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| B APRESENTACAO ]

As diversas pesquisas desenvolvidas, no Brasil, com a simbiose
entre bactérias do género Bradyrhizobium e a soja fazem com que a
cultura seja independente da aplicacao de fertilizantes nitrogenados. Es-
tima-se que essa simbiose resulte em uma economia, para o pais, de
cerca de 1,5 bilhées de ddlares por safra, que deixam de ser gastos
com a compra de fertilizantes nitrogenados. Consequentemente, a via-
bilidade econémica do cultivo dessa leguminosa deve-se a acao dessas
bactérias, sendo comercializadas, anualmente, cerca de 13 milhdes de
doses de inoculantes para a cultura da soja. No caso do feijoeiro, a
produtividade média nacional, uma das mais baixas do mundo, também
pode ser incrementada, a um baixo custo, pelo uso de inoculantes, uma
vez que novas estirpes de Rhizobium, eficientes e competitivas, foram
recentemente identificadas pela pesquisa.

Os avancos nas técnicas de biologia molecular permitem uma
melhor definicdo taxondmica das espécies de bactérias. No Brasil, os
inoculantes comerciais devem carregar, exclusivamente, as estirpes re-
comendadas pela pesquisa, tornando necessaria a identificacao precisa
das mesmas, particularmente para atender as novas demandas da legis-
lacdo do Mercosul. Desse modo, neste boletim, foram desenvolvidas
metodologias que permitiram a classificacdo taxondémica das estirpes
recomendadas para as culturas da soja e do feijoeiro. Essas metodologias
poderao ser aplicadas, também, as demais estirpes recomendadas, pela
pesquisa, para cerca de 90 leguminosas de graos, forrageiras, de adu-
bacao verde e arbdéreas cultivadas no Brasil.

José Renato Boucas Farias

Chefe Adjunto de Pesquisa e Desenvolvimento
Embrapa Soja
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Classificacdo taxonémica, baseada na
caracterizacdo molecular, das estirpes
de rizobio recomendadas para as
culturas da soja e do feijoeiro

Ligia Maria de O. Chueire’, Eliane Bangel?, Magda C. Ferreira®,
Luciana Grange®, Rubens J. Campo’, Fabio L. Mostasso?®,
Diva de S. Andrade?, Fabio O. Pedrosa®, Mariangela Hungria’

RESUMO: As culturas da soja [G/ycine max (L.) Merrill] e do feijoeiro
(Phaseolus vulgaris) sao de grande importancia econémica e social
para o Brasil e ambas podem ser capazes de suprir suas necessida-
des do nutriente nitrogénio pela simbiose com bactérias da familia
Rhizobiaceae. Para garantir a maximizacao do processo bioldgico,
porém, deve-se proceder a inoculacao das sementes com estirpes
de rizébio eficientes e competitivas, recomendadas pela pesquisa.
No Brasil, sdo comercializadas, anualmente, cerca de 13 milhdes de
doses de inoculantes, sendo 99% destinadas a cultura da soja.
Neste trabalho, determinou-se a posicao taxon6mica das estirpes
de rizébio recomendadas comercialmente para as duas culturas por
duas técnicas, o RFLP-PCR da regido correspondente ao 16S rRNA
(regidao conservada entre bactérias mas suficientemente varidvel e
carregando informacdes que permitem a determinacao das relacdes
filogenéticas entre bactérias) e o sequenciamento parcial dos genes
desta regidao. O sequenciamento parcial permitiu definir que duas
das estirpes recomendadas para a cultura da soja, SEMIA 587 e
SEMIA 5019, pertencem a espécie Bradyrhizobium elkanii e as duas
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outras, SEMIA 5079 e SEMIA 5080, a espécie B. japonicum. As
duas estirpes recomendadas para a cultura do feijoeiro, SEMIA 4077
e SEMIA 4080, pertencem a espécie Rhizobium tropici. As
sequéncias obtidas para essas estirpes foram depositadas no banco
mundial de genes.

| B I. INTRODUCAO ]

1 A fixacéao biolégica do nitrogénio

O Brasil é o segundo maior produtor mundial de graos de soja
[Glycine max (L.) Merrill], razdo pela qual esta é a leguminosa de
maior importancia econémica para o pais. O feijao (Phaseolus vulgaris
L.), por sua vez, é largamente consumido no pais, representando de
20 a 28% das proteinas ingeridas pela populacdo. Ambas culturas
podem obter o nitrogénio (N) necessario ao seu crescimento pelo
processo de fixacao biolégica do nitrogénio (FBN). Para isso, diver-
sas bactérias, atualmente classificadas na familia Rhizobiaceae, se
associam a plantas hospedeiras, a maioria da familia Leguminosae,
formando estruturas altamente especificas, os nddulos, onde, atra-
vés do complexo enzimatico da nitrogenase, ocorre a transforma-
¢édo do nitrogénio atmosférico (N,), que ocupa os espagos porosos
do solo, em amoénia que, a seguir, é incorporada em esqueletos de
carbono, transformada em compostos nitrogenados e transportada
para a planta hospedeira (Hungria et al., 1997; Vargas & Hungria,
1997). O mercado de inoculantes de rizébio, no Brasil, é um dos
maiores do mundo, sendo comercializadas, anualmente, cerca de
13 milhdes de doses, dos quais 99% para a cultura da soja.
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2 Técnicas moleculares utilizadas para a taxonomia de
rizobio

Para a classificacao das diversas espécies de rizobio sao, tra-
dicionalmente, utilizados testes morfolégicos, fisiolégicos,
bioguimicos, enzimaticos e simbidticos, como a taxa de crescimen-
to em meio de cultura contento manitol, a habilidade de utilizar
fontes de carbono e de nodular leguminosas hospedeiras, entre outros
(Vincent, 1970; Jordan, 1984). Nos ultimos anos, porém, as técni-
cas de biologia molecular vém ganhando espaco crescente nos es-
tudos de taxonomia, competitividade e ecologia de rizébio. Como
resultado do nivel elevado de informacao proporcionado por essas
analises, tem-se que, até 1984, os rizébios eram classificados em
dois géneros e seis espécies (Jordan, 1984) e, hoje, estao definidos
seis géneros (Allorhizobium, Azorhizobium, Bradyrhizobium,
Rhizobium, Mesorhizobium e Sinorhizobium), mais de 30 espécies e
varios biovares (Hungria & Vargas, 1999).

Os maiores avancos na utilizacdo de técnicas de biologia
molecular estdao sendo obtidos pela comparacao das sequéncias de
nucleotideos do DNA, em especial a regido que codifica o 16S rRNA,
considerado conservado entre as bactérias, mas ao mesmo tempo
suficientemente varidvel e com uma quantidade de informacdes capaz
de revelar, claramente, as relacdes filogenéticas entre as espécies
(Woese, 1987; Weisburg et al., 1991), inclusive entre os rizébios e
agrobactérias (Willems & Collins, 1993). Os estudos de filogenia
também se beneficiaram, grandemente, pela técnica de PCR
(“Polymerase Chain Reaction”, ou seja, andlise pela reacdo em ca-
deia da polimerase), que permite a amplificacdo de sequéncias defi-
nidas do DNA (Saiki et al., 1988) e que também facilitou as analises
da molécula do 16S rRNA de bactérias da familia Rhizobiaceae (Young
etal., 1991; Oyaizu et al., 1992; Yanagi & Yamasato, 1993; Mclnroy
et al., 1999; Segundo et al., 1999). O custo do sequenciamento de
genes, porém, é elevado e a técnica nao esté disponivel em todos
os laboratérios. Assim, outras variacoes e combinacdes de méto-
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dos estao sendo utilizadas para verificar a posicao taxonémica das
bactérias e, algumas, mostram boa correlacao com o sequenciamento
do 16S rRNA. Destaca-se, entre esses métodos, a reacao de PCR
associada a metodologia de RFLP (“Restriction Fragment Length
Polymorphism”, polimorfismo no comprimento de fragmentos de
restricao), em geral com amplificacoes de regides de genes
cromossOmicos conservadas, como o 16S rRNA, o 23S rRNA e o
espaco intergénico (IGS, “Intergenic Space”) entre estas duas regi-
oes; os fragmentos amplificados sdo digeridos por enzimas de res-
tricdo que reconhecam de 4 a 5 bases (Laguerre et al., 1992, 1994,
1996, 1997; Terefework et al., 1998).

Relacdes genéticas entre as estirpes tém, também, sido
investigadas com outras técnicas, como a PCR com “primers” es-
pecificos, como as sequéncias REP (“repetitive extragenic
palindromic”), ERIC (“enterobacterial repetitive intergeneric
consensus”) e BOX, que codificam regides altamente conservadas
e repetidas, normalmente no espaco intergénico (Versalovic et al.,
1991; de Bruijn, 1992) e hé relatos de utilizacdo desses “primers”
em estudos de ecologia, genética e taxonomia de rizébio (de Bruijn,
1992; Judd et al., 1993; Madrzak et al., 1995; Rossum et al.,
1995; Selenska-Pobell et al., 1995; Laguerre et al., 1997; Hungria
et al., 1998, 2000; Santos et al., 1999). A PCR com “primers”
curtos, normalmente com 10 pares de bases e de sequéncias alea-
térias, também denominada de RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA, DNA polimérfico amplificado aleatoriamente) é
outra técnica que vem sendo utilizada com os mesmos objetivos
(Harrison et al., 1992; Richardson et al., 1995; Selenska-Pobell et
al., 1995; Nishi et al., 1996; Young & Chen, 1998; Hungria et al.,
2000). Contudo, de um modo geral, essas técnicas detectam gran-
de variabilidade genética, sendo capazes de diferenciar entre estir-
pes, mas nao sendo adequadas para avaliacboes filogenéticas
(Laguerre et al., 1997; Hungria et al., 2000).
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3 Classificacdo taxonémica das estirpes que nodulam a soja
e o feijoeiro

De 1932 a 1980 as bactérias que nodulam a soja foram clas-
sificadas como Rhizobium japonicum (Fred et al., 1932; Buchanan,
1980), embora fosse salientado que diferiam de um grupo grande
de estirpes de rizébio, por apresentar crescimento lento e reacao
alcalina em meio de cultura contendo manitol como fonte de carbo-
no. A partir de 1982, as bactérias da espécie R. japonicum foram
reclassificadas em um novo género, Bradyrhizobium (“bradus”, gre-
go, significando lento), que apresentava uma Unica espécie defini-
da, Bradyrhizobum japonicum (Buchanan 1980) Jordan, 1982
(Jordan, 1982, 1984). Ja a partir da década de 80, porém, varios
trabalhos constataram grande variabilidade genética e fisioldgica
entre as estirpes de B. japonicum, o que levou, posteriormente,
Kuykendall et al. (1992) a sugerirem a subdivisao de Bradyrhizobium
em duas espécies, B. japonicum e B. elkanii. As diferencas
morfoldgicas, fisioldgicas e genéticas entre as duas espécies foram
compiladas por Vargas & Hungria (1997), podendo-se citar, por
exemplo, que B. elkanii nao possui a enzima hidrogenase, que con-
fere maior eficiéncia a nitrogenase, bem como sintetiza uma subs-
tancia que provoca clorose inicial das folhas, a rizobiotoxina, além
de diferencas em diversas regidoes génicas.

Alguns estudos ja foram conduzidos com as quatro estirpes
que hoje sao recomendadas comercialmente para a cultura da soja,
SEMIA 587, SEMIA 5019 (=29w), SEMIA 5079 (=CPAC 15) e
SEMIA 5080 (=CPAC 7). Inicialmente, a andlise genética por
hibridizacdo com a sequéncia 16S rRNA (Rumjanek et al., 1993)
indicou que as estirpes SEMIAs 587 e 5019 pertenciam a espécie
B. elkanii. A seguir, Lunge et al. (1994), pela anélise de RAPD com
11 “primers” arbitrarios, verificaram que cada estirpe foi posicionada
em um grupo distinto, enquanto que, pela técnica de RFLP com
marcadores nif e nod, as estirpes foram divididas em dois grupos
distintos, SEMIA 5079-SEMIA 5080 e SEMIA 587-SEMIA 50109.
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Esse agrupamento também foi confirmado por Lemos (1994), atra-
vés da analise de multiplos locos enzimaticos, sorologia, morfologia
de colbnia e atividade de hidrogenase e, recentemente, por Sato et
al. (1999), também por RAPD com um “primer” curto de 10 pares
de bases. Contudo, pela andlise de diversos parametros morfolégicos
e fisiolégicos, Boddey & Hungria (1997) constataram que as estir-
pes SEMIA 587, SEMIA 5019 e SEMIA 5079 apresentavam carac-
teristicas de B. elkanii, enquanto que a SEMIA 5080 se assemelha-
va a espécie B. japonicum.

Em relacéo a classificacdo taxonémica do rizébio do feijoeiro,
até 1984 estava definida uma Unica espécie, Rhizobium
leguminosarum bv. phaseoli (Jordan, 1984). Desde entdo, com o
avanco nas técnicas de biologia molecular, foi possivel constatar
uma grande diversidade genética entre os microssimbiontes, com a
definicdo de novas espécies e biovares: R. tropici tipo IlA e tipo |IB
(Martinez-Romero et al., 1991), R. etli (Segovia et al., 1993), R.
gallicum bv. gallicum e R. giardinii bv. giardinii (Amarger et al.,
1997); existem, ainda, diversas estirpes sem posicao taxonémica
definida, podendo representar novas espécies (Eardly et al., 1995).
A designacao de biovares refere-se aos plasmideos simbidticos em
um Unico tipo de cromossomo e, na espécie R. etli, inicialmente
foram propostos dois biovares, phaseoli e viciae (Segovia et al.,
1993) mas, pelo niumero pequeno de isolados de viciae analisados,
0 subcomité de taxonomia indeferiu os biovares (Martinez-Romero
& Jarvis, 1993). Recentemente, porém, um novo biovar para R. etli
foi definido, mimosae (Wang et al., 1999) e, portanto, a espécie
deve apresentar, agora, dois biovares.

Para a cultura do feijoeiro sdao recomedadas, atualmente, duas
estirpes, a SEMIA 4077 (=CIAT 899) e a SEMIA 4080 (=PRF 81),
esta Ultima isolada de um solo do Parana e recomendada desde
1998, tendo comprovado alta capacidade de fixacao de N, em di-
versos ensaios conduzidos no Brasil (Hungria et al., 1999, 2000).
A SEMIA 4077 é a estirpe padrao da espécie R. tropici e pertence
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ao tipo IIB (Martinez-Romero et al., 1991) e a SEMIA 4080 apre-
senta propriedades intermediarias entre os tipos IlA e IIB (Hungria
et al., 1999, 2000), mas sua posicdo taxondmica exata ainda pre-
cisa ser definida.

Informacdes genéticas sobre os rizébios que sdo recomenda-
dos comercialmente sdo necessarias e devem constar nos bancos
mundiais de genes. Neste trabalho, portanto, as sequéncias parci-
ais do 16S rRNA e a posicdo taxon6mica das estirpes comerciais
recomendadas para as culturas da soja e do feijoeiro foram determi-
nadas.

- Il. MATERIAL E METODOS l

1 Estirpes utilizadas

Para a cultura da soja foram utilizadas as quatro estirpes reco-
mendadas comercialmente, SEMIA 5019, SEMIA 587, SEMIA 5079
e SEMIA 5080 e as estirpes SEMIA 566 e SEMIA 586 (=CB 1809,
=USDA 136b, =TAL 379), recebidas do banco de germoplasma
de rizébio da FEPAGRO (Fundacao de Pesquisa Agropecuaria, Porto
Alegre, RS). Como estirpes de referéncia foram utilizadas
Bradyrhizobium japonicum USDA 67 (=ATCC 10324, =3l1b6,
=RCR 3425; type strain, estirpe padrdao para a espécie), USDA
110 (=311b110, =TAL 102, =RCR 3427, =61A89) e USDA 123;
B. elkanii USDA 767, USDA 31 e USDA 94, todas provenientes do
USDA, Beltsville, MD, EUA. Para o feijoeiro foram utilizadas as duas
estirpes recomendadas comercialmente, R. tropici IIB SEMIA 40777
(=CIAT 899, =UMR 1899, =USDA 9030, =TAL 1797, =HAMBI
1163, =ATCC 49672), recebida do CFN, Cuernavaca, México e as
estirpes SEMIA 4080 (=PRF 81), PRF 35 e PRF 54, provenientes
do banco de rizébio da Embrapa Soja. Como estirpes de referéncia,
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foram utilizadas Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli estirpe USDA
2671 (=RCR 3644), recebida do USDA, R. tropici IA CFN 299
(=USDA 9039, =LMG 9517) e R. etli CFN 42" (=USDA 9032), do
CFN; R. giardinii bv. giardinii estirpe H152" e R. gallicum bv. gallicum
estirpe R602T foram recebidas do INRA, Dijon, Franca.

2 Perfil de RFLP-PCR da regidao do 16S rRNA

Apés a extracao do DNA das bactérias, procedeu-se a ampli-
ficacdo do mesmo pela técnica de PCR com os primers Y1 (5" -
TGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGC - 3') (Young et al., 1991) e
Y3 (b°- CTGACCCCACTTCAGCATTGTTCCAT - 37 7) (J.P.W.
Young, comunicacao pessoal), que amplificam, aproximadamente,
1500 pb, codificando quase todo o 16S rRNA. O sistema para rea-
cao de amplificacao foi realizado com cinco repeticbes em uma
mistura com volume final de 50 pl, constituida por: 38,30 ul de
agua milli-Q estéril; 2,0 pl de dNTPs (1,5 mM de cada); 5,0 ul de
tampéo 10 X; 1,5 pl de MgCl, (50 mM); 0,5 pl de cada “primer” (Y1
e Y3, na concentracao de 10 pmol/pl); 0,2 pl de Tag DNA polimerase
(5 U/ul); 2,0 pl de DNA da amostra (50 ng). O ciclo para a amplifi-
cacao de Y1 e Y3 foi o recomendado por Young et al. (1991), com
um incremento de 2°C na temperatura de anelamento, consistindo
de: 1 ciclo de desnaturacao inicial a 93°C por 5 minutos; 35 ciclos
de desnaturacao (45 segundos a 93°C), anelamento (45 segundos
a 64°C) e extensao (2 minutos a 72°C); 1 ciclo de extensao final a
72°C por 5 minutos; manutencao a 4°C. Foi utilizada, entédo, a
metodologia de Laguerre et al. (1996) para o RFLP, com enzimas
que reconhecem 4 ou 5 pares de base. O produto da amplificacao
com Y1 e Y3 foi digerido com as enzimas de restricao Cfol/, Haelll,
Hinfl, Mspl, Ndell e Rsal e, para as estirpes do feijoeiro, nao foi
utilizada a enzima Haelll. Para cada enzima, foi preparada uma mis-
tura contendo: 6 pl do produto do PCR; 1 pl do tampéao especifico
para cada enzima (10X); 0,5 ul da enzima (5 U/reacao) e 2,5 pl de
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agua milli-Q estéril. Para a Ndell, a mistura incluiu 1 pl da enzima; 1
pl de DTT (10 mM); 6 ul do produto de PCR; 1 ul do tampéo e 1
de dgua. As misturas foram incubadas durante a noite em banho
maria a 37°C. Os fragmentos obtidos foram analisados em gel de
eletroforese horizontal (17 X 11 cm) com 3% de agarose, em tam-
pao TBE 0,5X (5,4 g de Tris-base, 2,75 g de acido bdrico, 2 ml de
EDTA 0,5 M pH 8,0, para um litro de solucéo) e corridos a 100 V
por 4 h. As bandas foram visualizadas, apés corar com brometo
de etidio, em um transluminador com lampada ultravioleta de
comprimento de onda curta e os géis foram fotografados. Os
resultados foram analisados utilizando o programa Bionumerics
(Applied Mathematics, Kortrijk, Bélgica) e o método de agrupamen-
to UPGMA (“Unweighted Pair-Group Method with Mean Average”,
método de agrupamento de médias aritméticas), com o coeficiente
de Jaccard.

3 Determinacédo da sequéncia parcial da regido génica do
16S rRNA

Para a soja, foram sequenciadas as quatro estirpes comerciais
e as estirpes de referéncia USDA 31, USDA 123, SEMIA 566 e
SEMIA 586. Para o feijoeiro, foram sequenciadas as estirpes SEMIA
4080 e as PRF 35 e PRF 54, também isoladas de solos do Parana
(Hungria et al., 1999, 2000). As estirpes foram submetidas ao
sequenciamento direto dos fragmentos de DNA obtidos pela ampli-
ficacdo com os “primers” Y1 e Y3, conforme descrito no item ante-
rior. Os produtos de PCR obtidos foram purificados utilizando o kit
“Concert Rapid PCR Purification System” (Gibco BRL) e foram
quantificados. Os fragmentos de PCR (70 ng para Y1 e 40 ng para
Y 2) foram amplificados novamente utilizando os “primers” Y1 e Y2
(3,2 pmol/pl) (Young et al., 1991) e o kit “Big Dye” (Applied
Biosystem), de acordo com as instrucdes do protocolo. Foram utili-
zados os seguintes ciclos para a amplificacao: 95°C por 2 min; 30
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ciclos de desnaturacao a 96°C por 10 s, anelamento a 50°C por 5 s;
extensdo a 60°C por 4 min. Os produtos de extensao foram precipi-
tados com 80 pl de isopropanol a 75%, homogeneizados, deixados
a temperatura ambiente por 15 min e centrifugados a 12.000 rpm
por 20 min a 25°C. O sobrenadante foi completamente removido,
adicionaram-se 250 pl de isopropanol 75%, procedendo-se a mis-
tura em um vértex. Cada amostra foi centrifugada novamente por
10 min, o sobrenadante foi cuidadosamente removido e, entao,
aquecido a 90°C por 1 min, para evaporar o restante do sobrenadante.
As amostras foram ressuspensas em 8 Ul de tampao (formamida e
azul de dextran, 5:1, v:v) e aquecida por 2 min a 94°C, seguindo-se
um choque térmico em gelo. Para o sequenciamento, 2 ul de cada
amostra foram aplicados em um gel de poliacrilamida (Long Ranger
Singel Packs, Produtos FMC), e as sequéncias foram determinadas
em um sequenciador ABI 377 da Perkin Elmer. As estirpes USDA 6,
USDA 76, USDA 94 e USDA 110 foram sequenciadas como trata-
mentos controle. As sequéncias que foram confirmadas na direcao
3°e b° foram submetidas ao “GenBank database”, para buscar
alinhamentos significativos. Para a andlise filogenética, as sequéncias
obtidas neste trabalho foram alinhadas com as sequéncias das se-
guintes estirpes, obtidas no banco de germoplasma (ndmero de
acesso entre parénteses): B. japonicum USDA 67(U69638.2), USDA
110 (Z235330), USDA 136 (L23331); B. elkanii USDA 767
(U35000.2), USDA 94 (D13429); R. leguminosarum bv. phaseoli
ATCC 8002 (M55494); R. tropici IIA LMG 9518 (X67233.1); R.
etli CFN 427 (M64317); R. tropici 11B CIAT 899" (U89832), R.
gallicum bv. gallicum R602sp™ (U86343) e R. giardinii bv. giardinii
H152™ (U86344). A andlise foi realizada usando o algoritimo de
UPGMA e o programa Bionumerics.
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- Ill. RESULTADOS E DISCUSSAO l

Quando as estirpes de Bradyrhizobium que nodulam a soja
foram submetidas a analise de RFLP-PCR da regiao génica corres-
pondente ao 16S rRNA, foram observados trés agrupamentos, com
um nivel de similaridade de 34,8% (Fig. 1). No primeiro grupo,
posicionaram-se as estirpes de B. japonicum USDAs 6, 110 e 123
e esta Ultima apresentou perfis idénticos ao da SEMIA 5079; o
grupo apresentou similaridade de 77,8%. As trés estirpes represen-
tativas da espécie B. elkanii e a SEMIA 587 apresentaram similari-
dade de 74,1%, formando o segundo grupo. A SEMIA 5019 e a
SEMIA 5080 apresentaram diversidade genética elevada em rela-
cao as demais estirpes, com nivel de similaridade, entre si, de 64,9%
(Fig. 1).

Somente as bases confirmadas sem nenhum erro de leitura
foram consideradas e, portanto, o comprimento das sequéncias das
estirpes analisadas variou de 469 a 648 pares de bases (pb). As
sequéncias das quatro estirpes comercias para a cultura da soja
foram depositadas no banco mundial de genes (GenBank database)
e receberam os seguintes numeros de acesso: SEMIA 587
(AF234890), SEMIA 5019 (AF237422), SEMIA 5079 (AF234888)
e SEMIA 5080 (AF234889). As estirpes SEMIA 566, SEMIA 586,
USDA 123 e USDA 31 também foram sequenciadas e submetidas
ao GenBank e receberam os numeros de acesso AF236086 a
AF236089, respectivamente.

Quando as sequéncias das quatro estirpes comerciais foram
submetidas ao GenBank para verificar alinhamentos significativos,
constatou-se que a SEMIA 587 mostrou 100% de identidade (469
pb em 469 bp) com Bradyrhizobium sp. estirpe LMG 9520 (X70402),
isolada de Acacia albida (X70402) e de 99% (468/469 bp) com B.
elkanii USDA 767 (U35000). J& a estirpe SEMIA 5019 mostrou
99% de identidade com B. elkanii USDA 31 (M55487) e, também,
com a estirpe LMG 9520, enquanto a SEMIA 5080 mostrou 99%
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de identidade (569/572 pb) com as estirpes de B. japonicum DMS
30131 T (X87272) e USDA 110 (L23330). Finalmente, a SEMIA
5079 apresentou 99% de identidade (645/646 pb) com as estirpes
de B. japonicum USDA 67 (U69638.2), LMG 6138 (X66024) e
IAM12608 (D12781).

As relacoes filogenéticas das quatro estirpes comerciais com
algumas estirpes utilizadas como referéncia podem ser visualizadas
na Fig. 2, podendo-se constatar que as duas espécies de
Bradyrhizobium formaram dois grupos distintos. As estirpes SEMIA
587 e SEMIA 5019 foram agrupadas com as estirpes referéncia de
B. elkanii, todas apresentando uma relacao genética de 98,8%. No
segundo grupo, posicionaram-se as estirpes representativas da es-
pécie B. japonicum e as SEMIAs 5079 e 5080, também unidas ao
nivel de 98,8%. Houve similaridade total entre as sequéncias dos
pares de estirpes SEMIA 566-SEMIA 5079 e SEMIA 586-SEMIA
5080, confirmando que as duas estirpes atualmente recomenda-
das, SEMIA 5079 e SEMIA 5080 sao variantes obtidas a partir das
estirpes SEMIA 566 e SEMIA 586, respectivamente, obtidas pelos
métodos de selecao que fazem parte do programa da Embrapa Cer-
rados (Vargas et al., 1992). Embora apresentando a mesma
sequéncia de bases dessa regidao cromossdmica conservada, po-
rém, as estirpes variantes diferem de suas parentais em diversas
propriedades morfoldgicas, fisioldgicas, genéticas e simbidticas (Nishi
et al., 1996; Boddey & Hungria, 1997; Hungria et al., 1996, 1998;
Vargas & Hungria, 1997). Contudo, as sequéncias das SEMIAs 586
e 5080 diferiram da obtida para a USDA 136, que seria a CB 1809
(Sato et al., 1999), enviada dos EUA para a Australia e, entao, para
o Brasil, em 1966, onde recebeu a denominacdo de SEMIA 586
(Vargas & Hungria, 1997; Santos et al., 1999). J4 as SEMIAs 566
e b079 apresentaram sequéncias idénticas as da USDA 123, estir-
pe altamente competitiva e dominante nos solos do meio-oeste dos
EUA (Schmidt et al., 1986).
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O género Bradyrhizobium apresenta pouca variabilidade gené-
tica, dificultando a separacao das espécies. Assim, embora o RFLP-
PCR da regido 16S rRNA tenha possibilitado a separacao de diver-
sas espécies de rizébio (Laguerre et al., 1992, 1994, 1996, 1997;
Terefework et al., 1998), essa metodologia nem sempre é capaz de
diferenciar espécies estreitamente relacionadas (Laguerre et al.,
1994), como foi o caso das estirpes de Bradyrhizobium deste estu-
do, mesmo utilizando duas enzimas de restricdo a mais do que o
recomendado por Laguerre et al. (1994). Pela PCR com “primers”
curtos ou especificos, a divisdao das quatro estirpes nas duas espé-
cies de Bradyrhizobium também nao foi clara (Bangel, 2000). Ja
pelo sequenciamento parcial da regido que codifica o 16S rRNA, as
duas espécies de Bradyrhizobium formaram dois grupos distintos,
que permitiram definir que as estirpes SEMIA 587 e SEMIA 5019
pertencem a espécie B. elkanii, enquanto as SEMIA 5079 e SEMIA
5080 a espécie B. japonicum. Anteriormente, pela anélise de diver-
sos parametros morfolégicos e fisioldgicos, Boddey & Hungria (1997)
constataram que a estirpe SEMIA 5079 apresentava caracteristicas
de B. elkanii, contudo, neste trabalho, pelo sequenciamento parcial
do 16S rRNA, que seria 0 método mais avancado taxonomicamente,
essa estirpe apresentou maior identidade com B. japonicum. Esses
resultados indicam que diversas propriedades fisiolégicas, conside-
radas tipicas de uma espécie, nem sempre correspondem a analise
molecular; além disso, existem estirpes que apresentam proprieda-
des mistas entre as duas espécies, conforme relatado por Boddey &
Hungria (1997), indicando que, para a definicdo precisa das espéci-
es, é necessario recorrer ao sequenciamento do 16S rRNA.

Em relacao as estirpes recomendadas para a cultura do feijoeiro,
pela andlise de RFLP-PCR, as espécies R. gallicum e R. giardinii
foram unidas ao nivel de 63,4% de similaridade e a estirpe isolada
de um solo do Parana, PRF 35, ficou posicionada entre essas duas
espécies; R. leguminosarum bv. phaseoli apresentou 54,3% de si-
milaridade com esse grupo (Fig. 3). A nova estirpe recomendada
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comercialmente para a cultura, a SEMIA 4080, apresentou similari-
dade elevada, de 78,7%, com outra estirpe eficiente e também
isolada do Parand, a PRF 54. Essas duas estirpes, bem como a PRF
35, apresentaram composicao de acidos graxos e perfil de fatores
de nodulacao (fatores Nod) caracteristicos da espécie R. tropici,
com propriedades morfolégicas e fisiolégicas intermediarias entre
os tipos IlIA e IIB (Hungria et al., 1999, 2000). Neste trabalho,
porém, a estirpe de R. tropici 1IB SEMIA 4077, recomendada co-
mercialmente, e R. tropici 1IA CFN 299 apresentaram 54,4% de
similaridade entre si, mas baixa relacao genética com todas as estir-
pes do Parana. Finalmente, R. etli apresentou similaridade de 34,2%
com as demais estirpes (Fig. 3).

As sequéncias das estirpes SEMIA 4080, PRF 54 e PRF 35
foram submetidas ao GenBank, recebendo os nimeros de acesso
AF260274, AF260275 e AF260298, respectivamente. A estirpe
PRF 35 apresentou 99% de identidade (464/466 pb) com diversas
estirpes de Rhizobium, incluindo a estirpe ACCC 19667
(AF041443.1), isolada de Amorpha fruticosa, diversas estirpes de
R. leguminosarum, por exemplo, USDA 2449, do biovar viciae
(U89828.1) e mesmo com Agrobacterium (D12788). A estirpe PRF
54 também apresentou 99% de identidade com as mesmas estir-
pes; as duas estirpes paranaenses diferiram, entre si, em apenas
uma base, um G na PRF 35 no local de um T na PRF 54 na posicéao
94. Ja a PRF 81 apresentou 99% de identidade (599/600 pb) com
Rhizobium espécie gendmica Q estirpe BDV5102 (Z94806.1), iso-
lada de arbustos nativos na Austrélia (Lafay & Burdon, 1998), com
R. leguminosarum LMG 9518 (X67233.1), estirpe atualmente
reclassificada como R. tropici 1A (Amarger et al., 1997), R. tropici
estirpe |IAM 14206 (D12798.1) e Agrobacterium tumefaciens K-
Ag-3 (D14504.1).

Pela analise filogenética, constatou-se grande similaridade entre

as estirpes paranaenses PRF 35 e PRF 54 (Fig. 4), confirmando
semelhanca nos perfis de DNA amplificados com os “primers” ERIC
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e REP e por RAPD constatada anteriormente (Hungria et al., 2000).
Essas estirpes, porém, apresentaram maior relacao genética, de 99%,
com R. leguminosarum bv phaseoli (Fig. 4), embora, em diversas
analises morfolégicas, fisiolégicas e genéticas, tenham mostrado
caracteristicas tipicas de R. tropici (Hungria et al., 1999, 2000). Ja
a estirpe comercial SEMIA 4080 foi relacionada a R. tropici IlA em
99,8% e a outra estirpe comercial, R. tropici 1B SEMIA 4077, em
99,4% (Fig. 4).

Para as estirpes do feijoeiro, a andlise de RFLP-PCR também
nao permitiu a definicdo clara das espécies. Conforme salientado
por Laguerre et al. (1994), algumas espécies e mesmo géneros
estreitamente relacionados, como é o caso de R. tropici e
Agrobacterium, nao podem ser diferenciados por essa técnica. Pelo
sequenciamento parcial da regidao correspondente ao 16S rRNA,
porém, foi possivel definir que as duas estirpes recomendadas atu-
almente para a cultura do feijoeiro pertencem a espécie R. tropici.

Neste trabalho foram, portanto, definidas as espécies das es-
tirpes recomendadas comercialmente para as culturas da soja e do
feijoeiro e as sequéncias parciais do 16S rRNA agora estao deposi-
tadas no banco mundial de genes. Quanto ao reconhecimento de
cada uma das estirpes comerciais, de grande importancia para o
controle dos inoculantes que, obrigatoriamente, devem carregar
exclusivamente essas estirpes, perfis distintos para cada uma das
estirpes da soja foram obtidos pelas andlises de lipopolissacarideos
(Chueire et al., 1999; Bangel, 2000) e de DNA apdés a amplificacao
com os “primers” especificos ERIC, REP (Chueire et al., 1999) e
BOX (Bangel, 2000) ou com alguns “primers” curtos e aleatérios ja
identificados (Chueire et al., 1999; Sato et al., 1999; Bangel, 2000).
Essas mesmas técnicas conseguem diferenciar as estirpes reco-
mendadas para a cultura do feijoeiro (Hungria et al., 2000).
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