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Caracterizacao da regido espacadora 16-23S rDNA para diferenciacéo de estirpes de
rizébios utilizadas na producéo de inoculantes comerciais no Brasil

Characterization of the spacer region 16-23S rDNA for differentiation of strains of rhizobia used in
the production of commercial inoculants in Brazil

Andréia Mara Rotta Oliveira™ Eliane Villamil Bangel' Mariangela Hungria"
José Ricardo Pfeifer Silveira' Luciano Kayser Vargas' Bruno Brito Lisboa'

RESUMO

A identificacdo de estirpes de rizébio tem sido feita
pela especificidade por hospedeiros e ensaios microbiol6gicos
tradicionais. Por constituirem um grupo filogeneticamente
heterogéneo, diferentes técnicas moleculares tém sido
empregadas para auxiliar na caracterizacdo genética e na
identificacdo de estirpes eficientes e competitivas para a
producdo de inoculantes. Este trabalho teve por objetivos
caracterizar a regido espacadora 16S-23S rDNA das estirpes
de rizébios utilizadas nos inoculantes comercializados no Brasil
para espécies leguminosas, utilizando a técnica da PCR em
combinagdo com a de RFLP, e avaliar a possibilidade do uso
desse marcador molecular como método auxiliar para
identificacéo das estipes. A amplificac@o da regido espacadora
16-23 S rDNA das estirpes de rizébios gerou fragmentos com
tamanhos que variaram entre 700pb e 1350pb. Os produtos
resultantes da amplificacdo foram submetidos a digestdo com
as endonucleases. Mps |, Dde | e Hae Ill. Os resultados obtidos
neste estudo indicam a possibilidade do uso da técnica de
PCR-RFLP da regido espacadora 16S-23S rDNA como
marcador molecular para a diferenciar as estirpes de rizébios,
em complemento as técnicas microbioldgicas tradicionais.
Contudo, este marcador ndo é suficientemente discriminatério
para ser usado na identificacdo das estirpes recomendadas
para a produgdo de inoculantes comerciais.

Palavras-chave: qualidade de inoculantes, PCR-RFLP,
marcadores moleculares.

ABSTRACT

The identification of strains of rhizobia has been
made by host specificity and regular microbiological tests. By
forming a phylogenetically heterogeneous group, different
molecular techniques have been employed to assist in the

genetic characterization and identification of efficient and
competitive strains for production of inoculants. This study
aimed to characterize the spacer region 16S-23S rDNA of the
strains of rhizobia used in commercial inoculants in Brazil for
legume species, using PCR combined with RFLP, and assess
the possibility of using this molecular marker as an auxiliary
method for identification of strains. The amplification of the
16-23 S rDNA spacer region of rhizobium strains generated
fragments with sizes ranging between 700 and 1350bp. Products
from the amplification were subjected to digestion with Mps I,
Dde | and Hae Il endonucleases. The results indicated the
possibility of using the technique of PCR-RFLP of 16S-23S
spacer region rDNA as molecular marker to differentiate most
strains tested and recommended for production of inoculants,
in addition to the traditional microbiological techniques.
However, this marker is not sufficiently discriminatory to be
used in the identification of the strains recommended for the
production of commercial inoculants.

Key words: quality of inoculants, PCR-RFLP, molecular
markers.

INTRODUCAO

A fixagdo biologica do nitrogénio (FBN) ¢
um processo importante na agricultura brasileira, que
tem uma tradi¢do de décadas no uso de inoculantes a
base de rizobios, sendo que, em termos agricolas, a
maior contribui¢do ocorre pela associagdo simbiodtica
com leguminosas (HUNGRIA, 2011). Além dos
beneficios econdmicos com a redugdo nos custos de
producdo, a reducao nas aplicagdes de fertilizantes leva
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a uma melhoria da qualidade ambiental - com menor
aporte de nitratos para as aguas superficiais e
subterraneas - ¢ a sustentabilidade dos agroecossistemas.

Embora o exemplo mais bem sucedido da
aplicacdo dessa tecnologia seja a cultura da soja
(Glycine max), com mais de 95% do mercado de
inoculantes destinados a esta cultura (HUNGRIA,
2011), estirpes de rizobio de diferentes géneros tém
sido selecionadas para mais de 90 espécies de
leguminosas e incluem o feijao, a lentilha e 0 amendoim;
leguminosas utilizadas para a adubacgao verde,
forrageiras e espécies arboreas (HUNGRIA, 2007). Além
da associagdo com leguminosas, outras espécies de
rizobios tanto de vida livre (eg. Azotobacter
chroococcum, Beijerinckia fluminensis, Azotobacter
paspali, Derxia spp., Paenebacillus azotofixans)
como associativos (Azospirillum spp. e Burkholderia
spp.) e endofiticos (Herbaspirillum spp. e
Burkholderia spp.), tém sido descobertas com
capacidade de fixar nitrogénio em gramineas
(HUNGRIA, 2011).

A legislagdo brasileira prevé que somente
podem ser comercializados aqueles inoculantes
produzidos com as estripes recomendadas pelo
Ministério da Agricultura Pecudria e do Abastecimento
(MAPA). A Fundagdo Estadual de Pesquisa
Agropecuaria (FEPAGRO), através da Colecdo de
Culturas de Rizobios SEMIA, fornece as industrias
brasileiras produtoras de inoculantes as estirpes
autorizadas. Dessa forma, ¢ imprescindivel que esse
material genético seja constantemente monitorado, para
garantir a qualidade das cepas fornecidas. Além disso,
a FEPAGRO presta servigos de analise da qualidade de
inoculantes produzidos no Brasil e aqueles vindos de
outros paises, principalmente do Uruguai e da
Argentina, que sdo comercializados no pais, avaliando
o numero de células viaveis e a determinacdo da
presenga da estirpe recomendada no produto.

Atualmente, existem seis géneros de
rizobios: Rhizobium, Sinorhizobium,
Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Allorhizobium e
Azorhizobium classificados através da analise do gene
16 STIDNA (GARRITY etal., 2007 ) e o relato de uma
unica espécie de Methylobacterium (da familia
Methylobacteriaceae), Methylobacterium nodulans,
que faz simbiose com espécies de Crotalaria (SY et
al.,2001).

A identificac@o e a caracterizacao de estirpes
de rizébio tém sido feitas, tradicionalmente, baseadas
nos resultados de especificidade por hospedeiros,
analises em meios de cultura da morfologia de colonias,
fisiologia do crescimento e reagdo de pH (acido/
alcalino), resisténcia intrinseca a antibioticos,

caracteristicas bioquimicas, suscetibilidade a
bacteriofagos e reagoes sorologicas (PITARD, 2000).

Marcadores moleculares de diferentes
classes, como aqueles baseados na PCR (reagdo em
cadeia da polimerase) como o RAPD (random
amplification of polymorphic DNA) (BANGEL 2000,),
rep-PCR (repetitive extragenic palindromic-PCR)
(GRANGE, 2004; STOCCO, et al., 2008), AFLP (amplified
fragment lenght polymorphism) (GIONGO et al., 2008),
entre outras, t€m contribuido para a determinagdo da
variabilidade de rizobios, tanto entre estirpes de uma
mesma espécie, quanto de estirpes de diferentes espécies.

A filogenia de estirpes de rizobios
recomendadas para a produgao de inoculantes no Brasil
para 33 espécies leguminosas foi determinada através
do sequenciamento da regido do gene que codifica o
16 STRNA (MENNA, et al., 2006; BINDE et al., 2009).
Os estudos revelaram a existéncia de cinco, dos seis
géneros de rizobios ja descritos na literatura
(Rhizobium, Sinorhizobium, Bradyrhizobium,
Mesorhizobium e Azorhizobium), uma estirpe
pertencente ao género Methylobacterium, duas do
género Burkholderia e uma do género Pseudomonas,
demonstrando a grande diversidade existente entre as
estirpes de elite.

O custo elevado da técnica de
sequenciamento dificulta o uso em analises de rotina
para a certificacdo de estirpes, necessaria para o
controle de qualidade de inoculantes comercializados
no Brasil. Dessa forma, outros métodos que apresentam
correlagdo com os dados do sequenciamento do 16S
rRNA estdo sendo avaliados para auxiliarem na
identificagdo das estirpes, em complemento as técnicas
microbiologicas tradicionalmente utilizadas. Entre esses
métodos, a técnica de PCR em combinagdo com a de
RFLP tem sido utilizada para a analise do 16S rRNA e
23S rRNA (ARDRA-Amplified Ribossomal DNA
Restriction Analysis) e da regido espacgadora (ITS -
internal transcribed spacer) entre estes genes
(STRALIOTTO, etal.,2005; GIONGO et al.,2007).

Dados de sequéncias da regido espagadora
entre os genes 16S-23S rDNA tém se acumulado nos
ultimos anos, ¢ o alinhamento de sequéncias
disponiveis em bancos de dados mostra que pode
ocorrer variagao consideravel intra e infra-especifica,
tanto no tamanho como na sequéncia de bases
(LAGUERRE, et al., 1996; CHUEIRE, et al., 2003;
GERMANQO, et al., 2006), evidenciando que esta regido
pode ser util na diferenciagdo de estirpes de rizobios
recomendadas para produgd@o de inoculantes.

Considerando a necessidade do uso de
métodos mais precisos que auxiliem no controle da
qualidade de inoculantes, este trabalho teve por
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objetivos caracterizar a regido espagadora 16S-23S
rDNA das estirpes de rizobios utilizadas nos inoculantes
comercializados no Brasil para espécies leguminosas,
utilizando a técnica da PCR em combinagdo com a de
RFLP, e avaliar a possibilidade do uso desse marcador
molecular como método auxiliar para identificagdo das
estipes.

MATERIAL E METODOS

Estirpes de Rizobio

Fizeram parte deste estudo 41 estirpes da
colecdo de culturas SEMIA (Secdo de Microbiologia
Agricola) da FEPAGRO (Fundagdo Estadual de
Pesquisa Agropecuaria, Porto Alegre, RS), das quais
36 sdo recomendadas pelo Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) para a produgdo
de inoculantes comercializados no Brasil, duas de
Burkholderia sp. e uma de Pseudomonas sp. Além
dessas, 20 estirpes de rizobios da Colegdo de Culturas
USDA - ARS (United States Department of Agriculture
- Agriculture Research Service, Beltsville, MD), foram
usadas como referéncia.

Extragdo de DNA

As estirpes foram crescidas em meio liquido
composto de extrato de levedura e manitol (LM)
(VINCENT, 1970). Posteriormente, efetuou-se a extracio
e purificacdo do DNA total das culturas bacterianas,
conforme descrito por BOUCHER et al. (1987).

Amplificagdo do 16-23S rDNA e analise dos fragmentos
de restri¢ao

O DNA genomico foi amplificado com os
oligonucleotideos iniciadores FGPS 5’
TGCGGCTGGATCACCTCCT-3’ e FGPS 132 5’ -
CCGGGTTTCCCCATTCGG-3’(LAGUERRE etal.,
1996). As reagdes foram realizadas em um volume final
de 25ul, contendo: 30ng de DNA, 0,ImM dNTPs
(Amersham Pharmacia), 1,5mM MgCI2, 1,0 uM de cada
oligonucleotideo iniciador tampao de reagdo (10mM
Tris-HCI, 50mM KCI), 1U Tag DNA polimerase
(Invitrogen). As amplifica¢des foram desenvolvidas em
um termociclador (Uvitech) com a seguinte
programagdo: uma etapa de 3min a 95°C; 35 ciclos de
Imina 94°C, Imina 55°C e 2min a 72°C; uma etapa final
de Smina 72°C.

Do produto gerado da amplificag@o por PCR,
5uL! foram digeridos individualmente com as enzimas
de restricdo Mps I, Dde I e Hae III (Invitrogen),
previamente selecionadas neste trabalho, por gerarem
maior nimero de fragmentos discriminatorios para os
géneros de rizobios analisados. O perfil de restrigao foi

analisado por eletroforese em gel de agarose 3%,
corado com brometo de etideo e documentados através
do sistema de foto-documentagdo computadorizada
EDAS 120 (Kodak).

Analise de Agrupamento

O padrdo de bandas dos isolados foi
convertido em uma matriz binaria e os resultados
analisados por meio do programa NTSYS-pc v.1.7
(Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis
System). A matriz de similaridade foi estimada utilizando
o coeficiente de Jaccard e construidos os agrupamentos
de acordo com o método UPGMA (Unweighted Pair-
Group Method, arithmetic averages) (CRISCI &
ARMENGOL, 1983).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A amplificagdo da regido espagadora 16-23
S rDNA das estirpes de rizobios gerou fragmentos com
tamanhos que variaram entre 700pb e 1350pb. Os
produtos resultantes da amplificagdo foram submetidos
a digestdo com as endonucleases. Cada uma das
enzimas utilizadas gerou de dois a seis fragmentos e a
maioria das estirpes analisadas apresentou
polimorfismos nessa regido. Apresentaram perfis de
restrigdo idénticos entre si as estirpes SEMIAs 134 ¢
116;2050¢2002; 6390 ¢ 6384;6439¢6175;6319 e 6144;
USDAs 3383 e 4779 com a endonuclease Mps I;
SEMIAs 222 ¢235; 6162 ¢ 6395; 6164 ¢ 6099; USDAs
3383¢4779;9032 ¢ 1844, com Dde I e SEMIAs 6415 ¢
6159; 6390 ¢ 6403; 6162 ¢ 6395; USDAs 4779 € 3592;
9032 ¢ 3588; 3622 ¢ 76, com Hae III. Perfil de RFLP
idénticos entre estirpes de rizébios estreitamente
relacionadas tem sido documentado com o uso de até
duas enzimas de restri¢do, devido a presenca de
dominios altamente conservados nas sequéncias dos
genes que codificam as regides 16S rDNA (EARDLY, et
al.,2005; RASHID etal., 2009). Pela analise do perfil de
restri¢ao individual com cada enzima de restrigao, existe
um indicativo de que o maior poder discriminatorio
poderia ser atribuido a Dde 1. Contudo, conforme
também salientado em outros estudos (GERMANO et
al., 2006), o posicionamento taxondmico correto so &
possivel com a analise de varias enzimas de restrigao.
Recomenda-se, portanto, o uso de mais de uma
endonuclease de restri¢do para a caracterizagdo das
estirpes de rizobios.

O indice de similaridade genética
determinado pelo coeficiente de Jaccard ficou entre O e
0,45%, indicando uma grande variabilidade genética
entre os isolados. A analise de agrupamento, realizada
a partir do resultado gerado com as trés enzimas de
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restri¢do, apresentou a formacdo de cinco grandes
grupos, com indices de similaridade menores ou iguais
a 0,05% e 40 subgrupos com indices de similaridades
entre 0,08% e 0,45%, formados por diferentes géneros
de rizobios (Figura 1). A variabilidade genética elevada
entre as estirpes de rizobios, resultando em diversos
agrupamentos, com baixa similaridade entre os grupos,
também foi observada por GERMANO et al. (2003) em
estudo para a caracterizacdo da diversidade de estirpes
de Bradyrhizobium isoladas de nodulos de
leguminosas tropicais, através de uma abordagem
polifasica, pela andlise conjunta de trés regides
ribossomais. Os autores constataram variabilidade
genética elevada entre as estirpes analisadas, em todas
as regides ribossomais avaliadas, resultando em
diversos agrupamentos, com baixa similaridade entre
os grupos. Os dendrogramas obtidos para as regides
dos genes 16S rRNA, 23S rRNA e IGS resultaram em
agrupamentos com niveis finais de similaridade
extremamente baixos, 28%, 16% e 27%,
respectivamente.

A estirpe SEMIA 6412 do género
Burkholderia sp foi a estirpe que apresentou a menor
similaridade genética com as estipes analisadas,
formando um grupo isolado, distante da estirpe SEMIA
6390, classificada como Burkholderia cepacia. Os
resultados da caracterizacdo da regido espagadora do
16-23S rDNA por PCR-RFLP, encontrados nesse
estudo, se assemelham aos ja obtidos por outros
autores que utilizaram este marcador molecular com o
propdsito de detectar heterogeneidade entre e dentro
de espécies, possibilitando a caracterizacdo e
identificagdo de bactérias estreitamente relacionadas
(LAGUERRE, et al., 1996; CHUEIRE, et al., 2003). A
grande dissimilaridade da estirpe SEMIA 6412 em
relacdo as demais se deve ao fato de que, embora essa
estirpe tenha sido inicialmente classificada como uma
alfa-Proteobacteria, na verdade, ela pertence a um
género distinto e a beta-Proteobacteria, sendo bastante
distinta das demais, o que a posiciona em um
agrupamento distante, o que também foi constatado
tanto em estudo com RFLP de regides ribossomais
(GERMANO etal., 2006), como na analise do gene 16S
rRNA (MENNA etal., 2006).

De acordo com a legislagdo vigente, os
inoculantes comercializados no Brasil devem conter
somente a(s) estirpe(s) recomendada(s) pelo MAPA.
Os resultados obtidos neste estudo indicam a
possibilidade do uso da técnica de PCR-RFLP daregiao
espagadora 16S-23S rDNA como marcador molecular
para a diferenciag@o da maioria das estirpes analisadas

e recomendadas para a producdo de inoculantes. As
SEMIAs 134 ¢ 116, classificadas como Sinorhizobium
meliloti e indicadas para a produgdo de inoculantes
comerciais para alfafa, (Medicago sativa) e SEMIAs
222 e 235, classificadas como Rhizobium
leguminosarum e indicadas para a produgdo de
inoculantes comerciais para trevo branco (Trifolium
repens), apresentaram perfis de restricao idénticos entre
si com as enzimas Mps I e Dde I, respectivamente,
porém distintos das demais estirpes analisadas com
essas enzimas. A ocorréncia de recombinagio
intragénica localizada e a transferéncia lateral parcial,
ou total, dos operons RNAr tém sido relatada em muitos
géneros de bactérias, incluindo os rizdébios
(SHAMSELDIN et al., 2008). A ocorréncia de
sequencias mosaicas, resultantes de transferéncia ou
recombinacdo génica entre essas estirpes, pode ser
uma explica¢do para os resultados encontrados. No
entanto, essa inferéncia precisa ser investigada. Para
fins de taxonomia e filogenia, sdo usados os genes
ribossomais ou outros genes housekeeping, na
metodologia MLSA (Multilocus Sequence Analysis)
(MARTENS, etal.,2007; RIBEIRO et al., 2008). Contudo,
as estirpes podem apresentar comportamento distinto
em relagdo ao hospedeiro, porque os genes
responsaveis pela nodulagdo de fixa¢do do nitrogénio
estdo, no caso dessas estirpes, localizados em
plasmideos simbidticos. Desse modo, estirpes idénticas
no cromossomo podem ter plasmideos e propriedades
simbidticas distintas.

CONCLUSAO

A variabilidade genética existente na regiao
espagadora do 16-23S rDNA das estirpes determinada
através da técnica da PCR combinada com a de RFLP
permite diferenciar a maioria das estirpes de rizobio,
indicando a possibilidade do uso desse marcador
molecular para a caracterizagdo das estirpes de rizobios,
em complemento as técnicas microbioldgicas
tradicionais. Contudo, esse marcador ndo ¢
suficientemente discriminatério para ser usado na
identificacdo das estirpes recomendadas para a
produgdo de inoculantes comerciais.
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Figura 1 - Dendrograma gerado pelo método UPGMA, a partir dos perfis de restrigdo da regido espagadora entre o 16-

23 S tDNA, com as enzimas Mps I, Dde I ¢ Hae III.
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