
Segiiéncias parciais da regido que codifica o
16S rRNA foram obtidas paraasestirpesisoladasde
guandu e caupi e somente as bases confirmadas nas
direcbes 3' e 5’ foram consideradas para a andlise
filogenética. Essas seqliéncias variaram de 519 a
634 pb e foram submetidas ao banco de dados
“GenBank” (National Center for Biotechnology
Information, 2002). A comparacdo com as seqiién-
cias do “GenBank” mostrou que a RO1 apresentou
identidade total com a estirpe BDV 5102, classifi-
cada como Rhizobium espécie genémica Q, prova
velmente R. tropici, isolada de arbustos nativos na
Austrdlia (Lafay & Burdon, 1998). Asestirpes de
R. tropici IIA LMG 9518 e R. tropici SEMIA 4080
também apresentaram similaridade elevada com a
RO1 e a estirpe R05 se uniu a esse grupo com um
nivel de similaridade de 98,9% (Figura 4). Jaaes
tirpe R11 se uniu ao grupo da R. gallicum e
Rhizobium sp. estirpe USDA 1920 em um nivel
de 97,4% e a0 outro grupo de estirpes de Rhizobium,
em um nivel de 95,2%. Houve, portanto, coeréncia
entre o sequenciamento e a caracterizacéo

O

100
]
R. giardinii H 152
R. gallicum R 602
r———— ROl
L RO5
R11
R. tropici 11B CIAT 899
| R17
| Rss
B. elkanii SEMIA 5019
B. japonicum SEMIA 5079
B. japonicum SEMIA 586
R45
B. elkanii SEMIA 587

Figura 2. Dendrogramagenético das estirpesisoladas de guandu e caupi e de estirpes representativas
de espécies de Rhizobium e Bradyr hizobium, ap6s a andlise de agrupamento dos fragmentos obtidos
por RFLP-PCR daregido correspondenteao 16S rRNA, com asenzimasderestricdo Cfol, Hinfl, Mspl,
Ndell e Rsal. Andlise realizada com o algoritmo UPGMA e o coeficiente de Jaccard.
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I B. japonicum SEMIA 5079
| B. japonicum SEMIA 586
R11
R17
J_ R35
R43
B. elkanii SEMIA 5019
B. elkanii SEMIA 587
R45
R. tropici 1B CIAT 899
R. giardinii H 152
i R. gallicum R 602
RO1

—
L Ros

Figura 3. Dendrogramagenético das estirpesisol adas de guandu e caupi e de estirpesrepresentativasde
espécies de Rhizobium e Bradyrhizobium, apds a andlise de agrupamento dos fragmentos obtidos por
RFLP-PCR daregido correspondente a0 espago intergénico entre 0 16S rRNA e 0 23SrRNA, com as
enzimas de restricdo Cfol, Hinfl, Mspl, Ndell e Rsal. Andlise realizada com o agoritmo UPGMA e o
coeficiente de Jaccard.
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86 88 90 92 94 96 98 100

| IS S IS S T | PR PR Rol
Rhizobium gsp. Q BDV 5102
R. tropici 1A LMG 9518
R. tropici SEMIA 4080
RO5
—

R. tropici 1B CIAT 899

R. leguminosarum  ATCC 8002
R. giardinii H 152

R. gallicum R 602

Rhizobiumsp.  USDA 1920
R11

R17
4‘ R35
B. elkanii  SEMIA 587
1 —— B.elkanii  SEMIA 5019
— B.japonicum  SEMIA 5080
— ®
B. japonicum  SEMIA 5079
Figura 4. Dendrograma (UPGMA) mostrando as relaces genéticas entre os genes 16SrRNA das
estirpes isoladas de guandu e caupi e de estirpes representativas de espécies de Rhizobium e
Bradyrhizobium. Andlise realizada com o algoritmo UPGMA.
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morfoldgica, bem como com o RFLP da regido
16S rRNA. As estirpes de B. japonicumforam agru-
padas em um nivel de 96,6% e esse grupo apresen-
tou uma similaridade de 85,6% com o0 género
Rhizobium. As estirpes R17 e R35 apresentaram
identidade total com a estirpe de B. elkanii
SEMIA 587. A SEMIA 587, por sua vez, mostrou
99% de similaridade com B. elkanii USDA 767
(U35000), estirpe padréo dessa espécie (Chueire
et a., 20008). Ja a R45 apresentou similaridade de
98,5% com B. japonicum SEMIA 5079 (Figura 4).
As seqiiénciasdasestirpesR01, R05, R11, R17, R35
e R45 foram depositadas no “Genbank database”
(National Center for Biotechnology Information,
2002) ereceberam os nimerosde acessoAY 117670
aAY 117675, respectivamente. A diferenca entre o
posicionamento da estirpe R11 quanto as caracte-
risticas in vitro (Tabela 1), que concordam com as
andlises da regido 16SrRNA (Figuras 2 e 4), mas
que diferem da analise por RFLP do espaco
intergénico 16S — 23S rRNA (Figura 3), reflete di-
ferencas entre essas regides génicas que precisam
ser melhor investigadas.

Conclusao

Estirpes de rizobio nativas daregido dos tabulei-
ros costeiros, identificadas por apresentar capacida-
de elevada de fixag&o biolégica do nitrogénio em
associagcdo com caupi e guandu, apresentam diver-
sidade genética elevada entre si e s8o posicionadas
taxonomicamente nos géneros Rhizobium e
Bradyrhizobium.
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