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CLASSIFICAÇÃO TAXONÔMICA DAS ESTIRPES DE
RIZÓBIO RECOMENDADAS PARA AS CULTURAS

DA SOJA E DO FEIJOEIRO BASEADA NO
SEQÜENCIAMENTO DO GENE 16S rRNA(1)

L. M. O. CHUEIRE(2), E. V. BANGEL(3), F. L. MOSTASSO(2),

R. J. CAMPO(2), F. O. PEDROSA(4) & M. HUNGRIA(2)

RESUMO

As culturas da soja [Glycine max (L.) Merrill] e do feijoeiro (Phaseolus
vulgaris L.) são de grande importância econômica e social para o Brasil e ambas
podem ter seu requerimento de nitrogênio suprido pela simbiose com bactérias
da ordem Rhizobiales.  Para garantir a maximização do processo biológico, deve-
se proceder à inoculação de estirpes de rizóbio eficientes e competitivas,
recomendadas pela pesquisa.  No Brasil, foram comercializados, na safra 2001/
2002, 14 milhões de doses de inoculantes, dos quais 99 % para as culturas da soja
e do feijoeiro.  Neste trabalho, determinou-se a posição taxonômica das estirpes
utilizadas em inoculantes comerciais para as duas culturas, pelo seqüenciamento
da região do DNA que codifica o gene 16S rRNA, que é suficientemente variável,
mas carrega as informações necessárias para permitir a análise filogenética de
bactérias.  O seqüenciamento permitiu definir que duas das estirpes
recomendadas para a cultura da soja, SEMIA 587 e SEMIA 5019 (= 29 w),
pertencem à espécie Bradyrhizobium elkanii e as duas outras, SEMIA 5079
(=CPAC 15) e SEMIA 5080 (= CPAC 7), à espécie B. japonicum.  Determinou-se,
ainda, que a estirpe SEMIA 4080 (=PRF 81), recomendada para o cultura do
feijoeiro, pertence à espécie Rhizobium tropici.  As seqüências obtidas foram
depositadas no banco mundial de genes do National Center for Biotechnology
Information.

Termos de indexação: Bradyrhizobium elkanii, Bradyrhizobium japonicum, soja,
feijoeiro, Rhizobium tropici, inoculantes.
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SUMMARY:  TAXONOMIC CLASSIFICATION OF RHIZOBIAL STRAINS
RECOMMENDED FOR SOYBEAN AND COMMON BEAN
CROPS IN BRAZIL BASED ON THE SEQUENCING OF THE
16S rRNA GENE

Soybean [Glycine max (L.) Merrill] and common bean (Phaseolus vulgaris L.) crops
are of economical and social importance in Brazil; their requirement for nitrogen can be
supplied by the symbiosis with bacteria belonging to the order Rhizobiales.  However, to
guarantee the maximization of the biological nitrogen fixation, seeds must be inoculated
with efficient and competitive strains of rhizobia recommended by research.  In 2001/2002,
14 million doses of inoculant were sold in Brazil, 99 % of these for soybean and common
bean crops.  In this study the taxonomic position of the strains used in commercial inoculants
for both crops was evaluated by sequencing the DNA region that carries the information for
the 16S rRNA gene.  Although variable, it codes enough information to allow a phylogenetic
analysis of the bacteria.  Sequencing determined that two of the strains recommended for
the soybean crop, SEMIA 587 and SEMIA 5019 (= 29 w), belong to the Bradyrhizobium
elkanii, while the two other, SEMIA 5079 (=CPAC 15) and SEMIA 5080 (=CPAC 7), belong
to the B. japonicum species.  Strain SEMIA 4080 (=PRF 81), recommended for common
bean crop, was identified as member of the species Rhizobium tropici.  The sequences were
included in the GenBank database of the National Center for Biotechnology Information.

Index terms: Bradyrhizobium elkanii, Bradyrhizobium japonicum, soybean, common bean,
Rhizobium tropici, inoculants.

INTRODUÇÃO

O Brasil é o segundo maior produtor de grãos de
soja [Glycine max (L.) Merrill], razão pela qual esta
é a leguminosa de maior importância econômica para
o País.  O feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.), por sua
vez, representa de 20 a 28 % das proteínas ingeridas
pela população.  Ambas as culturas podem obter o
nitrogênio (N) necessário para o crescimento das
plantas pelo processo de fixação biológica do
nitrogênio (FBN), resultante da associação com
diversas bactérias coletivamente chamadas de
rizóbios (Hungria et al., 1997; Vargas & Hungria,
1997).  O mercado brasileiro de inoculantes com
estirpes de rizóbio é um dos maiores do mundo, tendo
sido comercializados, na safra 2001/2002, 14 milhões
de doses, dos quais mais de 95 % destinados para a
cultura da soja e cerca de 4 % para a cultura do
feijoeiro (Ministério da Agricultura, Pecuária e
Abastecimento, dados não publicados).

Para classificar as diversas espécies de rizóbio,
foram, tradicionalmente, utilizados testes
morfológicos, fisiológicos, bioquímicos e simbióticos,
como a taxa de crescimento em meio de cultura que
continha manitol, a habilidade em utilizar fontes de
carbono e de nodular leguminosas hospedeiras,
dentre outros (Jordan, 1984).  Contudo, particular-
mente nas últimas duas décadas, as técnicas de
biologia molecular vêm ganhando um espaço
crescente nos estudos de taxonomia, competitividade
e ecologia de rizóbio.

Como resultado do nível elevado de informação
proporcionado por essas análises, tem-se que, até
1984, os rizóbios eram classificados em uma família,
dois gêneros e seis espécies (Jordan, 1984) e, hoje,
estão definidas quatro famílias (Bradyrhizobiaceae,
Hyphomicrobiaceae, Phyllobacteriaceae, Rhizo-
biaceae), seis gêneros (Allorhizobium, Azorhizobium,
Bradyrhizobium, Rhizobium, Mesorhizobium e
Sinorhizobium), mais de 30 espécies e vários
biovares, todos na ordem Rhizobiales (Garrity &
Holt, 2001).

Os maiores avanços na utilização de técnicas de
biologia molecular estão sendo obtidos pela
comparação das seqüências de nucleotídeos do
DNA, em especial na região que codifica o gene
16S rRNA, considerada conservada entre as
bactérias, mas, ao mesmo tempo, com variabilidade
e quantidade de informações suficientes para
revelar, claramente, as relações filogenéticas entre
as espécies (Woese, 1987; Weisburg et al., 1991), até
mesmo entre os rizóbios e agrobactérias (Willems &
Collins, 1993).

Os estudos de filogenia também se beneficiaram
pela técnica de PCR (análise pela reação em cadeia
da polimerase), que permite a amplificação de
seqüências definidas do DNA (Saiki et al., 1988), o
que facilitou as análises da molécula do 16S rRNA
(Young et al., 1991; Yanagi & Yamasato, 1993).  A
técnica do seqüenciamento de genes, porém, exige
um investimento inicial elevado e, desse modo,
relações genéticas entre as estirpes têm sido
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investigadas com outras técnicas, como a PCR de
regiões de genes cromossômicos conservadas, como
o próprio 16S rRNA, associada ao método de RFLP
(polimorfismo no comprimento de fragmentos de
restrição) (Laguerre et al., 1994) e à PCR com
oligonucleotídeos (“primers”) específicos (de Bruijn,
1992).  Essas técnicas, porém, não conseguem
determinar, de modo preciso, a posição filogenética
das bactérias, daí a razão de os comitês internacionais
de taxonomia determinarem a necessidade de
seqüenciamento de toda a região do 16S rRNA.

De 1932 a 1980, as bactérias que nodulam a soja
foram classificadas como Rhizobium japonicum
(Fred et al., 1932; Buchanan, 1980), embora fosse
salientado que diferiam de um grupo grande de
estirpes de rizóbio, por apresentar crescimento lento
e reação alcalina em meio de cultura que continha
manitol como fonte de carbono.  A partir de 1982, as
bactérias da espécie R. japonicum foram reclassifica-
das em um novo gênero, Bradyrhizobium (“bradus”,
grego, significando lento), que apresentava uma
única espécie definida, Bradyrhizobum japonicum
(Buchanan 1980) Jordan, 1982 (Jordan, 1982, 1984).
Já a partir da década de 80, vários trabalhos
constataram grande variabilidade genética e
fisiológica entre as estirpes de B. japonicum,
conseqüentemente, Kuykendall et al. (1992)
sugeriram a subdivisão de Bradyrhizobium em duas
espécies, B. japonicum e B. elkanii.

Alguns estudos já foram realizados com as quatro
estirpes que hoje são utilizadas em inoculantes
comerciais brasileiros para a cultura da soja,
SEMIA 587, SEMIA 5019 (= 29 w), SEMIA 5079
(=CPAC 15) e SEMIA 5080 (=CPAC 7).  Inicialmente,
a análise genética por hibridização com a seqüência
16S rRNA (Rumjanek et al., 1993) indicou que as
estirpes SEMIAs 587 e 5019 pertenciam à espécie
B. elkanii.  Já Lunge et al. (1994), pela análise de
RAPD (DNA polimórfico amplificado aleatoriamente)
com 11 oligonucleotídeos arbitrários, verificaram que
cada estirpe foi posicionada em um grupo distinto,
enquanto, 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 5019.  Esse agrupamento também foi
confirmado por Lemos (1994), pela análise de locos
enzimáticos múltiplos, sorologia, morfologia de
colônia e atividade de hidrogenase por Sato et al.
(1999), também por RAPD.

Em relação à classificação taxonômica do rizóbio
do feijoeiro, até 1984, estava definida uma única
espécie, Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli
(Jordan, 1984).  Desde então, com o avanço nas
técnicas de biologia molecular, foi possível constatar
uma grande diversidade genética entre os
microssimbiontes, permitindo, assim, a definição de
novas espécies: R. tropici (Martínez-Romero et al.,
1991), R. etli (Segovia et al., 1993), R. gallicum e R.
giardinii (Amarger et al., 1997), existindo, ainda,

diversas estirpes sem posição taxonômica definida,
que podem representar novas espécies (Eardly et
al., 1995).

Para a cultura do feijoeiro, são recomendadas,
atualmente, duas estirpes, a SEMIA 4077 (= CIAT
899) e a SEMIA 4080 (= PRF 81), esta última isolada
de um solo do Paraná e recomendada desde 1998,
tendo comprovado alta capacidade de fixação de N2
e competitividade contra rizóbios nativos em
diversos ensaios realizados no Brasil (Hungria et al.,
2000).  A SEMIA 4077 é a estirpe-padrão da espécie
R. tropici e pertence ao tipo IIB (Martínez-Romero
et al., 1991) e a SEMIA 4080 apresenta propriedades
fisiológicas intermediárias entre os tipos IIA e IIB
de R. tropici (Hungria et al., 2000), mas sua posição
taxonômica exata ainda necessita ser definida.

Informações genéticas sobre os rizóbios que são
recomendados comercialmente são necessárias e
devem constar nos bancos mundiais de genes.  Neste
trabalho, portanto, realizou-se o seqüenciamento da
região do DNA que codifica o gene 16S rRNA, para
determinar a posição taxonômica das estirpes
comerciais recomendadas para as culturas da soja e
do feijoeiro no Brasil.

MATERIAL E MÉTODOS

Estirpes utilizadas

Para a cultura da soja, foram utilizadas as quatro
estirpes recomendadas comercialmente,
SEMIA 5019 (= 29 w), SEMIA 587, SEMIA 5079
(= CPAC 15) e SEMIA 5080 (= CPAC 7), além das
estirpes SEMIA 566, SEMIA 586 (= CB 1809,
= USDA 136b, = TAL 379) e SEMIA 5085
(recomendada em inoculantes comerciais na
Argentina), todas recebidas do banco de
germoplasma de rizóbio da FEPAGRO (Fundação
Estadual de Pesquisa Agropecuária, Porto Alegre,
RS).  Como referência, foram utilizadas as estirpes
de B. japonicum USDA 6T (= ATCC 10324, = 3I1b6,
= RCR 3425, estirpe-padrão para a espécie),
USDA 110 (= 3I1b110, = TAL 102, = RCR 3427,
= 61A89) e USDA 123; e de B. elkanii USDA 76T

(padrão para a espécie), USDA 31 e USDA 94, todas
provenientes do United States Department of
Agriculture (USDA), Beltsville, MD, EUA.  Para o
feijoeiro, foram utilizadas as duas estirpes
recomendadas comercialmente, R. tropici IIB
SEMIA 4077T (= CIAT 899, = UMR 1899,
= USDA 9030, = TAL 1797, = HAMBI 1163,
= ATCC 49672, padrão para a espécie), recebida do
Centro de Fijación de Nitrógeno (CFN), Cuernavaca,
México, e as estirpes SEMIA 4080 (=PRF 81),
PRF 35 e PRF 54, isoladas de solos do Paraná
(Hungria et al., 2000) e provenientes do banco de
rizóbios da Embrapa Soja.
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Seqüenciamento da região do DNA que
codifica o gene 16S rRNA

Para a extração do DNA, as bactérias foram
cultivadas em meio YM (Vincent, 1970) modificado
(contendo 5,0 g L-1 de manitol), por três dias, para
rizóbio de crescimento rápido (Rhizobium); por cinco
dias, para rizóbio de crescimento lento (Bradyrhizo-
bium).  Posteriormente, as bactérias foram
centrifugadas (11.750 g) e lavadas com solução salina
tamponada de fosfato [PBS contendo, em 500 mL,
4,383 g de NaCl (150 mmol L-1); 0,1793 g de
NaH2PO4.H2O (2,6 mmol L-1); 1,36 g de Na2HPO4.12H2O
(7,6 mmol L-1)].  O pélete foi diluído (109 células mL-1),
centrifugado e o pélete foi ressuspenso em 400 mL
de TE 50/20 e recebeu 50 µL de SDS (sodium dodecyl
sulphate) a 10 % (p/v); 5 µL de proteinase K
(20 mg mL-1); 10 µL of lisozima (5 mg mL-1); 1 µL de
RNAse (10 mg mL-1, preparado em Tris HCl
10 mmol L-1 pH 7,5 e NaCl 15 mmol L-1), sendo
incubado a 37 ºC por 1 h.

A seguir, as amostras foram passadas por seringa
por três vezes, para retirar a viscosidade, seguindo-
se a adição de NaCl e acetato de sódio em
concentrações finais de 250 mmol L-1 e 300 mmol L-1,
respectivamente.  As amostras foram quantificadas
em espectrofotômetro nos comprimentos de onda de
260 e 280 nm e armazenadas a -20 ºC.

Após a extração do DNA das bactérias, procedeu-
se à amplificação do mesmo pela técnica de PCR com
os oligonucleotídeos Y1 (5'-TGGCTCAGAACGAAC-
GCTGGCGGC-3') e Y3 (5'-CTGACCCCACTTC-
AGCATTGTTCCAT-3’), que amplificam praticamente
toda a região do DNA (1.500 pares de bases, pb) que
codifica o gene16S rRNA, conforme descrito
anteriormente (Chen et al., 2000).  O sistema para
reação de amplificação foi realizado com duas
repetições em uma mistura com volume final de
50 µL, constituída por: 38,30 µL de água ultrapura
(Milli-Q, Millipore, EUA) esterilizada; 2,0 µL de
dNTPs (1,5 mmol L-1 de cada); 5,0 µL de tampão 10X;
1,5 µL de MgCl2 (50 mmol L-1); 0,5 µL de cada
“primer” (Y1 e Y3, na concentração de 10 pmol µL -1);
0,2 µL de Taq DNA polimerase (5 U µL-1); 2,0 µL de
DNA da amostra (50 ng).

O ciclo para a amplificação foi o descrito por
Young et al. (1991), com um incremento de 2 °C na
temperatura de anelamento, consistindo de: 1 ciclo
de desnaturação inicial a 93 °C por 5 min; 35 ciclos
de desnaturação (45 segundos a 93 °C), anelamento
(45 segundos a 64 °C) e extensão (2 min a 72 °C);
1 ciclo de extensão final a 72 °C por 5 min, e de ma-
nutenção a 4 °C.  Os produtos de PCR obtidos foram
purificados utilizando o kit “Concert Rapid PCR
Purification System” da Invitrogen Life Technologies
(EUA) e foram quantificados em espectrofotômetro
(260 e 280 nm).  Os fragmentos de PCR (70 ng para
Y1 e 40 ng para os demais) foram amplificados nova-
mente, utilizando os oligonucleotídeos (3,2 pmol µL-1) Y1,
Y2 (5'-CCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGT-3',

Young et al., 1991) e oligonucleotídeos intermediá-
rios, conforme especificado em Chen et al. (2000),
bem como o kit “Big Dye” (Applied Biosystems,
EUA), de acordo com as instruções do fabricante.

Foram utilizados os seguintes ciclos para a
amplificação: 95 oC por 2 min; 30 ciclos de
desnaturação a 96 oC por 10 s, anelamento a 50 oC
por 5 s; extensão a 60 oC por 4 min.  As amostras
foram precipitadas com 75 % de isopropanol,
deixadas à temperatura ambiente (aproximadamente
28 oC) por 15 min e centrifugadas a 11.750 g por
20 min a 25 oC.  O sobrenadante foi removido,
adicionaram-se 250 µL de isopropanol a 75 % (v/v),
procedendo-se à mistura em um vórtex.

Cada amostra foi centrifugada novamente por
5 min, o sobrenadante foi cuidadosamente removido
e, então, aquecido a 90 oC por 1 min.  As amostras
foram ressuspensas em 8 µL de tampão (formamida
e azul de dextran, 5:1, v:v) e aquecidas novamente
por 2 min a 95 oC, seguido de um choque térmico
em gelo.  Para o seqüenciamento, 2 µL de cada
amostra foram aplicados em um gel de
poliacrilamida (Long Ranger Singel Packs, FMC,
EUA), e as seqüências foram determinadas em um
seqüenciador ABI 377 (Applied Biosystems).

As seqüências confirmadas nas direções 3' e 5'
foram submetidas ao banco de genes (“GeneBank
database”) do National Center for Biotechnology
Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST),
para buscar alinhamentos significativos.  Para a
análise filogenética, as seqüências obtidas neste
trabalho foram alinhadas com as seqüências das
seguintes estirpes, obtidas no banco de germoplasma
(número de acesso entre parênteses): B. japonicum
USDA 6T (U69638.2), USDA 110 (Z35330.1),
USDA 122 (D85408), USDA 136 (L23331); B. elkanii
USDA 76T (U35000.2), USDA 94 (D13429); R.
leguminosarum bv. phaseoli ATCC 8002 (M55494);
R. tropici IIA LMG 9518 (X67233.1); R. etli CFN 42T

(M64317); R. tropici IIB CIAT 899T (= SEMIA 4079)
(U89832), R. gallicum bv. gallicum R602T (U86343)
e R. giardinii bv. giardinii H152T (U86344).  As
seqüências obtidas neste trabalho e aquelas
provenientes do banco de genes foram alinhadas e
as árvores genéticas foram construídas usando o
algoritmo UPGMA (Unweighted Pair-Group
Method, Arithmetic Average, método de agrupamento
de médias aritméticas) (Sneath & Sokal, 1973) e o
programa Bionumerics (Applied Mathematics,
Bélgica).

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Somente as bases confirmadas sem nenhum erro
de leitura foram consideradas e, portanto, o
comprimento das seqüências das estirpes analisadas
variou de 1.384 a 1.411 pb, o que compreende quase
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toda a região que codifica o gene 16S rRNA.  As
seqüências das quatro estirpes comerciais para a
cultura da soja foram depositadas no banco de genes
(GenBank do NCBI) e receberam os seguintes
números 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
seqüenciadas e submetidas ao GenBank e receberam
os números de acesso AF236086 a AF236089,
respectivamente, enquanto a SEMIA 5085 recebeu
o acesso AY117677.

Quando as seqüências das quatro estirpes
comerciais foram submetidas ao GenBank para
verificar alinhamentos significativos, constatou-se
que a SEMIA 587 mostrou 99 % de identidade
(1.384 pb em 1.389 bp) com Bradyrhizobium sp.
estirpe LMG 9520 (X70402.1), isolada de Acacia
albida, bem como com B. elkanii USDA 76T

(U35000.2).  A estirpe SEMIA 5019 também mostrou
99 % de identidade com essas mesmas estirpes, com
similaridade em 1.407/1.411 pb e 1.408/1.411 pb,
respectivamente.  Já a SEMIA 5080 mostrou 99 %
de identidade (1.401/1.403 pb) com a estirpe
USDA 110 (Z35330.1) de B. japonicum.  Finalmente,
a SEMIA 5079 apresentou 99 % de identidade
(1.409/1.411 pb) com a estirpe USDA 6T (U69638.2)
e a SEMIA 5085 de B. japonicum.

As relações filogenéticas das quatro estirpes
comerciais com algumas estirpes utilizadas como
referência podem ser visualizadas na figura 1,
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 de B. elkanii, todas apresentando
uma relação genética de 97,05 %, tendo a
SEMIA 5019 apresentado identidade total de bases
com a USDA 31.

No segundo grupo, posicionaram-se as estirpes
já classificadas na espécie B. japonicum e as SEMIAs
5079 e 5080, apresentando identidade de 98,95 %.
Houve grande similaridade entre as seqüências dos
pares de estirpes SEMIA 566-SEMIA 5079 e
SEMIA 586-SEMIA 5080, sendo as duas estirpes
comerciais consideradas variantes obtidas no
programa de seleção de estirpes da Embrapa
Cerrados (Vargas et al., 1992; Vargas & Hungria,
1997).  Embora as estirpes comerciais SEMIA 5079
e SEMIA 5080 apresentem identidade elevada com
suas respectivas parentais na seqüência de bases
dessa região cromossômica conservada, foram
relatadas diferenças importantes entre elas em
diversas características morfológicas, fisiológicas,
genéticas e simbióticas (Nishi et al., 1996; Boddey
& Hungria, 1997; Hungria et al., 1996, 1998).

A seqüência da estirpe SEMIA 566 foi idêntica à
da USDA 123, estirpe altamente competitiva e
dominante nos solos do meio-oeste dos EUA
(Schmidt et al., 1986); essas duas estirpes também

apresentaram identidade total de bases com a
USDA 6, estirpe representativa (“type strain”) da
espécie B. japonicum e com a SEMIA 5085, utilizada
em inoculantes comerciais na Argentina.  A
seqüência da SEMIA 586 diferiu da obtida para a
USDA 136 que, segundo Sato et al. (1999), seria a
CB 1809, enviada dos EUA para a Austrália e, então,
para o Brasil, em 1966, onde recebeu a denominação
de SEMIA 586.  Contudo, a SEMIA 5080 apresentou
identidade total com a USDA 122, também
proveniente dos EUA, embora a seqüência desta
última (D85408) conste de apenas 264 pb; já a
comparação com outra seqüência depositada da
USDA 122 (AF234889) mostrou 99 % de similaridade
com a SEMIA 5080.

O gênero Bradyrhizobium apresenta pouca
variabilidade genética, dificultando a separação das
espécies.  Desse modo, técnicas como a RFLP-PCR
da região 16S rRNA, embora possibilitem a
separação de diversas espécies de rizóbio (Laguerre
et al., 1994), nem sempre são capazes de diferenciar
espécies estreitamente relacionadas, como B.
japonicum de B. elkanii e R. tropici de Agrobacterium
(Laguerre et al., 1994; Chueire et al., 2000a).  Torna-
se essencial, então, realizar o seqüenciamento de
regiões do DNA como a que codifica o gene 16S rRNA
e, embora o seqüenciamento parcial desse gene já
contribua com diversas informações (Chueire et al.,
2000a), somente pela análise total do gene, conforme
determinado neste trabalho, é possível classificar as
estirpes nas espécies de rizóbio já descritas.  As duas
espécies de Bradyrhizobium foram bem definidas,
formando dois grupos distintos, com as estirpes
SEMIA 587 e SEMIA 5019 agrupadas com a espécie
B. elkanii, e as SEMIA 5079 e SEMIA 5080 com a
espécie B. japonicum (Figura 1).

As seqüências obtidas para os microssimbiontes
do feijoeiro também foram submetidas ao GenBank,
recebendo os seguintes números de acesso: PRF 35
(AF260298), PRF 54 (AF260275) e SEMIA 4080
(AF260274).  A SEMIA 4080 apresentou 99 % de
identidade (1.382/1.387 pb) com Rhizobium espécie
genômica Q estirpe BDV5102 (Z94806.1), isolada de
um arbusto nativo na Austrália, Daviesa leptophylla
(Lafay & Burdon, 1998).  Já as estirpes PRF 35 e
PRF 54 apresentaram 99 % de identidade (1.392/1.406
pb e 1.392/1.403 pb, respectivamente) com a estirpe
de Rhizobium sp.  LMG 9509 (X67232.1), descrita
por Willems & Collins (1993).  Essas duas estirpes
também apresentaram identidade de bases elevada
com Agrobacterium, confirmando a semelhança
genética de vários isolados de rizóbio das regiões
tropicais com bactérias desse gênero (Khabaya et
al., 1998; Chen et al., 2000) que inclui, principalmente,
patógenos de raízes.  Inclusive, recentemente, foi
sugerida a revisão do gênero Agrobacterium para
Rhizobium (Young et al., 2001).

Como descrito por Hungria et al. (2000), as
estirpes PRF 35 e PRF 54 apresentaram semelhança
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nos perfis de DNA amplificados com os oligonucleo-
tídeos ERIC, REP e por RAPD e, de fato, neste
trabalho, constatou-se identidade de bases elevada
entre as estirpes (Figura 2).  Resultados de diversas
análises morfológicas, fisiológicas e genéticas
indicaram que PRF 35, PRF 54 e a SEMIA 4080
apresentavam características intermediárias entre
R. tropici IIA e IIB e, neste estudo, o seqüenciamento
da região que codifica o 16S rRNA indicou maior
semelhança com R. tropici IIA (Figura 2).  A escolha
de estirpes pertencentes à espécie R. tropici em
inoculantes comerciais para a cultura do feijoeiro é
muito importante, pela maior estabilidade genética
dessa espécie (Hungria et al., 1997).

Perfis distintos para cada uma das estirpes
recomendadas para a cultura da soja foram obtidos
pelas análises de lipopolissacarídeos e de DNA após
a amplificação com os oligonucleotídeos específicos
ERIC, REP e BOX (Chueire et al., 2000b; Bangel,
2000) ou por RAPD (Sato et al., 1999; Bangel, 2000;
Chueire et al., 2000b).  Essas mesmas técnicas
conseguem diferenciar as estirpes recomendadas
para a cultura do feijoeiro (Chueire et al., 2000b;
Hungria et al., 2000).  O reconhecimento de cada
uma das estirpes comerciais é essencial para o
controle dos inoculantes que, obrigatoriamente,
devem carregar exclusivamente essas estirpes.  Além
disso, o seqüenciamento do 16S rRNA torna-se uma

Figura 2. Dendrograma (UPGMA) mostrando as relações genéticas entre os genes 16S rRNA das estirpes
SEMIA recomendadas para a cultura do feijoeiro e das estirpes representativas das espécies de
Rhizobium capazes de nodular essa leguminosa.
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Figura 1. Dendrograma (UPGMA) mostrando as relações genéticas entre os genes 16S rRNA das estirpes
SEMIA recomendadas comercialmente para a cultura da soja e das estirpes representativas das
espécies B. japonicum e B. elkanii.
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ferramenta útil para o estabelecimento da
diversidade de rizóbio no Brasil.
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