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Resumo — O objetivo deste trabalho foi confrontar as sequéncias parciais do gene 16S rRNA de estirpes padréo
de rizébios com as de estirpes recomendadas para a produgdo de inoculantes no Brasil, com vistas a verificacao
da confiabilidade do sequenciamento parcial desse gene para a identificacdo répida de estirpes. Foram
realizados sequenciamentos através de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) com iniciadores relativos a regido
codificadora do gene 16S rRNA entre as bactérias estudadas. Os resultados foram analisados pela consulta de
similaridade de nucleotideos aos do “Basic Local Alignment Search Tool” (Blastn) e por meio da interpretacdo
de arvores filogenéticas geradas usando ferramentas de bioinformatica. A classificagcdo taxondmica das estirpes
Semia recomendadas para inoculagdo de leguminosas com base em propriedades morfoldgicas e especificidade
hospedeira nao foi confirmada em todas as estirpes. A maioria das estirpes estudadas, consultadas no Blastn, é
consistente com a classificacao proposta pela construcao de arvores filogenéticas das sequéncias destas estirpes,
com base na similaridade pelo sequenciamento parcial do gene considerado.

Termos para indexacdo: Bradyrhizobium, Rhizobium, filogenia.

Characterization of rhizobia indicated for inoculant production
using 16S rRNA partial sequencing

Abstract — The aim of this work was to compare the partial sequences of 16S rRNA gene of rhizobia strain
patterns already classified with strains recommended for the production of inoculants in Brazil, in order
to verify the reliability of partial sequencing of the gene for the purpose of rapid identification of strains.
Polymerase Chain Reaction (PCR) sequencing using primers on the coding region of the 16S rRNA gene
among the bacteria studied was conducted. The results were analyzed by consulting the nucleotides’ similarity
based on Basic Local Alignment Search Tool (Blastn) and by interpreting the phylogenetic trees generated by
bioinformatic tools. The taxonomic classification of Semia strains recommended for legume inoculation based
on morphological properties and host specificity was not confirmed in all strains. The similarity of the Blastn
consultation by partial sequencing of the gene found in strains studied is consistent with the classification
proposed by the construction of a phylogenetic tree of sequences of strains in most cases.

Index terms: Bradyrhizobium, Rhizobium, phylogeny.

Introducéo Existem colegdes de estirpes

isoladas

A inoculagdo de bactérias diazotroficas simbioticas
em algumas leguminosas de importancia agrondmica
dispensa a aplicacéo de adubos nitrogenados nos solos,
0 que reduz o custo de producdo, e prové equilibrio
ambiental. Contudo, a indicacdo de uma estirpe de
rizébio como inoculante comercial requer estudos
que permitam avaliar seu potencial para estabelecer
a associacdo, fixar simbioticamente o nitrogénio e
competir com outras bactérias nativas no solo.

Pesq. agropec. bras., Brasilia, v.44, n.4, p.384-391, abr. 2009

recomendadas, porém muitas ainda requerem uma
classificagdo sistemdatica adicional que permita um
agrupamento e uma diferenciacdo mais apropriada,
além de novas identificacdes, que possibilite uma
recomendacdo adequada do uso dessas estirpes
bacterianas.

No Brasil, a recomendacdo de estirpes de
rizobios ficou a cargo da Rede de Laboratorios
para Recomendacgdo, Padronizacdo e Difuséo de
Tecnologia de Inoculantes Microbianos de Interesse
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Agricola (Relare). A Fundagdo Estadual de Pesquisa
Agropecuaria (Fepagro) tem a atribuicdo de manter
uma colecdo e preservar e distribuir as estirpes
para as industrias. Essa colecdo € reconhecida
internacionalmente, porém ainda faltam estudos e
informagdes taxondmicas sobre as estirpes, com base em
métodos moleculares aceitos atualmente. As estirpes da
colegdo da Fepagro sdo classificadas como Rhizobium
meliloti, R. leguminosarum, Bradyrhizobium japonicum,
Bradyrhizobium sp., R. fredii ou R. loti, com base no
grupo de inoculagao cruzada, no crescimento rapido ou
lento e na reagdo acida ou alcalina em meio de cultura
que contém manitol como fonte de carbono (Fundacao
Estadual de Pesquisa Agropecuaria, 1999).

Nas analises que consideram o gene 16S rRNA, os rizobios
(alfaproteobactérias da ordem Rhizobiales), classificados
inicialmente apenas na familia Rhizobiaceae, foram
classificados nas familias Rhizobiaceae (géneros
Rhizobium, Sinorhizobium e Ensifer), Phyllobacteriaceae
(Mesorhizobium), Bradyrhizobiaceae (Bradyrhizobium)
e Hyphomicrobiaceae (Azorhizobium) (Garrity &
Holt, 2001). S&o descritas 54 espécies até 0 momento,
das quais 23 sdo representantes do género Rhizobium
(inclusive as bactérias do antigo género Agrobacterium
e Allorhizobium), 11 do género Ensifer, uma do género
Sinorhizobium, 11 do género Mesorhizobium, seis do
género Bradyrhizobium e duas do género Azorhizobium
(Garrity et al., 2007).

A caracterizacdo de estirpes da cole¢do, que considera
genes conservados e simbidticos, € essencial para
comparar e identificar os rizobios nativos dos solos
brasileiros e para entender as relagdes entre planta e
simbionte. Essa classificacdo pode ser realizada com
marcadores moleculares. O produto do gene 16S rRNA é
o principal componente da subunidade ribossomica menor
dos procariotos (Brosius et al., 1978), constituida por
moléculas de acido ribonucleico e proteinas, a qual ¢ parte
do maquinario celular responsavel pela sintese proteica.
Assim, esse gene estd presente em todas as bactérias,
apresenta caracteristicas conservativas ao longo daevolugéo
e pode servir como indicador de como 0s microrganismaos
estiveram relacionados durante a evolugdo ao longo de
milhdes de anos (Olsen & Woese, 1993). Ferramentas que
possibilitem a identificacdo de estirpes de maneira rapida,
segura e com baixo custo sdo de extrema importancia.

O objetivo deste trabalho foi confrontar as sequéncias
parciais do gene 16S rRNA de estirpes padréo de rizébios
com as de estirpes recomendadas para a producdo

de inoculantes no Brasil, com vistas a verificagao da
confiabilidade de sequenciamento parcial desse gene
para a identificagdo rapida de estirpes.

Material e Métodos

Os organismos utilizados neste trabalho néo
oferecem risco para 0 meio ambiente e salide humana,
encaixando-se no padrdo de biosseguranga NB-1.
As estirpes padrdo utilizadas foram obtidas no
Laboratorium voor Microbiologie da Universiteit Gent
(Bélgica) e no Laboratorie de Microbiologie de Soils
do Institut Scientifique de Recherche Agronomique
(INRA, Franca). As estirpes Semia (Secdo de
Microbiologia Agricola da Secretaria da Agricultura
do Rio Grande do Sul) foram obtidas na Fepagro.
Todas foram cultivadas e mantidas no Laboratorio de
Bioguimicade MicrorganismosePlantas, Departamento
de Tecnologia, Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias, Universidade Estadual Paulista.

As estirpes foram cultivadas e mantidas em meio
“yeast mannitol agar” (YMA) (Vincent, 1970), com
vermelho-congo, em estufa BOD, a 28°C. Foram
posteriormente transferidas repetidamente (trés vezes)
para meio “triptone-yeast medium” (TY) (Beringer,
1974) s6lido, com a finalidade de diminuir a producao de
exopolissacarideos, e, entdo, cultivadas durante 48 horas
a 28°C sob agitacdo de 180 rpm em meio de cultivo TY
liquido. A suspensdo de bactérias foi centrifugada a
12.000 g, por 30 min, a 4°C. O sedimento foi lavado
com NaCl 0,85%, para a remogao de polissacarideos
extracelulares e possiveis residuos do meio de cultivo.
Asuspensdo foi novamente centrifugada para a obtencédo
das células, que foram utilizadas para a extracdao do
DNA.

A extracdo do DNA genomico das bactérias seguiu
0 procedimento descrito por Sambrook et al. (1989).
Nos célculos da concentragao do DNA, considerou-se que
uma unidade de absorbancia a 260 nm equivale a 50 pg de
DNA por mililitro de solucdo (Sambrook et al., 1989) e,
na confirmagao da concentragao, foi realizada comparagao
da intensidade das bandas de pGEM com concentragdes
conhecidas, por meio de eletroforese em gel de agarose
a0,8%.

Na amplificagdo da sequéncia conservada do gene
16S rRNA, foram utilizados iniciadores universais
pA“forward” 5’ ~AGAGTT TGATCC TGG CTCAG-3’,
localizacdoemE. coli: bases8a27,epcSB “reverse” 5’—
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TACCTTGTTACGACT T-3’, localizagdo em E. coli:
bases 1507 a 1492 (Wilson et al., 1990), o que resultou
em fragmentos de sequéncias de aproximadamente
1,5 kb. As reagdes de PCR (reacdo em cadeia da
polimerase) utilizaram tampdo 20 mM Tris-HCI,
pH 8,4, contendo 50 mM KCI, 200 uM de cada
deoxinucleotideo, 1,5 mM de MgCl,, 50 pmols de cada
iniciador, 2,5 U de Taqg DNA polimerase (Invitrogen,
Brasil) e 50 ng de DNA, agua Milli-Q (Millipore)
previamente filtrada para um volume final de 50 pL.
As amostras foram colocadas em um termociclador
modelo PTC-100 (MJ Research Inc., EUA), para
amplificacdo do gene, com o programa: 2 min a 94°C;
30 ciclos de 50°C por 30 s, 72°C por 60 s, 94°C por
30 s; 5 min a 72°C.

Os produtos da PCR foram purificados usando a
enzima ExoSAP-IT (USB) antes do sequenciamento.
Para tal, foram adicionados 2 pL da enzima a
5 uL do produto de PCR, que foram mantidos
a 37°C por 15 min para degradar o excesso de
iniciadores e nucleotideos da reacdo. As amostras
foram posteriormente mantidas a 80°C por 15 min,
para a inativagdo da enzima ExoSAP-IT (USB).
As amplificagdes por PCR para sequenciamento
dos fragmentos do gene 16S rRNA previamente
obtidos foram realizadas em microplacas usando 0s
iniciadores pA-F e pc5B-R de forma independente.
Foram utilizados: 0,4 pL de “DNA sequencing” (Big
Dye Terminator Cycle Sequencing — Ready ABI
Prism, versdo 3); 3,2 pmols do iniciador (ora pA-F,
ora pc5B-R); 100 ng do amplicom molde; 4,6 pL
de tampao (400 mM Tris-HCI, pH 9; 10 mM de
MgCl,); e agua Milli-Q para um volume final de
10 pL. Para a precipitagdo, foram adicionados
80 pL de isopropanol 75% as amostras, que foram
agitadas ligeiramente e, apds 15 min em repouso, a
temperatura ambiente, foram centrifugadas a 3.220 g
por 45 min, a 20°C. O sobrenadante foi descartado e
a placa deixada por 5 min em temperatura ambiente,
invertida, sobre papel absorvente. Foram adicionados
200 uL de etanol 70% e a microplaca foi submetida
a centrifugacdo a 3.220 g por 10 min, a 20°C. Entéo,
0 sobrenadante foi novamente dispensado e a placa
novamente invertida sobre papel absorvente e
submetida a uma breve centrifugacdo. As amostras
foram secas em fluxo laminar, por 30 min.
A desnaturacéo foi realizada com formamida Hi-Di
(P/N 4311320, Applied Biosystems, EUA), a 95°C,
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por 5 min, seguida pelo sequenciamento no ABI Prism
3700 DNA Analyzer (Applied Biosystems).

A verificacdo da qualidade das sequéncias geradas foi
realizadapelo programa Sequencing Analysis 3.4 (Applied
Biosystems), que gerou arquivos com o eletroforetrograma
de cada sequéncia. Esses eletroforetrogramas foram
inicialmente analisados com o auxilio dos programas
Phred (Ewing et al., 1998), Phrap e Consed (Gordon et al.,
1998), e os arquivos foram analisados pelo programa
“practical extraction and reporting language” (Perl —
linguagem pratica para extrago e relatorios) desenvolvido
no laboratdrio, e aqueles que tiveram as sequéncias com
menos de 100 nucleotideos com qualidade inferior a 20
foram descartados, para permitir maior confiabilidade nos
resultados. Em seguida, as sequéncias foram submetidas
a consulta de similaridade de nucleotideos por meio do
programa Blastn (“Basic Local Alignment Search Tool”)
(Altschul et al., 1997), para comparacdo com sequéncias
homologas depositadas no banco de dados publico
mundial GenBank (National Center for Biotechnology
Information — NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

As sequéncias alinhadas e o consenso foram
visualizados e analisados no editor de sequéncias
Consed (Gordon et al., 1998). Esse alinhamento foi
feito pelo programa Clustalx v.1.81 (Thompson et al.,
1997) com base no gene 16S rRNA, com o proposito de
agrupar as bactérias nos respectivos géneros, usando
os seguintes parametros: “Pairwise Alignment” (Gap
Opening 10.00, Gap Extension 0.10), “Multiple
Alignment” (Gap Opening 10.00, Gap Extension 0.10).
Para matriz de distancia das arvores filogenéticas, foi
utilizado o algoritmo Jukes-Cantor (Jukes & Cantor,
1969) e o0 método “neighbor-joining” de construcdo
de filogramas, que foram processados pelo programa
de Analise Genética de Evolucao Molecular Mega3
(Kumar et al., 2004) aplicando um *“bootstrap” de
1.000 vezes para inferéncia estatistica. Para efeito
de comparag¢ao com as arvores filogenéticas, obtidas
a partir das sequéncias das estirpes estudadas, foram
construidas também arvores filogenéticas, tanto pela
direcdo “forward” quanto pela direcdo “reverse”, com
sequéncias obtidas do GenBank de estirpes que tiveram
aregido que codifica o gene 16S rRNA sequenciada por
completo.

Resultados e Discussao

A qualidade do sequenciamento dos produtos de
PCR purificados, tanto no sentido “forward” como
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no “reverse”, foi adequada e produziu sequéncias
de 200 a 600 ph. O resumo dos relatérios obtidos do
Blastn encontra-se na Tabela 1. A disponibilidade de
numerosas sequéncias de nucleotideos derivadas dos
genes 16S rRNA, depositadas em bancos de dados
publicos, ampliou e facilitou a identificagao de bactérias
diazotrdficas. A qualidade das sequéncias utilizadas
neste trabalho foi amplamente assegurada, ainda que
as sequéncias fossem parciais. Por terem sido feitas
algumas repeticdes, foram utilizados os programas
Phrap e Consed, para a avaliacdo da qualidade por
meio da obtencdo de sequéncias-consenso.

A maior parte das sequéncias das estirpes padrao e
das estirpes recomendadas para inoculagéo, tanto pelo
sentido “forward” quanto pelo “reverse”, apresentaram
correspondéncia com suas respectivas parentais
na sequéncia de bases dessa regido cromossdmica
conservada em relacdo a identidade de sequéncias.
Entretanto, a Semia 6069 (Bradyrhizobium sp.)
apresentou homologia com sequéncias de Rhizobium
sp.; a Semia 6161 (Bradyrhizobium sp.) e Semia 6162
(Bradyrhizobium sp.) apresentaram homologia com
Ensifer sp.; a Semia 3012 (Rhizobium leguminosarum
bv. viceae) e Semia 396 (R. leguminosarum bv. viceae)
apresentaram homologia com Mesorhizobium sp.;
a Semia 6168 (Bradyrhizobium sp.) apresentou
homologia com R. tropici e a Semia 6153
(Bradyrhizobium sp.) apresentou homologia com
Sinorhizobium xinjiangensis. Em todos estes casos as
homologias foram verificadas em ambos os sentidos
das sequéncias obtidas.

Menna et al. (2006) estudaram 66 estirpes de rizobios
Semia pelo sequenciamento do gene 16S rRNA e pela
construgdo de arvores filogenéticas e detectaram que
ndo ha uma relacdo evidente entre a diversidade do
gene 16S rRNA dessas estirpes ¢ a especificidade de
suas plantas hospedeiras. Muitas delas, quando tiveram
suas sequéncias comparadas no banco de dados
Blastn, apresentaram classificagdo diversa a sugerida
pela Mircen (Microbial Resources Centre Network).
Os autores concluiram que o conhecimento genético
sobre essas estirpes ainda ¢ bastante deficiente. Vinte e
duas das estirpes estudadas por Menna et al. (2006) sdo
coincidentes com as do presente estudo.

As sequéncias das estirpes Semia 103, Semia 396,
Semia 6157, Semia 6161 e Semia 6192, depositadas
no banco de dados mundial (NCBI) por Menna e
colaboradores, permaneceram entre as cinco com maior

identidade de sequéncias com aquelas do presente
estudo quando analisadas no Blastn. Além destas, as
estirpes Semia 135, Semia 587, Semia 656, Semia 695,
Semia 816, Semia 2051, Semia 3007, Semia 5019,
Semia 5080, Semia 6145, Semia 6156, Semia 6158,
Semia 6168, Semia 6175 e Semia 6319 apresentaram
identidade de sequéncias com as espécies das estirpes
semelhantes, que foram sequenciadas por Menna.
Atualmente, Semia 396, Semia 6161 e Semia 6168 tém
como classificagdo, respectivamente, R. leguminosarum
bv. viciae, Bradyrhizobium sp. e Bradyrhizobium sp.
Entretanto, de acordo com o0s resultados obtidos
por Menna et al. (2006) e os do presente estudo,
essas estirpes deveriam ser classificadas como
Rhizobium sp., Ensifer sp. e Mesorhizobium ciceri,
respectivamente. Também, as estirpes Semia 587,
Semia 5019, Semia 6157, Semia 6158 e Semia 6175
ficaram agrupadas com B. elkanii, enquanto a estirpe
Semia 5080 ficou agrupada com B. japonicum nas
arvores construidas neste trabalho, o que corrobora os
resultados de sequenciamento do gene 16SrRNA obtidos
por Mennaetal. (2006). Observa-se que algumas dessas
22 estirpes coincidentes ndo apresentaram identidades
de sequéncias. E o caso da estirpe Semia 384, cuja
classificac@o atual ¢ de R. leguminosarum bv. trifolii,
que manteve esta classificagdo no presente trabalho,
embora Menna et al. (2006) tenham sugerido classifica-
la como R. etli, e 0 caso da estirpe Semia 6069 que
apresentou identidade de sequéncia com Rhizobium
sp. no presente estudo, cuja classificagdo atual ¢
Bradyrhizobium sp., e proposta como B. elkanii por
Menna et al. (2006).

As sequéncias “forward” e “reverse”, obtidas do
Genbank (NCBI), produziram arvores idénticas,
conforme o esperado, e dividiram as estirpes em
alguns grupos (Figura 1). As estirpes de B. japonicum e
B. elkani formaram um grupo monofilético. As estirpes
Mesorhizobium mediterraneum, M. tianshanense,
M. amorphae, M. huaikuii, M. plurifarium, M. loti
e M. ciceri formaram outro grupo monofilético.
As estirpes de Ensifer terangae, E. meliloti e E. fredii
formaram um grupo mais proximamente relacionado
ao grupo monofilético das estirpes de Rhizobium
(R. leguminosarum, R. etli, R. tropici, R. mongolense,
R. gallicum, R. yanglingense, R. galegae, R. huautlense,
R. undicola e R. giardinii). Na arvore filogenética
construida pelo sentido “forward” com as estirpes
estudadas, foi observada uma clara divisdo de um
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grupo de Bradyrhizobium em dois subgrupos: um
subgrupo composto por Bradyrhizobium sp. (estirpes
Semia 587, Semia 6157, Semia 6175, Semia 656,
Semia 6156, Semia 928, Semia 6154 e Semia 5019)
agrupado com a espécie B. elkanii; e outro subgrupo
que contém Bradyrhizobium sp. (estirpes Semia 929,
Semia 6145, Semia 5080 e Semia 6144) agrupado
com B. japonicum (Figura 2). Na arvore construida
pelo sentido “reverse”, foi observado o mesmo tipo de
agrupamento, porém o grupo monofilético das estirpes
semelhantes a B. elkanii incluiu as mesmas da arvore
“forward”, com excecdo das Semia 928 e Semia 6154,
que, nesta arvore, entraram no grupo de B. japonicum,
e incluiu também as Semia 695 e Semia 6158, que na
arvore “forward” formavamum grupo a parte (Figura 3).
O grupo de estirpes semelhantes a B. japonicum da
arvore obtida pela dire¢do “reverse” compreendeu
Semia 929, Semia 6145 e Semia 5080 (como na arvore
“forward”), além das estirpes Semia 6319, Semia6192e
Semia 6209 (que estavam em um grupo a parte na arvore
“forward”) e Semia 928 e Semia 6154 (que estavam
proximas a estirpes de B. elkanii na outra arvore).
A dificuldade em separar espécies de Bradyrhizobium
deve-se a baixa variabilidade genética entre elas, o
que impossibilita, muitas vezes, a diferenciacdo entre
B. japonicum e B. elkanii (Chueire et al., 2000).

Na arvore construida pelo sentido “forward”, as
estirpes de Rhizobium, Ensifer e Mesorhizobium
permaneceram intercaladas, formando  grupos

100 ~ Rhizobium leguminosarum
Rhizobium etli
Rhizobium tropici
Rhizobium yanglingense
98LE Rhizobium mongolense
90 “— Rhizobium gallicum
Rhizobium galegae
100 - Rhizobium huautlense
Rhizobium undicola
41 Rhizobium giardinii
Ensifer terangae

99 Ensifer fredii

90— Ensifer meliloti

100 [ Mesorhizobium loti
Mesorhizobium ciceri

52— Mesorhizobium tianshanense
1001 Mesorhizobium mediterraneum
53 Mesorhizobium huakuii

92 — Mesorhizobium plurifarium

34" Mesorhizobium amorphae
——— Bradyrhizobium japonicum
100 ——— Bradyrhizobium elkanii

—
0,01

polifiléticos, como ocorreu na arvore construida pelo
sentido “reverse” do 16S rRNA. A arvore obtida pelo
sentido “reverse” formou um grupo composto pelas
estirpes de Mesorhizobium LMG 17148, LMG 14107,
Semia 3012, Semia 816 e Semia 396. Embora a
estirpe Semia 396 seja classificada atualmente como
R. leguminosarum bv. viceae, segundo este trabalho e
0 de Menna et al. (2006) essa estirpe corresponde a
Mesorhizobium sp. As estirpes de Ensifer LMG 149109,
LMG 18864, Semia 6153, Semia 103, Semia 135,
Semia 6161 e Semia 6162 permaneceram proximas
entre si e mais diretamente relacionadas ao conjunto
de estirpes de Rhizobium sp., composto por H152,
Semia 6168, Semia 2002, Semia 4080, Semia 6069,
Semia 2051, Semia 344, Semia 3025, Semia 384,
Semia 3007, Semia 2050 e LMG 19592. E importante
observar que as estirpes Semia 6162 e Semia 6168,
ambas classificadas atualmente como Bradyrhizobium
sp., pelos resultados deste trabalho e os de Menna et al.
(2006) deveriam ser reclassificadas como Ensifer sp. e
Rhizobium sp., respectivamente. As estirpes Semia 384
e Semia 6069, classificadas como R. leguminosarum
bv. trifolii e Bradyrhizobium sp., respectivamente, de
acordo com a arvore obtida pelo sentido “forward” e
pelo sentido “reverse” permaneceram agrupadas com
estirpes de Rhizobium, diferentemente do sugerido por
Menna et al. (2006), o que confirmou os resultados da
analise de similaridade (Blastn).

99 — Rhizobium leguminosarum
63 Rhizobium etli

99 Rhizobium tropici

Rhizobium yanglingense
57 99 Rhizobium mongolense
88 “— Rhizobium gallicum

r Rhizobium galegae
100 Rhizobium huautlense

Rhizobium undicola
52 Rhizobium giardinii
Ensifer terangae
Ensifer fredii
92 Ensifer meliloti

100 [ Mesorhizobium loti
Mesorhizobium ciceri

B — Mesorhizobium tianshanense
100 Mesorhizobium mediterraneum
55 Mesorhizobium huakuii
93 [ Mesorhizobium amorphae
33— Mesorhizobium plurifarium
— Bradyrhizobium japonicum

100 “—— Bradyrhizobium elkanii

—
0,01

Figura 1. Arvores filogenéticas baseadas nas sequéncias parciais do gene 16S rRNA obtidas pelo sentido “forward”
(a esquerda) e “reverse” (a direita), no Genbank. Valores de “bootstrap” estdo indicados na arvore.
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Informagdes sobre a estrutura das populacdes
de rizébios, bem como sobre a evolucdo dos
microssimbiontes, sdo importantes, porque podem
contribuir ndo s6 para delinear estratégias que
visem maximizar o processo de fixagdo biologica do
nitrogénio, como também para obter informagdes
sobre a evolucdo da simbiose (Grange et al., 2007).
A classificacdo taxondmica das estirpes Semia
recomendadas para inoculacdo de leguminosas
previamente disponiveis na Fepagro, elaborada com

SEMIA-587 Bradyrhizobium elkanii
SEMIA-6157 Bradyrhizobium sp.
SEMIA-6175 Bradyrhizobium sp.
SEMIA-656 Bradyrhizobium sp.
SEMIA-6156 Bradyrhizobium sp.
SEMIA-928 Bradyrhizobium sp.
100l SEMIA-6154 Bradyrhizobium sp.

1— SEMIA-5019 Bradyrhizobium elkanii
SEMIA-929 Bradyrhizobium sp.
SEMIA-6145 Bradyrhizobium japonicum
57— SEMIA-5080 Bradyrhizobium japonicum

98— SEMIA-6144 Bradyrhizobium japonicum
SEMIA-103 Ensifer sp.
SEMIA-816 Mesorhizobium sp.
SEMIA-344 Rhizobium leguminosarum
H152 Rhizobium sp.
SEMIA-3025 Rhizobium sp.
® SEMIA-384 Rhizobium sp.
SEMIA-4080 Rhizobium sp.

57— @ SEMIA-6069 Rhizobium sp.
77 LMG-14107 Mesorhizobium sp.

n LMG-18254 Rhizobium sp.

LMG-17148 Mesorhizobium sp.

62 SEMIA-2050 Rhizobium sp.

98 LMG-19592 Rhizobium sp.
86|| ——— SEMIA-6153 Ensifer sp.
SEMIA-2051 Rhizobium sp.
100 LMG-18864 Ensifer sp.
92 LMG-14919 Ensifer sp.
100 ——— A SEMIA-6161 Ensifer sp.
00— SEMIA-135 Ensifer sp.

SEMIA-3012 Mesorhizobium sp.
A SEMIA-396 Mesorhizobium sp.
SEMIA-6162 Ensifer sp.

A SEMIA-6168 Rhizobium sp.
SEMIA-2002 Rhizobium sp.

SEMIA-3007 Rhizobium sp.

82~ SEMIA-695 Bradyrhizobium sp.
SEMIA-6158 Bradyrhizobium sp.
SEMIA-6319 Bradyrhizobium sp.
SEMIA-6192 Bradyrhizobium sp.
100 SEMIA-6209 Bradyrhizobium sp.

83

73

94

0.1
Figura 2. Arvore filogenética baseada nas sequéncias
parciais do gene 16S rRNA das estirpes estudadas, obtidas
pelo sentido “forward”. A, estirpes que neste trabalho e no
de Menna et al. (2006) obtiveram classificacdo diferente
da atualmente conhecida; e, estirpes que neste trabalho
obtiveram classificagdo diferente da sugerida por Menna
et al. (2006). Valores de “bootstrap” estdo indicados na
arvore.
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base em propriedades morfologicas e especificidade
hospedeira, foi confirmada para a maior parte das
estirpes. Entretanto, algumas foram identificadas como
pertencentes a outros géneros. As estirpes Semia 6162,
Semia 6161, Semia 6153 e Semia 6144, que sdo
classificadas como Bradyrhizobium sp. neste trabalho,
foram caracterizadas como estirpes do género Ensifer.
As estirpes Semia 3012 e Semia 396, classificadas como

SEMIA-6319 Bradyrhizobium sp.
SEMIA-929 Bradyrhizobium sp.
SEMIA-5080 Bradyrhizobium japonicum
SEMIA-928 Bradyrhizobium sp.
SEMIA-6145 Bradyrhizobium japonicum

9611
50— SEMIA-6154 Bradyrhizobium sp.
SEMIA-6209 Bradyrhizobium sp.
100 SEMIA-6192 Bradyrhizobium sp.

SEMIA-695 Bradyrhizobium sp.
SEMIA-6175 Bradyrhizobium sp.
SEMIA-656 Bradyrhizobium sp.
1007 SEMIA-6158 Bradyrhizobium sp.
SEMIA-6156 Bradyrhizobium sp.

SEMIA-587 Bradyrhizobium elkanii
SEMIA-6157 Bradyrhizobium sp.

69— SEMIA-5019 Bradyrhizobium elkanii
LMG-17148 Mesorhizobium sp.
SEMIA-3012 Mesorhizobium sp.
A SEMIA-396 Mesorhizobium sp.
SEMIA-816 Mesorhizobium sp.
LMG-14107 Mesorhizobium sp.

45
43

52
2

LMG-18864 Ensifer sp.
36 ’7 SEMIA-6153 Ensifer sp.
H152 Rhizobium sp.
SEMIA-103 Ensifer sp.
SEMIA-135 Ensifer sp.
94| A SEMIA-6161 Ensifer sp.
SEMIA-6162 Ensifer sp.
99 A SEMIA-6168 Rhizobium sp.
19 80 SEMIA-2002 Rhizobium sp.
— SEMIA-4080 Rhizobium sp.
7— @ SEMIA-6069 Rhizobium sp.
37 r SEMIA-2051 Rhizobium sp.
3 |> SEMIA-344 Rhizobium leguminosarum
1002 Hi LMG-19592 Rhizobium sp.
3 SEMIA-3025 Rhizobium sp.
® SEMIA-384 Rhizobium sp.
SEMIA-3007 Rhizobium sp.
SEMIA-2050 Rhizobium sp.
SEMIA-6144 Bradyrhizobium japonicum
LMG-18254 Rhizobium sp.

0,03
Figura 3. Arvore filogenética baseada nas sequéncias
parciais do gene 16S rRNA das estirpes estudadas, obtidas
pelo sentido “reverse”. A, estirpes que neste trabalho e no
de Menna et al. (2006) obtiveram classificagdo diferente
da atualmente conhecida; e, estirpes que neste trabalho
obtiveram classificagdo diferente da sugerida por Menna
et al. (2006). Valores de “bootstrap” estdo indicados na
arvore.
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R. leguminosarum bv. viciae, foram caracterizadas
como Mesorhizobium sp. neste trabalho; as estirpes de
Bradyrhizobium sp. Semia 6168 e Semia 6069 foram
identificadas como pertencentes ao género Rhizobium.
Ao se considerarem as arvores filogenéticas, observa-
se que a grande maioria dos grupos monofiléticos
formados obedecem as classificagcdes realizadas pela
consulta ao Blastn.

Concluséao

O sequenciamento parcial da regido do gene
16S rRNA ¢ suficiente para a identificacdo de estirpes
de rizébios com base na similaridade desse gene no
Blastn.
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