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RESUMO GERAL

CARVALHO, Y. Caracterização fenotípica, genotípica e simbiótica de
Azorhizobium sp. de Sesbania virgata (Caz.) Pers. Lavras: UFLA, 2002.
89 p. (Tese de - Doutorado em Solos eNutrição de Plantas)*

Trinta estirpes de rizóbio com características culturais em meio de
cultura YMA, similares a Azorhizobium caulinodans (alcalinização e pouca
produção de goma) isoladas da leguminosa nativa Sesbania virgata em
diferentes locais do sudeste do Brasil (Estados de MinasGeraise Rio de Janeiro)
foram estudados. Características fenotípicas e genotípicas foram investigadas,
incluindo testes fisiológicos, perfil de proteínas totais, perfis de restrição do gene
rDNA 16S e espaço intergênico (rDNA 16S-23S) amplificados e
sequenciamento total da bases do rDNA 16S. Constatou-se a fixação de
nitrogênio em meio de cultura livrede N (sólido e semi-sólido) para os isolados
às Azorhizobium sp. nov., porém com atividade da nitrogenase menor que paraa
estirpe ORS 571 Tde Azorhizobium caulinodans. O perfil de proteínas totais foi
relativamente similar para as 30 estirpes, mas pequenas diferenças as
discriminaram em três grupos. As análises de RFLP mostraram diferenças entre
a espécie proposta e Azorhizobium caulinodans .0 sequenciamento total do 16S
rDNA encontrou 29 bases diferentes em BR 5401T de Azorhizobium sp em
relação à seqüência mais similar publicada ORS 571 Azorhizobium
caulinodans. Testes de infecção em plantas para estudar as relações simbióticas
entre Azorhizobium sp. BR 5401T, e Sesbania virgata (Caz.) Pers com outros
parceiros foram realizados em vasos de Leonard. Quando diversa espécies de
leguminosas foram inoculadas com BR 5401Tsomente S. virgata nodulou
eficientemente. Quando Sesbania virgata foi inoculada com estirpes tipo ou
referência de espécies dos gêneros Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium,
Mezorhizobium e Azorhizobium, a nodulação ocorreu somente com a inoculação
da estirpe homologa BR 5401T. Assim, demostrou-se que este grupo estirpes é
fenotipicamente e filogeneticamente diferente de Azorhizobium caulinodans e
outras espécies de rizóbio atualmente descritas e possui relação simbiótica
altamente específica quanto à fixação de nitrogênio comSesbania virgata.

Comitê Orientador: Prof Fátima MS. Moreira - UFLA (Orientadora).



GENNERAL ABSTRACT

CARVALHO, Y. Phenotypic, genorypic and symbiotic characterizatton of
Azorhizobium sp oiSesbania virgata (Caz.) Pers. Lavras: UFLA, 2002. 89
p. (Thesis - Doctorate in Soil and Plant Nutrition)

Thirty rhizobia strains with cultural characteristics on YMA similar to
Azorhizobium caulinodans (alcalinization, few EPS "extracelular polissacaride
production") isolated fxom the native leguminous species Sesbania virgata in
different regions at south east Brazil (Minas Gerais and Rio de Janeiro states)
were studied. Genetic, phenotypic and symbiotic characteristics were performed,
including cultural and physiological tests, polyacrilamide gel electrophoresis
(SDS-PAGE) of total proteins, restriction fragment length polymorphism
(RFLP) ofPolimerase Chain reaction (PCR) amplified 16S tDNA and intergenic
space between 16S and 23S rDNA and the total sequenceof bases of 16S rDNA.
In Ali isolates ofAzorhizobium sp. were able to fíx nitrogen in the free- living
state in solid and semi-solid médium. The nitrogenase activity mesured by
acetylene reduction activity was smaller than that of the strain ORS 571T of
Azorhizobium caulinodans. SDS-PAGE of total proteins of ali strains were
relatively similar, but, small difíerences discriminated these strains into three
groups. Analysis of RFLP showed differences between Azorhizobium sp. and
Azorhizobium caulinodans. Total sequence of 16S rDNA shows difíerences in
twenty nine different bases in BR 5401T ofAzorhizobium sp. in relation to the
most similar published sequence, ORS 571T Azorhizobium caulinodans. Plant
infection tests to study the symbiotic relationships among Azorhizobium sp. nov
BR 5401T and Sesbania virgata (Caz.) Pers with others partners were carried out
in Leonardjars. When diverse legume species were inoculated with BR 5401 ,
only S. virgata nodulated efficiently. When Sesbania virgata was inoculated
with type or reference strains of species belonging to the genera Rhizobium,
Bradyrhizobium, Sinorhizobium, Mezorhizobium and Azorhizobium, nodulation
occurred only with the inoculation of the homologue strain BR 5401 . It was
demonstrated that this group is phenotypically and phylogenetically different
fromAzorhizobium caulinodans and other rhizobiaspeciesdescribed. It was also
found that there is a high specific relationship, mainly concerning to nitrogen
fixation, between Azorhizobium sp. BR5401T and Sesbania virgata.

*Guidance Committee: Prof Fátima MS. Moreira - UFLA (Major Professor).
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CAPITULO 1

1 INTRODUÇÃO GERAL

Até 1988, as bactérias que formam simbiose com Leguminosas fixando

nitrogênio pertenciam a dois gêneros, Rhizobium e Bradyrhizobium. Até que

Dreyfus et ai. (1988), através de análises fenotípicas, incluindo perfil de

proteínas totais por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), e

genéticas como composição de bases do DNA (conteúdo de C + G) e

hibridização DNA-rRNA, descreveram um novo gênero, Azorhizobium, com

uma única espécie, A. caulinodans, para rizóbios que nodulavam o caule de

Sesbania rostrata,

Atualmente, são descritas mais de 30 espécies de rizóbios, distribuídas

em 5 gêneros na sua maioria provenientes de leguminosas temperadas

produtoras de grão. Nos últimos 10 anos, árvores tropicais passaram a ser

investigadas e ao mesmo tempo, o advento dos métodos moleculares que

culminaram com o sequenciamento do gene rDNA 16S permitiu a investigação

mais profunda na taxonomia dos rizóbios, criando novos gêneros, espécies e

biovars.

Ao longo deste percurso a simbiose rizóbio-leguminosa foi investigada e

diversas plantas pertencentes as três subfamilias Caesalpinioideae,

Papillionoideae e Mimosoideae da família Leguminosae foram examinadas

quanto a sua nodulação, chegando atualmente a 24% de um total estimado em

19.700 espécies (Faria et ai.,1999). Dentre os rizóbios que nodulam as

leguminosas já pesquisadas, nenhuma espécie foi acrescentada ao gênero

Azorhizobium.



Sesbania virgata (syn. Sesbania marginata) é uma leguminosa arbustiva

adaptada a condições de alagamento que ocorre nas regiões Sul, Sudeste e

Centro-oeste do Brasil, Paraguai, Argentina e Uruguai (Pott e Pott, 1994). Esta

espécie apresenta rápido crescimento o que a torna potencialmente utilizável

para diversos usos como adubação verde, cercas vivas, lenha, entre outros, além

do reflorestamento de margens de cursos de água. Os primeiros rizóbios

nodulando esta espécie foram isolados por Campeio (1976).

Posteriormente, estes rizóbios foram identificados através de análises de

de proteínas totais por Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE),

(Moreira et ai.,1993), padrões de isoenzimas- MEE (Multilocus Enzyme

Electrophoresis) (Moreira et ai.,1994) e sequenciamento parcial do rDNA 16S,

comopertencentes aogênero Azorhizobium, porémcom diferenças significativas

entre a única espécie - A. caulinodans (Dreyfus et ai., 1988) que indicavam

tratar-se de uma nova espécie do gênero (Moreira et. ai., 1998). A estirpe BR

5401(=Sml), isolada por Campeio, foi indicada como a estirpe tipo desta nova

espécie (Moreira et ai., 1999).

O objetivo deste trabalho foi realizar novos testes de valor taxonômico

no grupo de estirpes isoladas de S. virgata e verificar se estas são similares em

características genéticas, fenotípicas e simbióticas a BR 5401, podendo assim

corroborar a proposiçãode uma nova espécie.

2 REFERENCIAL TEÓRICO

2.1 Simbiose rizóbio-leguminosa

A fixação de nitrogênio pela simbiose rizóbio-leguminosa é considerada

a maior fonte de fixação por via biológica e também, o processo aplicado na

agricultura mais estudado e explorado. Rizóbios, os diazotróficos mais



conhecidos são bactérias capazes de formar nódulos radiculares e em alguns

casos caulinares em plantas da família Ulmaceae e principalmenteLeguminosae.

Esta simbiose é responsável por uma substancial parte do fluxo global de

nitrogênio atmosférico fixado nas formas de amônia, nitrato e compostos

orgânicos (Kahindi et ai., 1997).

A família Leguminosae compreende árvores, arbustos, ervas e lianas,

espécies de importância econômica em diversas áreas, como silvicultura,

agricultura, farmacêutica, entre outras. Esta família é um dos grupos de vegetais

superiores mais importantes e compreende três sub-famílias: Caesalpinioideae

(cerca de 2000 espécies), Papillionoideae (cerca de 12.000 espécies) e

Mimosoideae (cerca de 3000 espécies), totalizando mais de 19.700 espécies.

Entre as Papilionoideae foram investigadas 24% do total de espécies e 95%

nodulavam, para as subfamílias Mimosoideae e Caesalpinioideae somente 19%

do total de espécies foram pesquisadas quanto a nodulação, sendo que destas,

90% das espécies de Mimosoideae e somente 24 % das espécies de

Caesalpinioideae apresentaram nódulos (Faria et ai., 1999).

Até o momento mais de 30 espécies de rizóbios foram descritas, entre

espécies e biovares, pertencendo a 5 gêneros (Tabela 1), mas esta classificação

está longe de serrepresentativa. Embora existamleguminosas que não nodulam,

principalmente na subfamüia Caesalpinioideae, o número real de espécies de

rizóbio deve ser maior que o atual. Uma explicação para esta diferença entre o

númerode rizóbios e o número de leguminosas noduladoras pode ser o limitado

número de espécies de leguminosas estudadas atéhoje quantoa esta associação.

Somente 19 a 24% das 19.700 leguminosas foram examinadas quanto a sua

capacidade de nodular. Além disso, a maioria dos estudos sobre nodulação era

direcionada quase que exclusivamente as culturas agrícolas de importância

econômica, como soja, feijão, ervilha, alfaia e trevo, entre outras espécies



restritas a poucos grupos de divergência da família Papilionoideae (Graham,

1976; Moreira et al.,1998).

TABELA 1. Rizóbios atualmente conhecidos e hospedeira original (adaptado de
Siqueira e Moreira, 2001)

Gênero

Rhizobium
(Frank, 1889)

Espécie

R. leguminosarum (Frank, 1889) biovars phaseoli, trifolii,
viciae (Jordan, 1984)
R. tropici (Martínez-Romeroet al.,1991)
R. etli (Segovia et aL, 1993)
R. giardiniibiovar giardinii e phaseoli (Amarger et aL, 1997)
R. gallicumbiovar gallicum e phaseoli (Amarger et aL 1997)
R. hainanense (Chen et ai., 1997)
R. mongolense (Van Berkum etai,1998)
R. huautlense (Wang et ai., 1999b)
R. undicola (De Lajudie et ai., 1998b)

Não definido R.. galegaebiovarorientalis, officinalis (Lindstrom, 1989)
S. melilotí (De Lajudie et ai. 1994)
S. fredii quimovar siensis, fiedii (Scholla e Elkan, 1984;
Chen et ai., 1988; De Lajudie et aL 1994)
S. saheli (De Lajudie et ai. 1994)
S. teranga biovar acaciae (De Lajudie et ai., 1994;) biovar
sesbaniae (Boivin et ai., 1997)
S. medicae (Rome et ai., 1996)
S. arboris (Nick et aL, 1998)
S. kostiense (Nick et ai., 1998)

Sinorhizobium

(De Lajudie et ai.
1994)

Mezorhizobium
(JarvisetaL, 1982)

M. loti (Jarvis et ai., 1982; Jarvis et ai., 1997)
M. huakuii (Chen et ai., 1991; Jarvis et ai., 1997)
M. ciceri (Nour et ai., 1994; Jarvis et ai., 1997)
M. tianshanense (Chen et ai., 1995; Jarvis et ai., 1997)
M. mediterraneum (Nour et al.,1995; Jarvis et aL, 1997)
M. plurifarium (De Lajudie et ai., 1998a)
M. amorphae (Wang et ai., 1999a)
M. chacoense (Velazques et aL 2001)
M. yanglingense (Tanet al.2001)

Bradyrhizobium B.japonicum (Jordan, 1982)
(Jordan, 1982) B. elkani(Kuykendall et ai., 1992)

B. liaoningenge (Xu et ai., 1995)
Azorhizobium A. caulinodans (Dreyfiis et ai., 1988)



Dos últimos rizóbios reconhecidos, apenas Sinorhizobium teranga, S

saheli e Mezorhizobium plurifarium provêm de árvores e arbustos selvagens de

áreas tropicais (De Lajudie et ai. 1994, 1998), áreas cuja grande biodiversidade

de leguminosas é conhecida. A investigação da simbiose e dos microsimbiontes

nestas áreas promete o surgimento de futuras novas espécies (Haukka et ai.,

1996; Moreira et al.,1998).

O estudo da fixação biológica de N2 em Leguminosas florestais no

Brasil foi intensificado nos últimos 18 anos. A investigação da nodulação de

espécies nativas da região Amazônica e da Mata Atlântica descobriu muitas

espécies noduladas não conhecidas como tal, a maior parte árvores e muitas de

importância econômica (Faria et ai.1989,1998; Moreira et ai.,1993).

Adicionalmente, cerca de 3000 estirpes de rizóbios foram isoladas de

diversos tipos de solo e vegetação e grupos de divergência de Leguminosae

(Faria et ai., 1984 e 1987; Moreira et ai., 1993), revelando a nodulação de

leguminosas até então desconhecidas e estirpes de rizóbio que não pertenciam às

espécies conhecidas. Essas pesquisas indicam que rizóbios tropicais

representam, provavelmente, uma fonte não explorada da diversidade

microbiana com valores econômicos e ecológicos.

2.2 Taxonomia atual dos rizóbios

Por muito tempo a definição das espécies foi baseada na sua velocidade

de crescimento em meio de cultura, morfologia e faixa de hospedeiros (Jordan e

Allen, 1974), mas este conceito foi abandonado após ter sido verificada a

promiscuidade simbiótica de algumas leguminosas e exemplos de sobreposição

na faixa de hospedeiros e não tem sido considerado desde a primeira edição do

Bergey's Manual of Systemic Bacteriology (Jordan, 1984).

Mais tarde, a descoberta de que os genes que codificam a nodulação,

fixação de N2 e especificidade da hospedeira de rizóbios de rápido crescimento



estão localizados nos plasmídeos simbióticamente transmissíveis, confirmou

esta decisão (Nuti et ai., 1979; Brewinet ai., 1980).

Diferenças morfológicas e fisiológicas descritas por Fred et al.(1932) e a

apresentação de um grupo de espécies que cresciam vagarosamente em meio de

cultura levou Jordan, em 1982, a propor a criação do gênero Bradyrhizobium

para agrupar as bactérias de crescimento lento que nodulavam soja.

Iniciava-se, assim, uma série de mudanças na taxonomia de bactérias

nodulantes fixadoras de nitrogênio, que culminariam com a introdução de

técnicas de biologiamolecular para acessar as similaridades e diferenças entreas

bactérias, baseadas na sua filogenia (Young e Haukka, 1996).

Leguminosas que formam simbiose com rizóbios geralmente, nodulam

na raiz, mas, algumas leguminosas dos gêneros Neptunia, Aeschynomene e

Sesbania nodulam na raiz e no caule. Dreyfus et ai. (1988) isolou estirpes de

nódulos do caule de S. rostrata que possuíam a capacidade de fixar N

atmosférico em cultura livre de N. Testes de hibridização DNA-RNA indicaram

que essas estirpes não pertenciam aos gêneros Rhizobium e Bradyrhizobium, em

1988, Dreyfus et ai. publicaram seus resultados, caracterizando um novo gênero:

o Azorhizobium.

No começo do séculoXX, os taxonomistas metazoários formulavam que

a forma era essencial para a classificação bacteriana no sistema filogenético. As

características fisiológicas não eram confiáveis pela grande adaptabilidade das

bactérias às condições ambientais, sendo então definidas como secundárias

(Vandame et ai., 1996).Atualmente, a classificaçãode rizóbios utiliza taxonomia

polifãsica, a qual procura integrar diferentes tipos de informações fenotípicas,

genotípicas e filogenéticas do microrganismo de interesse, buscando uma

classificação de consenso (Graham et ai., 1991, De Lajudie et ai., 1994,

Vandamme et ai., 1996).



Os avanços obtidos nas últimas décadas possibilitaram a classificação

dos microrganismos com base nas relações naturais entre as bactérias, definidas

pelas relações filogenéticas codificadas pelo sequenciamento do rDNA 16S

(Woese, 1987). A caracterização molecular mostrou-se uma ferramenta

confiável para a classificação bacteriana pois ao nível molecular os procariotos

são tão complexos, estáveis e claramente definidos como os eucariotos. (Woese,

1987).

A analise da seqüência das regiões do rDNA 16S tem revelado uma

diversidade maior que a anteriormente reconhecida, levando a importantes

revisões na taxonomia e sistemáticadeste grupo e na descrição de novos gêneros

e espécies (Vinuesa et ai., 1998); num futuro próximo espera-se a subdivisão de

Rhizobium em novos gêneros (Haukka et ai., 1996). O sequenciamento do rDNA

16S confirmou a bem estabelecida subdivisão de rizóbio em 5 gêneros:

Rhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium, Sinorhizobium e Mesorhizobium.

(Jarvis et ai., 1992; Laguerre et ai., 1993; Van Berkum et ai., 1996).

Apesar de pertencerem à subdivisão Alfa das Proteobacterias, os

rizóbios são microrganismos polifiléticos (Young e Haukka, 1996), localizando-

se em ramos diversos da árvore filogenética, e também filogeneticamente

heterogêneos, possuindo uma relação bem distanciada entre si (Stackbrandt e

Goebel, 1994), mas bem próxima a outros grupos de bactérias que não incluem

simbiontes de plantas (Willens e Collins 1993; Young et ai., 1991). O gênero

Bradyrhizobium é proximamente relacionado ao gênero Rhodopseudomonas,

que possui bactérias de vida livre, fototróficas e fíxadoras de N2 (Young et ai.,

1991) e Azorhizobium caulinodans localiza-se em um subramorDNA possuindo

relação filogenética mais próxima aos gêneros Xanthobacter spp e Aquabacter

spp, que incluem bactérias aquáticas não simbióticas, do que a outros rizóbios

(Rinaudoet ai., 1991;Rainey et ai., 1996).



Recente revisão taxonomica, (Young et ai., 2001) resultou na inclusão

de 4 espécies do gênero Agrobacteriu, {A. rhizogenes, A rubi, A radiobacter e

A. vitis bactéria fitopatogenica e Allorhizobium undicola espécie de (De Lajudie

et ai., 1998b) rizóbio isolado de Neptunia natans ao gênero Rhizobium, devido

semelhanças genéticas.

A proposição de novas espécies está a cargo do Comitê Internacional de

Sistemática Bacteriana, que recomenda padrões mínimos para validar a

publicação de novos taxa, evitando situações em que a literatura inclua muitas

bactérias descritas inadequadamente para uma mesma estirpetipo. Para que seja

proposto uma nova espécie recomenda-se que um grupo grande de organismos

seja estudado, quanto à características morfológicas, culturais e genotípicas,

como homologia DNA.DNA, hibridização rDNA :DNA; análise do rDNA 16S,

RFLP do DNA, eletrofororese de enzimas-MEE (Multilocus Enzime

Eletrophoresis) e performance simbiótica com hospedeiros. A comunicação da

nova espécie deverá ser publicada no International Journal of Systematic

Bacteriology e a estirpe tipo depositada em coleções internacionalmente

conhecidas,onde estarão à disposição dos pesquisadores (Graham et ai., 1991).

O gênero é de mais difícil definição entre as bactérias que as espécies.

Ainda nãoexistem regras para definir o grau de similaridade e diferenças entre e

dentro dos gêneros, assim suaextensão varia muito entre os grupos bacterianos

(Haukka, 1997).

2.3 Metodologias utilizadas na identificação e caracterização de rizóbios

Perfil de Proteínas totais

A análise de proteínas totais por eletroforese em gel de poliacrilamida

(SDS-PAGE) tem sido utilizada para a caracterização da diversidade em

isolados bacterianos, sendo considerada um método bastante confiável para a

comparação de grandes grupos de estirpes proximamente relacionadas



(Vandamme et ai., 1996). O padrão de proteína obtido para uma dada estirpe

bacteriana, é um reflexo do padrão genético e pode ser comparado com padrões

de outras estirpes.

Após crescimento em meio de cultura as proteínas são extraídas e

lavadas com tampão salino (NaPBS) e centrifugação a 12.000 x g por 10

minutos a 4o C. Em seguida ao precipitado é adicionado o tampão de tratamento

da amostra (Mercatoeptanol, Glicerol, Sódio dodecil sulfato) e aquecido a 95° C

por 10 minutos. A proteína é desnaturada por aquecimento, na presença do

Mercaptoetanol, que rompe as ligações dissulfeto (S-S). O SDS confere carga

negativa aos polipeptídeos, que na eletroforese migram para o polo positivo de

acordo com seus pesos moleculares. Após a eletroforese os géis são corados

(Azul de Coomassie) e os perfis de proteínas revelados (Figura 1).

A eletroforese em gel de poliacrilamida de proteínas celulares pode

produzir padrões de até 30 bandas. As diferenças ente padrões protéicos obtidos

podem ser utilizadas para distinguir gêneros, espécies e até mesmo estirpes de

rizóbio, sendo empregadas para estudos taxonômicos.

Análise proteínas totais -SDS-PAGE

Extração
Centrifugação a

12.000 rpm

S \

0
Crescimento em Adição do tampão
meio de cultura contendo SDS e

Mercaptoetanol
Aplicação no gel de

poliacrilamida,
eletroforese e revelação

dos padrões por
coloração por coloração.

FIGURA 1. Análise de proteínas pelo método de eletroforese em
gel de poliacrilamida.



Este método foi uma importante ferramenta na classificação de

Azhorizobium caulinodans (Dreyfus et ai., 1988) Rhizobium galegae (Lindstron,

1989) Sinorhizobium fredii (Chen et ai., 1988;, S. terangae e S. saheli (De

Lajudie et ai., 1994).

Diferenças entre perfis de proteína de estirpes são devidas a diferentes

constituições genéticas ou diferentes estados fisiológicos. A padronização dos

procedimentos é essencial para a comparação de estirpes de rizóbio com

diferentes tempos de crescimento. Estirpes de Bradyrhizobium de lento

crescimento, extraídas no fim da fase lag ou no início da fase log podem exibir

diferenças relacionadas ao seu estado fisiológico de colheita (Van Rossum, et

ai., 1995).

No estudo da diversidade e ecologia de bradyrhizobios de Acáciaalbida

no Senegal, foi utilizada a análise dos perfis deproteínas totais obtidos por SDS

-PAGE (Dupuy et ai., 1994). Os isolados identificados como B. japonicum

foram confirmadospor hibridizaçãode DNA.

Moreira et ai. (1993), através desta metodologia, compararam 171

isolados de rizóbio de crescimento rápido e lento obtidos de nódulos de

leguminosas tropicais da região amazônica e Floresta Atlântica, a diferentes

espécies de Rhizobium, Bradyrhizobium e Azorhizobium. Entre os isolados de

crescimento rápido os autores identificaram muitos agrupamentos distintos das

espécies atéentão descritas. Outros pesquisadores como De Lajudie et ai. (1994)

e Dupuy et ai. (1994) também utilizaram os padrões de proteína como

metodologia inicial para agrupar um grande número de isolados desconhecidos,

acessando a diversidade local e atécaracterizando novas espécies de rizóbio.

Amplifícação e sequenciamento do DNA ríbossômico

A reação em cadeia da polimerase (PCR) revolucionou o estudo da

ecologia microbiana, permitindo o desenvolvimento de protocolos altamente
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sensíveis e específicos para a detecção de microrganismos, plasmídeos, ou

genes. Esta técnica permite a amplifícação in vitro de pequenos e específicos

segmentos do DNA, pela ligação de "primers" oligonucleotídicos, obtendo-se

várias cópias da região delimitada (Saiki et ai. 1985).

Na amplifícação do DNA pela reação em cadeia da polimerase, a dupla

fita de DNA é desnaturada a 93°C o andamento (62°C) dos iniciadores

(primers) oligonucleotídeos nas fitas simples limita a região a ser amplificada, a

extensão (72°C) ocorre apartir dos iniciadores, pela ação da enzima TAQ-DNA

polimerase que insere as bases niírogenadas (Adenina, Guanina, Tiamina e

Citosina).0 ciclo de temperaturas é repetido diversas vezes (34), permitindo a

multiplicação exponencial da região genômica limitada (Figura 2).

PCR

r

DNA fita

dupla

Vs.

Termociclador

34 x Ciclcrde Temperaturas

"^ BVSHMMVrf

Desnaturação

2

Ane lamento

dos primers

3

Extensão com a
enzima TAQ

DNA polimerase

Êf
DNA, Tampão de reação, dntps A iC, enzima TAQ

<;j primers

FIGURA 2. Reação da polimeraseem cadeia (PCR).

O rDNA bacteriano é classificado, de acordo com sua taxa de

sedimentação, como 5S, 16S ou 23S. O rDNA 16S é associado com a menor

subunidade do ribossoma e sua caracterização tem sido amplamente utilizada em

estudos taxonômicos, evolucionários e ecológicos, não apenas para definir taxa,
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mas também para detectar quais taxa estão presentes (Woese, 1987; Fox et ai.,

1992;01senetal., 1994,).

Nos genes rDNA, todas as propriedades de um relógio evolucionário são

encontradas. Ele está presente em todas as bactérias, tem a mesma função e

possui ambos domínios: altamente conservados e variáveis (Fox et ai., 1980,

Vandanme et ai., 1996).

No sequenciamento de bases (Adenina, Citosina, Tiamina e Guanina), o

gene ou região genômica é purificado, novamente amplificado com auxílio de

kits próprios e depois levado ao sequenciador, que submete a seqüência de bases

a uma eletroforese. Um computador conectado a o sequenciador, converte o

perfil de bandas em letras ACTG. A seqüência obtida é comparada via Internet

com centenas de outras, depositadas nos bancos de genomicos (www.GenBank)

onde um programa (ClustalW) compara e fornece a % de similaridade entre

seqüências (Figura 3).

Comparações entre as seqüências de nucleotídeos completas ou parciais

do rDNA 16S, têm sido amplamente utilizadas para avaliar relação filogenéticas

entre muitas espécies de rizóbio (Jarvis et ai., 1992; Laguerre et ai., 1993). A

seqüência completa é, atualmente, pré-requisito para a descrição de novas
espécies (Haukka, 1997).

DNA
amplificado

•

SEQUENCIAMENTO

ACTGTTACFÀAC

Traduzida em
letras no

computador
-o-^

1

ATCG >

r
Purificado e Ele
amplificado se

troforese no
quenciador

FIGURA 3. Sequenciamento de bases nitrogenadas.
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Em um tempo relativamente pequeno, desde que o primeiro

sequenciamento parcial da subunidade ribossomal rDNA para rizóbio, foi

notificado porYoung, et ai., (1991), grande quantidade de dados da seqüência

SSU têm sido publicada para as estirpes padrões das espécies classificadas e

muitas outras estirpes (Young e Haukka, 1996). Uma das grandes vantagens do

sequenciamento dorDNA é a possibilidade dearmazenar a seqüência em bancos

de ciados disponíbilizando-a para futuros estudos.

A estrutura primária da molécula do 16S é altamente conservada e

espécies que possuem 70% oumais de homologia do DNAusualmente possuem

mais de 97% de identidade em suas seqüências. Esta diferença de 3 a 45%

nucleotídeos não está distribuída ao acaso ao longo da estrutura primária da

molécula mas concentrada principalmente nas chamadas regiões hipervariáveis

(Stackebrand e Goebel ,1994).

As diferenças entre a seqüência total do 16S entre espécies de rizóbio

proximamente relacionadas pode ser muito pequena, como por exemplo,

somente quatro bases e uma deleção (na seqüência de 1421 bases) entre

Sinorhizobium meliloti e S. medicae (Rome et ai., 1996). Nick, (1998) na

descrição de duas novas espécies de Sinorhizobium, comparou a similaridade de

varias espécies e as diferenças entre estas variaram de 3 pares de base entre S.
meliloti e S. medicae (num total de 1423 bases pareadas), 8 pares de base para S.

arboris espécie nova e S. medicae, e até 35 pares de bases entre S. medicae e S.

terangae e S. meliloti e S. terangae (1436 bases pareadas). Entre espécies

descritas de Mesorhizobium, as seqüências do rDNA 16S possuem geralmente

97% de similaridade (Tan et ai. 1997). DeLajudie et ai., (1998a) caracterizando a

nova espécie de Mezorhizobium (M plurifarium), encontraram entre esta e M.

huakuii uma diferença deapenas 6 pares debase entre as 1398 pareadas.

Embora seja um poderoso instrumento de investigação taxonômica, o

sequenciamento do rDNA 16S não deve ser o único utilizado. Pesquisas
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revelaram variações alélicas, microheterogeneidade ou recombinação entre os

genes do 16S de varias espécies bacterianas, inclusive rizóbio (Haukka et ai.,

1996; Fox et ai., 1992; Haukka, 1997). Isto possibilita o aparecimento de mais

de uma seqüência para a mesma espécie (Graham et ai., 1991, Fox et ai., 1992

Oyazu et ai., 1993 e Stackebrandt e Goebels, 1994). Haukka et ai (1996)

pesquisando a diversidade de seqüências 16S rDNA entre rizóbios isolados de

Acácia senegal encontraram um isolado de Sinorhizobium que após clonagem

apresentou 2 seqüências distintas entre seus operons rDNA. A descoberta de que

algumas estirpes carregam duas diferentes seqüências de rDNA 16S, sugere a

recombinação ou transferência de genes do rDNA 16S entre espécies de um

gênero, indicando cautela no uso desta técnica para diferenciar estirpes dentro de

espécies (Laguerre et ai., 1994 Young e Haukka 1996). Clayton et ai. (1995),

examinando as seqüências 16S depositadas no GenBank, encontraram alto nível

de variação intraespecífica (dentro e entre espécies).

Desde que o sequenciamento do 16S tem sidoutilizado para determinar

a posição filogenética de um organismo, em que uma única seqüência é

necessária, a heterogeneidade pode ter permanecido indetectada em muitas

espécies. Isto, devido ao sequenciamento de um único clone ou porque bandas

menores do sequenciamento direto foram ignoradas. Este ponto é ilustrado pelo

casodo S. saheli no qual a única seqüência publicada é uma mistura artefactual e

duas diferentes seqüências (Young e Haukka, 1996).

Alguns pesquisadores consideram que a análise da seqüência genética

não garante a identidade das espécies, principalmente para espécies quetenham

divergido recentemente (Fox et ai., 1992; Haukka et ai., 1996; Clayton et ai.,
1995).

Stackbrandt e Goebels (1994) sugerem que quando a similaridade entre

as seqüências do 16S rDNA de duas espécies for maior ou igual a 97%, a

reassociação DNA-DNA deve ser usada para a determinação das espécies. Na
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rcassociação, o rDNA marcado de uma estirpe c hibridizado com o DNA total de

cada uma das outras espécies, c a temperatura de fusão (Tm) da molécula híbrida

permite estimar a similaridade de cada par. A comparação deve ser feita para

cada par de microrganismos. Este grau de relação tem sido correlacionado com

97% ou mais, de similaridade na seqüência do rDNA 16S (Haukka, 1997)

Análise de perfis de restrição

A análise de seqüências de rDNA amplificadas por PCR, digeridas a

seguir comenzimas de restrição de corte freqüente (sítios de 4 pb) c visualização

dos fragmentos resultantes por eletroforese em gel de agarosc, consiste na

técnica denominada PCR -RFLP (Polimerase Chain Reaction- Randon Fragment

Lenght Polimorfísm) ou ARDRA (Amplifíed Ribossomal DNA Restrictions

Analysis) quando refere-se à análise de fragmentos do generDNA 16S.

Análise de perfis de restrição (PCR-RFLP) consiste na digestão do

pedaço de DNA amplificado dor PCR com enzimas de restrição de corte

freqüente (4 pares de base) e visualização dos perfil de bandas formado após

eletroforese em gel de agarose. O gel é corado com Brometo de etídeo e

revelado sob luz Ultra violeta.

DNA
amplificado

ACTGTTACTAAC

RFLP

FIGURA 4. PCR- RFLP

Corte com
enzimas de

restrição

ACCG
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Este método, desenvolvido para estudos comparativos de linhagens

isoladas e caracterização de genomas bacterianos, baseia-se no princípio de que

os sítios de restrição, existentes no operon de rDNA são conservados e refletem

padrões filogenéticos e tem sido amplamente utilizado em estudos de

diversidade (Laguerre et ai.,1996). Os perfis obtidos, compostos de 2 a 10

fragmentos, são espécie-específicos, e a similaridade entre as bactérias pode ser

verificada através de um dendrograma resultante dos padrões (Nick, 1998).

Esta técnica foi utilizada inicialmente por Laguerre et ai. (1994), que

demonstraram que as topologias das árvores filogenéticas obtidas por

mapeamento dos sítios derestrição e por alinhamento de seqüências apresentam-

se bem relacionadas. O método, além de ser uma ferramenta poderosa para a

estimativa rápida de relações filogenéticas, é mais fácil de analisar que padrões

complexos de bandas obtidos por outras técnicas de "fingerprints" e pode ser

conveniente quandose analisa um grande número de amostras.

Outra região genômica a ser investigada é o espaço entre os genes 16S e

23S (Intergênica). Esta região concentra os RNA de transferência, bem como

segmentos de DNA com seqüência variável de nucleotídeos, de maneira que,

variação considerável pode ocorrer no tamanho e seqüência entre estirpes ou

espécies (Gurtker e Stanisch, 1996). Produtos de PCR com iniciadores dirigidos

a esta região geram fragmentos de cerca de 1350 pb, que podem resultar em

variações de tamanho, levando alguns autores a defender o uso da análise IGS

como um método rápido e geral para identificar bactérias (Nour et ai., 1994;

Paffitti et ai., 1996).

Massol-Deya et ai. (1995) recomendam cuidado na seleção do

fragmento de rDNA a ser amplificado e analisado por ARDRA. Se o estudo

objetiva avaliação da diversidade em grupo microbiano fortemente relacionado

filogeneticamente, o fragmento deve preferencialmente incluir a região
espaçadora Intergênica (IGS) do operon 16S-23S.
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De Lajudieet ai. (1998b) utilizaram, entre outras técnicas, o PCR-RFLP

do espaço intergênico para classificar umgrupo de rizóbios isoladosdos nódulos

caulinares de Neptunia natans, propondo a nova espécie Allorhizobium

undicola. A diversidade dos rizóbios do grão de bico também foi estudada por

este método em associação com testes fenotípicos, que confirmaram a

diversidade das estirpes. (Nour et ai., 1994).

Vinuesa et ai. (1998), em estudo envolvendo 9 isolados de leguminosas

arbóreas e diversas estirpes de referência, observaram que a análise de

agrupamento dos padrões de RFLP obtidos do IGS com três enzimas de

restrição, revelaram 6 agrupamentos distintos, enquanto que por RFLP do 16S

com 4 enzimas apenas grupamentos 3 haviam sido detectados. Neste estudo, os

autores procederam uma investigação conjunta dos dados provenientes dos

padrões de restrição do IGS e do 16S, uma vez que estas , constituem, regiões

genômicas contíguas. A partirdesta análise, foi possível obter um agrupamento

de consenso, dividindo as estirpes nos mesmos 6 genótipos distintos definidos

pelos padrões derestrição do IGS, mas em concordância com os dados do RFLP

do 16S.

2.4O gênero de leguminosa hospedeiraSesbania

O gênero Sesbania, pertencente à família Leguminosae, sub-família

Papilionoideae e tribo Robinieae, compreende aproximadamente 150 espécies,

comumente encontradas em cursos de água ou locais alagados (Allen e Allen,

1981). Em recente revisão taxonômica do gênero, Monteiro (1984) relata a

existência das espécies encontradas nas América: (1) subgenero Sesbania com

três espécies nativas {S. emerus, S. exasperata, S. oligosperma) e três

introduzidas (S. bispinosa, S. sericea, S. sesban); (2) subgenero Daubetonia,

com cinco espécies nativas (S. cavanillesii, S. drummondii, S. macroptera, S.
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punicea, S. virgata); (3) subgenero Agati, com a espécie introduzida S.

grandiflora.

Este importante gênero de leguminosa exibe potencial para uso em solos

alagados, adubação verde, exploração agroflorestaí e produção de grãos (Boivin

et ai., 1997). Folhas de S. grandiflora produzem ácido ascórbido e S. aegyptiaca

produz fibras (Turk e Keyser 1992). Outras espécies podem ser utilizadas na

formação de cercas vivas, barreiras contra o vento e, em alguns casos como

fornecedores de fibras de boa qualidade (Allen e Allen, 1981).

Este gênero é muito estudado quanto a nodulação (Roberts et ai., 1980,

De Lajudie et ai., 1994; Dreyfus et ai., 1988; Rinaudo et ai., 1991) apresentando

rizóbios pertencentes a 3 gêneros: Rhizobium, Sinorhizobium e Azorhizobium

Sesbania virgata (Caz.) Pers.. conhecida popularmente como cambai

(Eisingcr, 1989), sarazinho, mãe-jose e feijãozinho (Pott e Pott, 1994), é uma

espécie arbustiva de aproximadamente dois metros de altura (Figura 3), possui

folhas alternas paripenadas, flores amarelas e fruto marginado (Figuras 1 e 2).

Apresenta floração mais intensa nos meses de janeiro, abril, setembro e outubro

e frutificação nos meses dejaneiro, outubro e novembro (Eisinger,1989).

FIGURAS. Flores e frutos de Sesbania virgata
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FIGURA 6. Sesbania virgata.

A espécie apresenta plasticidade morfo-anatômica que permite sua

adaptação em condições edáficas redutoras. Em condições de alagamento,

apresenta acentuadas rachaduras corticais na base do caule e raiz principal e

entumecimento cortical esponjoso do caule, pela formação de aerênquima.

(Davanso-Fabro et ai., 1998). Durante o período de inundação, a árvore produz

inúmeras raízes advcntícias, que se desidratam e morrem, quando a lâmina

d'água abaixa.

Pode ser encontrada cm campos alagáveis, solos arenosos ou argilosos,

distribuindo-se pelas regiões Sul, Sudeste c Centro-Ocste do Brasil, Paraguai,

Argentina e Uruguai (Pott e Pott, 1994). Esta espécie tem sido amplamente
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usada no refiorestamento da mata ciliar, na recuperação de solos degradados e

no controle da erosão (Allen e Allen, 1981; Franco et ai., 1996). Suacapacidade

de fixar N2 permite seu crescimento rápido em solos deficientes, favorecendo

sua utilização como adubo verde.

Os primeiros rizóbios nodulando Sesbania virgata foram isolados por

Campeio (1976)emtrabalhosobrea nodulação de leguminosas florestais.

2.5 Simbiose entre rizóbios e Sesbania spp

Das 30 espécies de rizóbio descritas até o presente 4 espécies,

Rhizobium huautlense (Wang et ai., 1999b); Sinorhizobium saheli (De Lajudie et

ai., 1994); Sinorhizobium terangae biovar sesbaniae (Boivin et ai., 1997) e

Azorhizobium caulinodans (Dreyfus et ai., 1988), foram originalmente isoladas

de três espécies de Sesbania, respectivamente S. herbacea, S. pachycarpa e S.
rostrata.

Sinorhizobium saheli e S. teranga (De Lajudie et ai., 1994) são espécies

recentes de rizóbio, isoladas de espécies de Sesbania na África. S. saheli foi

isolada de Sesbania cannabina, S. grandiflora, S. rostrata e S. pachycarpa, e S.

teranga de Sesbania rostrata, S. sesban e S. cannabina e espécies de Acácia.

Estes rizóbios foram encontrados nodulando raiz e caule de S. rostrata (Boivin

et ai., 1997).

Jordan (1984) no "Bergey*s Manual of Systematic Bacteriology", cita

Bradyrhizobium spp. nodulando Sesbania speo mesmo rizóbio foi utilizado no

estudo da nodulação deSesbania exaperata (Souza et ai., 2000).

Diferente dos rizóbios geralmente encontrados em nódulos radiculares

das leguminosas, Azorhizobium foi isolado do caule de S. rostrata. Após testes

dehibridização DNA-RNA, que indicaram que estas estirpes não pertenciam aos

gêneros Rhizobium e Bradyrhizobium, Dreyfus et ai. (1988) publicaram seus

resultados, caracterizando o novogênero.
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Rinaudo et ai., (1991) isolaram 2 estirpes nodulando S. rostrata que

possuíam características de Azorhizobium, mas em testes de hibridização DNA-

rDNA apresentaram-se distintas de A. caulinodans. Estas estirpes não devem ser

confundidas com as estirpes aqui descritas porque, diferentemente da nova

espécie aqui proposta, uma estirpe nodulou eficientemente S. rostrata e a outra

não fixava N2 em meio livre de N.

Duas estirpes (BR 5401 e BR 5404)pertencentes ao grupo de estirpes da

espécie aqui proposta foram incluídas em estudos de biodiversidade de rizóbios

utilizando Padrão de proteínas totais-SDS-PAGE (Moreira et ai.,1993) e análise

de padrões de isoenzimas-MEE (Multilocus Enzyme Electrophoresis) (Moreira

et ai.,1994). Os resultados obtidos colocaram-nas em grupos de MEE e SDS-

PAGE distinto das demais espécies e estirpes tipo conhecidas e de A.

caulinodans.

Em estudo de sequenciamento parcial do rDNA 16S envolvendo 44

estirpes provenientes da análise de proteínas totais (Moreira et ai., 1998), a

estirpe BR5401 obteve seqüência de 260 pb distinta das estirpes tipo incluídas

no trabalho, e a seqüência de rizóbio mais próximo foi a A. caulinodans

indicando que a mesma deve pertencer a uma novaespécie destegênero.

Posteriormente foram isoladas da mesma hospedeira, crescendo em

outras regiões do Rio de Janeiro e Minas Gerais, outras estirpes com

características semelhantes, constituindo um grupo de 30 estirpes (Faria et ai

1996, Barberi et ai., 1998, Gonçalves, 2000).

As estirpes isoladas de S. virgata possuem morfologia da colônia

semelhante à morfologia da colônia de Azorhizobium caulinodans: incolor,

transparente, convexa, puntiforme com 0,2 mm de diâmetro, pouca produção de

exopolissacarídeo, crescimento intermediário e reação alcalina. Todas foram

testadas quanto a sua capacidade de fixar N2 em meio livre denitrogênio.
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A partir das diferenças encontradas, a nova espécie foi apresentada e

proposta com o nome Azorhizobium johannense no 12a International Congress

on Nitrogen Fixation, em Foz do Iguaçu-PR, 1999 (Moreira et ai., 1999).

Este trabalho pretende realizar no grupo de estirpes isolado dos nódulos

de Sesbania virgata algumas das investigações requeridas para a proposição de

uma nova espécie de rizóbio pelo Comitê Internacional de Sistemática

Bacteriana.
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CAPITULO 2

CARACTERIZAÇÃO FENOTÍPICA E GENOTÍPICA DAS ESTIRPES

DE Azorhizobium sp nov.

RESUMO

CARVALHO, Y. Caracterização fenotípica e genotípica das estirpes de
Azorhizobium sp nov. Lavras: UFLA, 2002. Cap.2. 38p. (Tese-
Doutorado emSolos e Nutrição de Plantas)*.

Um grupo detrinta estirpes de rizóbio isoladas de nódulos radiculares de
Sesbania virgata (Caz.) Pers. crescendo em diferentes regiões do sudeste do
Brasil (Municípios dos Estados do Rio de Janeiro e Minas Gerais) e com
características culturais em YMA semelhantes a Azorhizobium caulidonans
(alcalinização, crescimento intermediário e pequena produção de goma) foi
estudado. Características genéticas e fenotípicas foram conduzidas, incluindo
testes culturais e fisiológicos, perfil de proteína total obtidos por eletroforese em
gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), perfis de polimorfísmo de fragmentos
obtidos por restrição enzimática (RFLP) do gene rDNA 16S e do espaço
intergênico entre rDNA 16Sr e 23S amplificados por reação em cadeia da
polimerase (PCR). Concluiu-se que este grupo é fenotípica e filogeneticamente
similara BR5401 identificadaanteriormente como uma possível nova espécie do
gênero Azorhizobium.

'Comitê Orientador: Prof Fátima M.S.Moreira - UFLA(Orientadora).
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ABSTRACT

CARVALHO, Y. Fenotipic and e genotipic characterization of strains from
Azorhizobium sp nov. Lavras: UFLA, 2002. Chap.2. 38p. (Thesis -
Doctorate in Soil and plant nutrition)*.

Thirty rhizobia strains with cultural characteristics on YMA similar to
Azorhizobium caulinodans (alcalinization, few extracelulai polissacaride
production, intermediate growth) were isolated from the native species Sesbania
virgata (Caz.) Pers. Growing at different regions in southeast Brazil (Minas
Gerais and Rio de Janeiro states). Genetic and phenotypic characteristics were
performed, including cultural and physiological tests, polyacrilamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE) of total proteins, restriction fragment length
polymorphism (RFLP) of Polimerase Chain reaction (PCR) amplifíed 16S
rDNA and intergenic space between 16S and 23S rDNA. It was demonstrated
that this group is phenotypically and phylogenetically similar to BR5401,
previously identified as a probably new species ofthe genus Azorhizobium.

Guidance Committee :Prof Fátima M.S. Moreira - UFLA (Major Professor).

34



1 INTRODUÇÃO

Até 1988 as bactérias que formam simbiose com leguminosas fixando

nitrogênio pertenciam a dois gêneros, Rhizobium e Bradyrhizobium (Jordan,

1984). Em 1988 Dreyfus et ai. descreveram um novo gênero, Azorhizobium,

com umaúnica espécie, A. caulinodans, para rizóbios que nodulavam o caule de

Sesbania rostrata, através de análises fenotípicas, incluindo perfil de proteínas

totais por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), e genéticas como

composição debases doDNA (conteúdo deC + G) e hibridização DNA-rRNA.

Desde então, com o avanço e uso de métodos moleculares e análise de

estirpes isoladas devárias espécies de leguminosas, incluindo espécies tropicais,

novos gêneros de rizóbio foram descritos (Jarvis et ai., 1997; De Lajudie et ai.,

1994; 1998). No entanto, nenhuma nova espécie foi acrescentada ao genêro

Azorhizobium.

Estudos sobre estipes de rizóbios isoladas de espécies nativas de

leguminosas florestais através da análise deproteínas totais por eletroforese em

Gel de Poliacrilamida, (Moreira et ai.,1993) e padrões de isoenzimas-MEE

(Multüocus Enzyme Electrophoresis) (Moreira et ai., 1995) revelaram alta

diversidade. Estes estudos incluíram duas estirpes não identificadas isoladas por

Campeio (1976) de nódulos radiculares de Sesbania marginata (syn. S.virgata)

que se situaram em grupos de MEE e SDS-PAGE distintos de estirpes tipo das

espécies de rizóbio conhecidas, incluindo A. caulinodans. Posteriormente o

sequenciamento parcial do rDNA 16S envolvendo 44 estirpes de leguminosas

florestais representantes de grupos obtidos por análise de proteínas totais

(Moreira et al.,1993) revelou que a estirpe BR 5401, isolada de S. virgata

possuía seqüência de 260 pb distinta (diferença de 8 pares de bases)e mais

próxima a de A. caulinodans indicando que a mesma deveria pertencer a uma

novaespéciedeste gênero (Moreiraet ai., 1998).
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Para descrição de novas espécies de rizóbio Graham et ai. (1991)

sugeriram padrões mínimos que incluem características genéticas, fenotípicas e

simbióticas. Além da análisede um grupo relativamentegrande de estirpes.

Novas estirpes foram posteriormente isoladas de plantas de Sesbania

virgata ocorrendo em diferentes Municípios dos Estados de Minas e Rio de

Janeiro (Faria, 1996 não publicado; Barberi et ai., 1998; Gonçalves, 2000;

Carvalho, neste trabalho).

O objetivo deste trabalho foi realizar novos testes de valor taxonômico

em 29 estirpes isoladas de S. virgata e verificar se estas são similares em

características genéticas e fenotípicas a BR 5401, podendo assim corroborar a

proposição de uma nova espécie.

2 MATERIAL E MÉTODOS

2.1 Estirpes de rizóbio

Foram estudadas 30 estirpes de Azorhizobium isoladas de nódulos

radiculares de Sesbania virgata de vários Municípios do Rio de Janeiro e Minas

Gerais. Foram incluídas também estirpes tipo de espécies dos gêneros descritos

de rizóbio (Tabela 1).

2.2 Testes morfológicos

A forma das células para bactérias crescendo em meio semi-sólido foi

verificada e fotografada em microscopia contraste-fase (Nikon EFD-3 )

2.3 Utilização de fontes de carbono -

Para análise de fontes de carbono utilizadas por cinco estirpes (BR 5401,

BR 5414 BR 5425, UFLA 0I-51B e UFLA 01-606), o meio YMA (Vincent,

1970) foi modificado pela substituição do extrato de levedura por 0,1% de
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TABELA 1. Estirpes estudadas, origem e referências.

Estirpes e Hospedeiros
Azorhizobium sp. de
Sesbania virgata
BR5401, BR5402, BR5404

UFLA 01-49b, UFLA 01-50b,
UFLA 01-5 lb, UFLA 01-54b
BR 5413, BR 5414, BR 5415
BR 5416, BR 5417, BR 5418,
BR 5430.

BR 5419, BR 5420, BR 5421
BR 5422, BR 5423, BR 5424,
BR 5425, BR 5426, BR 5427,
BR 5428

UFLA 01-601, UFLA 01-602
UFLA 01-605

UFLA 01-606,
UFLA 01-603, UFLA 01-604
A. caulinodansORS 571T
de Sesbania rostrata

Bradyrhizobium elkani USDA
76T de Glycine max
Mesorhizobium loti NZP 2213T
de Lotus corniculatus
Sinorhizobium meliloti NZP

4027T àeMedicago sativa
Rhizobium tropici CIAT 899Tde
Phaseolus vulgaris

Local de Origem
(Município ou País)

Seropédica - RJ

Itutinga-MG

Paracambi - RJ

Itaguaí-RJ

Volta Redonda - RJ

CampoGrande - RJ

Lavras-MG

Ijaci -MG
Ribeirão Vermelho-MG

Lavras-MG

Senegal

USA

Nova Zelândia

Austrália

Colômbia

Referências

Campello, 1976;
Moreira et ai., 1998.

Barbierietal., 1998
Faria, 1996, não
publicado

Gonçalves, 2000

Este trabalho

Dreyfus et ai., 1988

Kuykendall et ai.,
1992

Jarvis et ai., 1982

Dangeard, 1926

Martinez-Romero

et., ai., 1991

NH4NO3 e do manitol por um das fontes de carbono testadas: arabinose,

celulose, citrato de sódio, frutose, gluconato, glucose, lactose, lactato de sódio e

sacarose. O meio foi soüdificado com 1,4 % de agar e 0,0025% de Azul de

Bromotimol foi adicionado como indicador de pH. O pH do meio foi ajustado

para 6,8. Foi testado também o crescimento em meio mínimo (sais do YMA e

ágar).
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2.4 Fixação de N2 em meio de cultura

A habilidade de crescimento fixando nitrogênio atmosférico foi

verificada para as trinta estirpes de Azorhizobium sp. nov. em meio de cultura

semi-sólido LO (Dreyfus et ai., 1983) sem nitrogênio na forma combinada em

frascos de 10 mL contendo 4 mL de meio. As estirpes tipo de Bradyrhizobium

elkani (USDA 76) de Mesorhizobium loti (NZP 2213) Sinorhizobium meliloti

(NZP 4027) e Rhizobium tropici (CIAT 899) foram utilizadas como controle. O

crescimentofoi avaliadoatravés da formação de película característica. Para três

estirpes (BR 5401, BR 5414, e UFLA 01-602) foi medida a atividade da

nitrogenase pelo método de redução de acetileno (ARA) (Dilworth, 1966). A

leitura da atividade da nitrogenase foi efetuada a cada 24 horas, sendo os frascos

incubados na presença de 2% de C2H2. Após 1 hora de incubação foi analisada a

produção de etileno por cromatografia gasosa em um equipamento Varian Star

3400 CX. Foi também avaliado o crescimento destas estirpes, incluindo as

referências, em meio de cultura mínimo (sais do YMA) sólido adicionado de

lactato de sódio para estirpes do gênero Azorhizobium e manitol como fonte de

carbono (lOg L"1) para estirpes das outras espécies. Este foi distribuído em

frascos de 10 mL na base de 4 mL de meio por frasco. Após cinco dias de

incubação foi avaliada pela medida da atividade da nitrogenase realizada como

no meio semi-sólido.

2.5 Tolerância a sais

O teste de tolerância a sais de cinco estirpes (BR 5401, BR 5414 BR

5425, UFLA 0I-51B e UFLA 01-606) foi feito em meio de cultura LO (Dreyfus

et ai., 1983) acrescido de NaCl (5,0, 10e 20g L1) ou KN03 (80 g L"1) (Dreyfus

et ai., 1988). A capacidade de denitrificação foi verificada em meio LO semi-

sólido acrescido de NH4NO3 0,4 g L"1 (Dreyfus et ai., 1988). Também foi

verificado o crescimento em meio Luria Broth (LB) (peptona de caseína, 10gL"1

; extrato delevedura, 5 g L"1; NaCl, 10g L'1).
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2.6 Efeito de diferentes temperaturas e valores de pH

O crescimento de cinco estirpes (BR 5401, BR 5414 BR 5425, UFLA

0I-51B e UFLA 01-606) em diversas temperaturas (12°, 20° 35° e 44°C) e

diferentes valores de pH (5,0, 6,0 8,0 e 9,0) foi efetuado em meio LO semi

sólido sem fonte de nitrogênio.

Nos testes de habilidade de crescimento em fontes de carbono,

tolerância a sais e fixação de N em meio de cultura o inóculo foi preparado a

partir de colôniascrescidas em meio YMA e lavadas com solução NaCl 0,08%.

A temperatura de incubaçãodos testes foi 28°C

2.7 Análise de proteínas totais por eletroforese em gel de poliacrilamida

(SDS-PAGE)-

A analise das proteínas totais foi efetuada nas 30 estirpes de

Azorhizobium sp. nov, e em estirpes tipo de espécies dos outros gêneros de

rizóbio: Bradyrhizobium japonicum (ATCC 103241), Mesorhizobium loti (NZP

2213T), Sinorhizobium meliloti (NZP 4027T) e Rhizobium tropici (CIAT 899T)

conforme Moreira et ai. (1993). Os isolados cresceram em meio TY líquido

contendo em g L"1 (tryptona 5; extrato de levedura 0,75; KH2PO4, 0,454;

Na2HP04.12H20, 2.388; CaCl2 1; pH 6.8 ) durante 6 dias, a 28°C, sob agitação

pendular. Após extração, as células foram solubihzadas em SDS e a proteína

total submetidaà eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) pelo método de

Laemmli (1970) modificado por Jackmam (1987) e utilizado por Moreira et ai.

(1993). Os padrões eletroforéticos de proteínas dos isolados foram agrupados de

acordo com a presença ou ausência de banda nos perfis.

2.8 Amplifícação dos genes 16 rDNA e da região intergênica entre o 16S e o

23S rDNA

A amplifícação foi efetuada num volume final de 50 ul contendo: 10 ul

de suspensão bacteriana de colônia isolada de meio LN sólido (LO + 1 g L"
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(NH4)2S04) e diluída em 1 ml de água ultra pura esterilizada (Purificador USF

Elga - UHQ), 5 uL de Tampão (10X PCR Buffer concentração final 1,5 mMol

L'1), 0,2 mMol L"' decada dNTP, 0,1 pmol/uL de cada iniciador (primers) e 1 U

de TaqDNA polimerase. Com exceção dos iniciadores, provenientes do

Departamento de Bioquímica da UFPR (Yl e Y2) e da Escola Paulista de

Medicina (p23 e pHr), todos os ingredientes utilizados foram da Pharmacia. Para

amplifícação do gene 16S rDNA foram utilizados os iniciadores Yl (5*

TGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGC3') e Y3 (5'CTGACCCCACTTCA

GCATTGTTCCAAT3') (Young et ai., 1991). Para a análise da região

intergênica utilizou-se os iniciadores p23 (GGTTCTTTTCACCTTTCCCTC) e

pHr (TGCGGCTGGATCACCTCCTT) (Massol-Deya et ai., 1995; Honeycut,

1995, In: Akkermans et ai., 1995). As reações foram realizadas em

termociclador (Perkin Elmer GeneAmp PCR System 2400) com o seguinte ciclo

de temperaturas, para ambas as amplifícações, 2 min 93°C, 34 ciclos de (45 s a

93°C, 45 s a 62°C e 2 min a 72°C), e 5 minutos a 72°C (Young et al.,1991).

Após reação de amplifícação as amostras foram submetidas à eletroforese em

gel de agarose 0,7% (~6V/cm 30min) e coradas com 0,5ug/mL de Brometo de

etídeo para a verificação do tamanho e concentração do amplificado por

comparação com padrões de peso molecular (1Kb Pharmacia).

2.9 Análise do polimorfismo no comprimento de fragmentos obtidos por

enzimas de restrição nos produtos amplificados do rDNA 16S e da Região

Intergênica entre o rDNA 16S e o 23 S

Alíquotas de 10 ul dos produtos amplificados foram adicionadas a uma

quantidade de enzima (5 U por reação) tampão (Onefor ali Buffer) e água ultra

pura (Purificador USF Elga - UHQ) para um volume final de 15 ul. e incubadas

a 37 °C por no mínimo 3 horas. Foram utilizadas as seguintes enzimas de

restrição: Hinfl, (GANTC) Rsal (GT'AC), Alui (AGCT) HaeYO. (GG*CC) e
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Mspl (CCGG) (Laguerre et ai 1994), sendo todas as enzimas e o Tampão da

Pharmacia. O tamanho dos fragmentos de restrição obtidos de cada enzima foi

comparado por eletroforese em gel de agarose 2,0% a 80 V por 2,30 horas

coradas com Brometo de etídio por 20 minutos e fotografados sob luz UV.

(Polaroid GelCam, Filtro Laranja 15) utilizando como referência padrões de

peso molecular (100 Base-PairLadder -Pharmacia).

2.10 Sequenciamento do gene 16S rDNA

O sequenciamento completo do gene rDNA 16S foi feito no

Departamento de Bioquímica da Universidade Federal do Paraná em Curitiba-

PR por Leonardo Cruz, Doutorando do Curso de Pós Graduação em Bioquímica

da UFPR. Para o sequenciamento foram utilizados os iniciadores (primers) Yl,

16S362f, 16S786f e 16S1203fpara a fita inteira do DNA e os iniciadores Y3,

16S805r, 16S10110r e Y2 para o sequenciamento da fita reversa (Cruz, 2001)

(Tabela 2).

TABELA 2. Iniciadores utilizados na amplifícação e sequenciamento do rDNA 16S

Iniciador Gene Seqüência(5'->3') Referência

TGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGC Young et ai. 1991
CTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGG Cruz, 2001

CGAAAGCGTGGGAGCAAACAGG Cruz, 2001
GAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTC Cruz, 2001

TACCTTGTTACGACTTCACCCCAGTC Young et ai. 1991
TGCGCTCGTTGCGGGACITAACC Cruz, 2001

GACTACCAGGGTATCTAATCCTG Cruz, 2001
CCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGT Young etai. 1991

O DNA bacteriano amplificado foi purificado em colunas de gel

permeação Nucleon QC Clean-up Spin Column Kit (Amersham). Alíquotas de

1,0a 1,5 ul do amplificado, 10a 15 pmol do iniciador Yl, 6 a 8,0 ul de Ready

Yl 16S

16S362f 16S

16S786f 16S

16S1203f 16S

Y3 16S

16S10110r 16S

16S805r 16S

Y2 16S
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Reaction Cycle Sequencing Kit (PE Biosystem) e água ultrapura em volume

final de 20 ul foram misturadas. A reação foi ao termociclador 25 ciclos de

desnaturação a 96 °C por 15sandamento a 62 °C por lOse extensão a 60 °C por

4 min.

Os produtos da reação de sequenciamento foram precipitados com 4

volumes de isopropanol 75%, centrifugados (13.000 rpm, 25 min), lavados com

etanol 70% e centrifugados novamente (13.000 rpm, 5 min), secos a vácuo até a

leitura no sequenciador, quando foram diluídos em Blue Dextran/EDTA

solubilizado em formamida deionizada. Foi utilizado o sequenciadorautomático

ABI PRISM 377 GeneticAnalyzer(PEBiosystem).

A seqüência obtida foi alinhada com seqüências de algumas bactérias

obtidas no GenBank, utilizando o programa ClustalW, e foram comparadas

através de parâmetros padrões formando a matriz (Tabela 1 no anexo).

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.1 Características fenotípicas

Características morfológicas e bioquímicas

Através do microscópio de contraste-fase foi possível visualizar

bactérias em forma de bastonetes com grânulos de poly-hydroxibutirato,

retrateis neste tipo de miscroscopia (Figura 1).

As estirpes testadas utilizaram caseína, citrato de sódio, gluconato,

fhitose e glucose, porém o melhor crescimento foi obtido com lactato de sódio

(Tabela 3). As estirpes não cresceram em manitol, arabinose, lactose e celulose e

sacarose. A estirpe tipo de A. caulinodans testada obteve idênticos resultados e

concordou com os resultados obtidos por Dreyfus et al.(1988).
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FIGURA 1. Colônias de Azorhizobium sp nov em meio YMA sólido
e bactérias visualizadas cm microscópio contraste fase.

Crescimento em meio livre de N2 e atividade da nitrogenase

Em meio semi-sólido LO modificado e incubadas a 28 °C, todas as 30

estirpes de Azorhizobium sp nov e a estirpe tipo de Azorhizobium caulinodans

cresceram formando película próxima à superfície, sendo que a película das

estirpes de Azorhizobium sp nov demorou mais para se formar e chegar a

superfície do meio de cultura (4 dias ) do que a estirpe de A. caulinodans (2

dias) (Figura 2).

FIGURA 2. Película em meio semi sólido
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Para Azorhizobium sp nov a atividade da nitrogenase avaliada pelo

método de redução do acetileno foi de 13,7 nmol as 72 horas para a estirpe BR

5401, 19, 0 nmol as 96 horas para a estirpe BR 5414, e 10, 8 nmol as 96 horas de

incubação para a estirpe UFLA 01-606, enquanto que para a estirpes tipo de A.

caulinodans o valor máximo de ARA foi de 55,7 nmol as 120 horas de

incubação (Figura 3). Em meio LO sólido, todas as três estirpes testadas

cresceram absorvendo indicador (Azul de bromotimol) e alcalinizando o meio de

cultura.

Foi dectectada atividade da nitrogenase somente para as estirpes de

Azorhizobium sp nov. (BR 5401, BR 5414, e UFLA 01-602) que após 72 horas

de incubação, atingiu o máximo de 14,0 nmol de C2H4 Para ORS 571 estirpe

representante de A. caulinodans e estirpes tipo e rizóbios dos outros gêneros

testados Bradyrhizobium elkani (USDA 76l) e Mesorhizobium loti (NZP 2213T)

Sinorhizobium meliloti (NZP 4027T), Rhizobium tropici (CIAT 899T), não foi

observado crescimento nem atividade da nitrogenase.

O teste em meio sólido em placa sem fonte de nitrogênio resultou no

crescimento das Azorhizobium sp nov e A. caulinodans semelhante ao meio com

fonte de nitrogênio (NH4SO4), comprovando a capacidade deste gênero de

rizóbio de fixar N2 não só cm meio semi-sólido. Mas quando manitol foi

utilizado como fonte de carbono, substituindo lactato de sódio, o crescimento

das estirpes de Azorhizobium sp nov cA. caulinodans foi insignificante.

Todas as cinco estirpes de Azorhizobium sp nov. testadas (BR 5401, BR

5414, BR 5425, UFLA 01-51B e UFLA 01-606) cresceram em LO adicionado

de 8% de KN03 e NaCl 1,0; 3,0 e 5,0%, assim como a estirpe de A. caulinodans.

O mesmo foi observado para o meio LB. A denitrificação não foi observada para

as estirpes testadas das duas espécies (Tabela 3). Quanto à temperatura

observou-se o crescimento a 12 e 35°C mas a 44°C as estirpes de Azorhizobium

sp nov não cresceram (Tabela 3), somente Azorhizobium caulinodans.
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concordando com Dreyfus et ai., (1988) que relatou o crescimento de A.

caulinodans na temperaturade 44° C.

TABELA 3. Características fenotípicas de Azorhizobium sp nov e A.
caulinodans.

Característica Acaulinodans Azorhizobium sp nov

Crescimento em 12°C + +

em44°C +

EmpH8,0 + +

pH5,0 + +

5,0% NaCl + +

8,0%KNO3 + +

Meio LB + +

Fonte de carbono:

manitol

lactato de sódio + +

caseina + +

gluconato + +

lactose

arabinose

celulose

citrato de Sódio + +

frutose + +

sacarose

Alcalinização da Glucose + +

Denitrificação

Fixação de N2 em

meio de cultura + +

Foi observado o crescimento de todas as estirpes em pH 5, 6, 8 e 9,

sendo que para pH 6,0 e 8,0 a película se formou com antecedência e foi mais

espessa que paraos demais pH testados (Tabela 3).
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Perfis de proteína

Os padrões de proteína total das 30 estirpes isoladas de S. virgata deste

trabalho formaram 3 grupos (Figura 4) distintos entre si e dos padrões das outras

espécies analisadas. As diferenças encontradas entre as estirpes restringiram-se a

maior intensidade em uma banda do perfil do grupo 1 em relação ao grupo 2 e 3,

e grupo 3 formado por uma única estirpe apresentou duas bandas mais fortes em

relação ao grupo 1 e 2 (Figura 5).

Moreira et ai. (1993) realizaram as primeiras comparações entre os

padrões de proteína total das estirpes Azorhizobium sp. nov. BR 5401 e BR

5404, estirpe representante de Azorhizobium caulinodans e estirpes de outras

espéciesjá descritas de rizóbio.

Mais tarde Dupuy et ai. (1994) caracterizando estirpes de

Bradyrhizobium isoladas de Acácia e De Lajudie et ai (1994) descrevendo novas

espécies de Sinorhizobium também utilizaram as estirpes de Azorhizobium sp.

nov. BR 5401 e BR 5404, em suas comparações de perfisde proteína total.

Em todos estes trabalhos que no total somaram mais de 400 estirpes de

rizóbio analisadas entre representantes dos gêneros Rhizobium, Sinorhizobium,

Mesorhizobium, Bradyrhizobium e isolados ainda não identificados, os padrões

de proteínas das estirpes de Azorhizobium sp. nov. diferiram dos demais

constituindo em grupo único e distante de Azorhizobiumcaulinodans.
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3.2 Características genotípicas

Amplifícação do gene rDNA 16S e da região 16S-23S rDNA

A amplifícação do 16S rDNA, utilizando os iniciadores Yl e Y3 dos 30

isolados produziu fragmento único de tamanho molecular aproximado de 1,4 kb,

o mesmo tamanho obtido na amplifícação da região intergênica com os

iniciadores específicos (pHr e p23) (Figura 6).

PM 16S IGS

1,5 kb-
1,0 kb-

FIGURA 6. Produto da amplifícação por PCR do gene 16S e
Região intergênica da estirpe BR 5401
Azorhizobium sp nov.

Análise dos perfis de restrição

A restrição dos produtos de amplifícação do 16S rDNA das estirpes com

as endonucleases produziu, de 3 a 6 fragmentos visíveis, separados por peso

molecular que variou entre 100 e 1400 pb, conforme a endonuclease e a estirpe

analisada. Os fragmentos produzidos por uma endonuclease específica

apresentam um padrão de bandas, denominado perfil de restrição representado

por letras minúsculas nas Tabela 4 e 5. Os perfis de restrição foram comparados

visualmente para o agrupamento dos isolados de S. virgata e estirpes de

referência.
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Os padrões das 30 estirpes de Azorhizobium sp. nov. foram idênticos e

situaram-se ente 100 e 1000 pb. Os padrões de restrição do rDNA 16S de A.

caulinodans e Azorhizobium sp nov diferiram para as enzimas Alu I e Rsa I

(Figuras 7) e foram idênticos para as enzimasMsp I, Hinfl e Hae III (Figura 8).

Para as estirpes tipo incluídas foram detectadas diferenças dos padrões em todas

as enzimas testadas. Já paraa região intergênica as diferenças foram detectadas

por trêsenzimasde restrição AluI,Msp I, HaeIII(Figura 9), enquanto que para

as demais enzimas utiüzadas os padrões foram idênticos (Rsa I e Hinfl) (Figura

10). Os fragmentos da região intergênica obtidos, em númerode 3 a 5, variaram

de 100a 900 pb de extensão de acordo com a enzimae estirpe analisada.

TABELA 4. Análise dos perfis restrição 16S'rjÉ)NA esápppày.áe. Azorhizobium sp
nov ei caulinodans. v íl- '.^r-'"': '

Perfis de Restrição
Alui Rsàl Hinfl Mspl Hae III

Rhizobium tropici CIAT 899 a a Si a a

Mesorhizobium loti. NZP 2213 b b b b b

Sinorhizobium meliloti NZP 4027 c c c ':\;:-C c

Bradyrhizobium.elkani USDA 76 d d d ;d d

A. caulinodans ORS 571 é e e .". 'vre ' e

Azorhizobium. sp nov. f, f e e

TABELA 5. Análise dos perfis de^Reaao Itóergêniça; j|$p3S rRNA) das
estirpes deAzorhizobiújhispúàveA. caulihòãè^ãíi'''$

A^^'-'t^M''y^T':^ftí^ Rsal
A. caulinodans ORS 571 ^^^^•.^^^-•^w^^^^^^ a

Azorhizobium sp nov. b b b a a
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M a b c d e f f f

600 pb -;

100 pb Á

Rsal

600 pb

200 pb

M a

Alui

FIGURA 7- 16S rDNA digerido com endonucleases de restrição Rsa I e Alu I,. M=marcador (100
Base-Pair Ladder -Pharmacia).a= Rhizobium tropici , b= Mesorhizobium loti, c=
Sinorhizobium meliloti, d= Bradyrhizobium.elkani, e= A. caulinodans, f=
Azorhizobium. sp nov.



M a b c d ei e2 e3 Ma b c d ei e2 e3 M a b c d ei e2 e3

1000 pb-

200 pb -

Hinfl HaelH Mspl

FIGURA 8- 16S rDNA digerido com endonucleases de restrição Hinfl, Hae III e Mspl. M=marcador (100
Base-Pair Ladder -Pharmacia).a= Rhizobium tropici , b= Mesorhizobium loti, c= Sinorhizobium
meliloti, d= Bradyrhizobium.elkani, e=A. caulinodans, c\, e2, e$= Azorhizobium. spnov.
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Os padrões de restriçãodo rDNA 16S de A. caulinodans e Azorhizobium

sp nov diferiram paraduas das enzimas cinco testadas, Alu I e Rsa I. Laguerre et

ai. (1994) necessitaram de no mínimo de 4 enzimas das 9 utilizadas,

(combinações entre Hinfl, Msp I, Rsa I, Cfo I e Nde II) para identificar o taxon

das estirpes de Rhizobium e Bradyrhizobium através de análise de RFLP do 16S

rDNA, mas ao contráriodestes pesquisadores, neste trabalho as enzimas, Hinfl,

Msp I, não foram discriminatórias, produzindo perfis idênticos entre as estirpes

de Azorhizobium sp nov e A. caulinodans. O maior poder de discriminação da

região Intergênica (Gurter e Stanisch, 1996) foi confirmado pelas diferenças

entre as duas espécies, quando detectadas por três enzimas de restrição, Alu I,

Msp I, Hae III. Laguerre et al.(1996) elegeram Hae HI como a enzima mais

discriminatória entre as 7 testadas (Alu I, Cfo I, Dde I, Msp I, Nde II, Taq I e

Hae III) na caracterização de estirpes de Rhizobium leguminosarum baseadanos

perfis de RFLP-da região intergênica. A utilização da análise de perfis de

restrição combinada das regiões genômicas rDNA 16S e região intergênica

(16S-23S) resultou em cinco perfis diferentes das estirpes de Azorhizobium

caulinodans e Azorhizobium sp nov. para as enzimas Alu I, Msp I, Hae IIIe Rsa

I comprovando ser esta combinaçãomais discriminatória (Laguerre et ai., 1996,

Vinuesa et ai., 1998) que somente a análise do rDNA, 16S onde apenas duas

enzimas produziram perfis diferentes entre as duas espécies (Alu I, Hae III). A

enzima Hinfl produziu perfis idênticos para as duas espécies nas duas regiões

genômicas analisadas.

Não foram observadas variações intraespécifícas entre as 30 estirpes

analisadas de Azorhizobium sp nov. com o método de RFLP do gene rDNA 16S

ou da região intergênica, mesmo entre estirpes provenientes de diversos locais.

Neste aspecto, a análise de perfil de proteínas totais, foi mais discriminatória, já

que analisa o fenótipo resultante do genótipo inteiroe não de regiões específicas

como o gene rDNA 16S ou o espaço rDNA 16S-23S.
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Sequenciamento do gene rDNA 16S

O sequenciamento da região rDNA 16S obteve 1387 pares de

base.(Anexo) A seqüência obtida foi comparada com seqüências de estirpes tipo

de rizóbios já descritos e outras bactérias filogeneticamente correlacionadas

através do banco de dados do GeneBank.

A seqüência de 16S r DNA da estirpe BR 5401 obtida foi comparada

com outra seqüências próximas depositadas do GeneBank via internet (www.

ncbi, 2001) utilizando-se o programa Blast que permite a comparação entre

seqüências de nucleotídeos. Foram utilizados os parâmetros padrões de análise,

pré-definidos no programa e o banco de dados de seqüências não redundantes

(nr), contendo 852.500 seqüências no momento da pesquisa (Cruz, 2001).

No sequenciamento parcial (230 pares de bases) feito por Moreira et ai.,

(1998) a estirpe BR 5401 de Azorhizobium sp nov obteve 8 pares de bases de

diferença com A. caulinodans. Para as 1387 bases nitrogenadas pareadas, 29

bases diferiram.

A comparação de nucleotídeos revelou a relação próxima entre

Azorhizobium sp nov e A. caulinodans com 97,9 % (Tabela em anexo) de

similaridade (28 diferenças para as 1387 bases). Embora não existam valores de

homologia entre seqüências de rDNA 16S pré definidos na literatura para

determinar o limite entre espécies ou qualquer grupo taxonômico (Cruz, 2001),

Stackbrandt e Goebels, (1994) sugerem que quando a similaridade entre as

seqüências do 16S rDNA de duas espécies for maior ou igual a 97% a

reassociação DNA-DNA deve ser usada para a determinaçãodas espécies.

Alem da proximidade com Azorhizobium caulinodans a seqüência da

estirpe BR 5401 da nova espécie de Azorhizobium revelou alta homologia com

bactérias do gênero Xanthobacter (entre 96% e 97,6) (Tabela em anexo) em

especial Xanthobacter flavus de 97,4 % valor próximo a homologia com
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Azorhizobium caulinodans Esta similaridade já tinha sido mencionada por

Moreira et ai (1998) no sequenciamento parcial de rizóbios isolado no Brasil.

Xanthobacter flavus (Malik e Claus, 1979) é uma espécie fixadora de

nitrogênio, de vida livre. Análises de perfis de proteína total (Dreyfus et ai.,

1988), de sequenciamento do gene rDNA 16S e de hibridização DNA-rRNA

demonstraram a intima relação filogenética deste gênero com o gênero

Azorhizobium(Young, 1992.)

4. CONCLUSÕES

Através dos resultados obtidos nas análises fenotípicas e genotípicas

realizadas pode-se inferir que os isolados dos nódulos de S. virgata formam um

grupo fenotipicamente e genotipicamente distinto das espécies atualmente

descritas de rizóbio. Possui algumas características semelhantes as de

Azorhizobium caulinodans, mas diferenças foram encontradas nos perfis de

proteínastotais, perfis de restrição com endonucleases pararegião do rDNA 16S

e região intergênica e no sequenciamento do gene rDNA 16S.

A pesquisa de homologia e análise filogenética da seqüência Y1-Y3 do

rDNA 16S demostrou que a estirpe representante do grupo pesquisado está

localizada fílogeneticamente na subdivisão alfa das Proteobacterias, próxima à

Azorhizobium caulinodans e Xanthobacter flavus.

O grupo de estirpes aqui estudado pode ser descrito como nova espécie

de rizóbio, porque vive em simbiose com leguminosa, fixando nitrogênio e é

geneticamente relacionada com Azhorizobium caulinodans, nodulando

eficientemente o mesmo gênero de leguminosa, porém em espécie diferente.
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Alinhamento entre seqüências de 16S rDNA do isolado BR5401 e algumas espécies da subdivisão alfa das Proteobactérias. As
seqüências foram alinhadas no programa ClustalW, entreas regiões dos "primers" Yl e Y3 (os "primers" foram excluídos). Os pontos
indicam a ocorrência de uma base idêntica a da seqüência do BR5401; traços indicam "gaps"*.

BR5401

Xanthobacter_agilis
Xanthobacter_autotrophicus
Xanthobacter_flavus
Xanthobacter_tagetidis
Rhizobium_legumlnosaxura
Mesorhizobium__loti
Sinorhizobiura_fredii
Azorhizobium_caulinodans
Bradyrhizobium_j aponicum

BR5401

Xanthobacter_agllis
Xanthobacter_autotrophicus
Xanthobacter_flavus
Xanthobacter_tagetidis
Rhizabium_leguminosarum
Mesorhizobium_loti
Sinorhizobium_fredli
Azorhizobium_aaulinoclans
Bradyrhizobium_j aponicum

20 40 60 80

:AGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGCCCAGC AATGGGA—GCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGGATCTGCCCA.

A

A A

..C..

.TC..

..C..

.A.CG.A.

.A A.

.A A.

.T

.T

.T GG-C.TAGC

G

GA. . .

G. . . .

.AC.1TCA A CG.A. .TT

100 120 140 160
:ATGGTACGGAATAACCCAGGGAAACTTGGATTAATACCGTATGTGCCCTT-CGGGGGAAAGATTTATaK:CATTGGATGA

:T C AA - A

: C -

:T

:T.AC G.

:TCTC C. . .T.

:T TC G.

: G

:T. . . .T C. . .A.

C - AA

. . .TGC -T GT.AA. . . .CG

G.AGC AC.T GAGÁ

. . .TGC A - GG.AA

C. .- - C.

. . .TGC G. .AA A A. .- GAAA. . .CG

180 200 220 240
BR5401 : ACCCGCGTCGGATTAG<^AGTTGGTGTGGTAAAGGCGCACCAAGGCGACGATCCGTAGCTGGTCTGAGAGGATaATCAGC
Xanthobacter_agilis G T
Xanthobacter autotrophicus : A T
Xanthobacter_flavus
Xanthobacter_taget±dis
Rhizobium_leguminosarum
Mesorhi zobium_loti
Sinorhizobium_fredii
Azorhizobium_caullnodans
Bradyrhizobium_j aponicum

:G.

:G.

:G.

:G.

, .A.

. .G.

. .G.

. .G.

. .G.

. .A.

.AG.

.T. .

.C. .

.CT.

.CT.

.CT.

.T. .

.CT.



Os

260 280 300 320
2R5Í?1W ^ :CACftCT<K3GACTOAQACAOTG«X3U3ACT
Xanthobacter agilis :

Xanthóbacter_autotrophicus : !!!!!!!!!!!!!!
Xanthobacter_flavus : !.!!!!
Xanthobacter_tagetidis : .'.'.'..[..'..'. .1 L
Rhizobium_leguminoaarum :. .. .T A
Mesorhizobium_loti : .'.!!.!!!!!.!!
Sinorhi2obium_fredii :....T A !!!!!!!!!!!"!
Azorhizobium_caulinodans : !.!!!!!!!
Bradyrhizobium_japonicum :... .T A !!!!!!!!!!!!!! a ' 'r n

340 360 380 400

xanthobacter_agilis : A «p
Xanthobacter_autotrophicus : !!!!!.
Xanthobacter_flavus : A !!!!!! '.T..
Xanthobacter_tagetidls : A !.!!!!!!! .T.

c& Rhizobium_leguminosarum : A c .'..'. .t'. '. '.. !Â!'.'. !Á T
Mesorhizobium_loti : A c...!.!!.!!!.! .t'. '. .'. !aÂ! .!.!!!! T
Slnorhizcbium~fredii : A c !.'!!!! '.t'. '.!'. A
Azorhizobium_caullnodans : A T!!!!!.!
Bradyrh±zobiüm_japonicum : a .'.'. '.c......'...'.'.'.'. !t! ]!! .i.ioc.Q...........'.'.'. !c!ÔcÂ!'.'. !t

420 440 460 480
BR5401 :AAQCC«aKXZrAACTTCOTa«3tf3CA3C^^
Xanthobacter_agilis : T
Xanthobacter_autotrophicus : !!!!!!!!! !t! .'.'.
Xanthobacterjflavus : !.!!!!!!!!!!! !t! '.'..'.
Xanthobacter_tagetidis : !!!!!!! .T. '•'-- -
RhizoblumJLeguminosarum : ^*
MesorhizobiumJLoti : !!!!!.!!!!
SinorhizobiunTfredii : ....'...]'.'...t!
Azorhizobium_caulinodans : !!!!!!." ]
Bradyrhizobium_japonicum : !!!!!!.*!! !t!

...T.

.T T.

,T T

Q.



500 520 540 560
BR5401 :TACGTAGGCGGGTCGTTAAGTCA-GGGGTGftAATCCTGGAGCTC^^

Xanthobacter_agilis :C A - O CT C...
Xanthobacter_autotrophicus :C T -.A T C
Xanthobacter_flavus :C A - C...
Xanthobacter_tagetidis :C A - C...
RhizobiumJLeguminosarum :C A. ..A.C - CA.O C.TG T T G...
MesorhizobiumJLoti :C A.AC - C..G C..G T GT....C...
Sinorhizobiutnjfredii :C ACAT - c.,G C..G T GTG A
Azorhizobium_caulinodans :C A A G.... -
Bradyrhizobium_japonicum :.G T - T AA.........

580 600 620 640

BR5401 :TTa3AGAGAGGTTGGTGGAACTGCGAGTGTAGAGGTGAAATTCOT

Xanthobacter_agilis : C G
Xanthobacter_autotrophicus :
Xanthobacter_flavus : C G

Sj Xanthobacter_tagetidis : C G
Rhizobium_leguminosarum :.AT.GA GA T.C a.Q T
MesorhizobiumJLoti :,C. .GA GA T.C G.G T
Sinorhlzobium_fredii :.C..GA GA T.C G.G T
Azorhizobium_caulinodans : C G
Bradyrhizobium_japonicum :....G GA T

660 680 700 720

BR5401 lAACTGGCTCTGATACGACGCTQaGGTACGAAAGCGTGGGOAGCAAACmGG^

Xanthobacter_agilis : G
Xanthobacter_autotrophicus : G
Xanthobacter_flavus : G
Xanthobaoter_tagetidls : G
Rhizobium_leguminosarum :C TC.AT G
Mesorhizobium_loti :C TC..G G
Sinorhizobium_fredii :C TC..G G
Azorhizobium_caulinodans : G
Bradyrhizobium_japonicum :C C C



On
00

mKAM 74° 760 780 800
3115401 :C^T(»ATGCTAGCX!GTTAGGCAGCTTGCTGCTTAGTGGCXKAGCTAAC^
Xanthobacter_agilis : g. .AG CTT.C c
Xanthobacter_autotrophicus
Xanthobacter_flavus
Xanthobacter_tagetidis
Rhizobium_leguminosarum
MesorhizobiumJLoti
SinorhizobiunTfredii
Azorhizobium_caulinodans
Bradyrhizobiumj)aponloum

BRS401

Xanthobacter_agilis
Xanthobacter_autotrophicus
Xanthcbacter_f1avus
Xanthobacter_tagetidis
Rhizobium_leguminosarum
Mesorhizobium_loti
Sinorhizobium_fredii
Azorhizobium_caulinodans
Bradyrhizobium_japonicum

•

G. .G CT.C CG C
•A C TGG.T. .A. .CAC T T.

820 840 860 880
:GCa^AGATTAAAACTC»AAGGAATTTaAa3GGGGC«!GCACAAG

900 920 940 960
51,5401 :AACX?TTACCAGCXOTTTGAa^GGCA-GaACGACTTCCGaAGAaK^
Xanthobacter_agilis : - T... .a. .. .T... ,C
Xanthobacter_autotrophicus : - T A T... .C....'..'....'..'. '.'.'.
Xanthobacterjflavus : - !!.!!!!!!!!!!!!"
Xanthobacter_tagetidis : - !!!!!!!!!!!!!
Bhizobium_leguminosarum
Mesorhizobium_loti :
Sinorhizobium_fredii
Azorhizobium_caulinodans :
Bradyrhizobium^japonicum : c T.CA... .CGG.CG.A.

•C C.CG.CT— G.A T.C.AGG-..-.CCTTCG.-G G.G
•C CC.GGTCG. .GT. A....T.. ..AC. ..- TTCG.CT.GA.C.GTG
•C CC.GATGG. .GA.A.GA. ...TC.TA.C.. .-. ..TTCG.CT.GATC.G.G

.TGACC-.. -.TCTTCG.A-.C.TG.A. ..



980 1000 1020 1040

BR5401 :ATGGCTGTC»TCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTC^

Xanthobacter_agilis : C
Xanthobacter_autotrophicus : C G...
Xanthobacter_flavus : C
Xanthcbacter_tagetidis : C G. ..
Rhizoblum_leguminosarum : C G...
Mesorhizobium_loti : C G. ..
Sinorhizobium_fredii : C G...
Azorhizobium_caulinodans :
Bradyrhizobiumj)aponicum : C..T.C T.C. ..

1060 1080 1100 1120

BR5401 :TCAGTTGGGCACTCTAAAGGGACTGCCGGTOATAAG

Xanthobacter_agilis : G A
Xanthobacter_autotrophicus : G
Xanthobacter_£lavus : G A
Xanthobacter_tagetidis ;.A G A

^ Rhizobium_leguminosarum : G A
Mesorhi zobium_loti : G A.
SinorhizobiumjEredli :.T G A.
Azorhizobiuro_caulinodans :
Bradyrhizobium^japonicum :.T....A G.A

1140 1160 1180 1200

BR5401 :GOGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGOTGAC^

Xanthobacter_agilis :
Xanthobacter_autotrophicus : A.AGGG. CCCCT
Xanthobacter_flavus : A..C A
Xanthobacter_tagetidls : T A.AAGG....CCTCT A.
Rhizobium_leguminosarum T CA AC TN.N T A.
MesorhizobiumJLoti : T CA A.C TC T A.
Sinorhizobium_fredii : T CA A.C TC..HNT A.
Azorhizobiura_caulinodans : A
Bradyrhizobiumj)aponicum : A AGGG. .A.CCCCT A



o

BR5401

Xanthobacter_agilis
Xanthobacter_autotrophicus
Xanthobacterjf1avus
Xanthobacter_tagetidis
Rhizobium_leguminosarum
Mesorhizobium_loti
Sinorhizobiura_fredii
Azorhizobium_caulinodans
Bradyrhizobium_japonicum : gg

1220 1240 1260 1280
:CTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTaaAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTA^

:N.

1300
BR5401

Xanthóbaoter_agilis ; c
Xanthobacter_autotrophicus : •**C
Xanthobacter_flavus
Xanthobacter~tagetidis
Rhizobium_leguminosarum
Mesorhizobium_loti
Sinorhizobium fredii

,CC.

.CA. ,TG.

1320 1340 1360
ACGTTCCCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTC»CAC^

C TC.

C- C-.
C C- C-.
c C- C-.

TAG.N •

Azorhizcbium_caulinodans : % c
Bradyrhizobiumjaponicum : !!!!!!!.!!!!! .T.

.TAG.A.

.A. .G. .C-

BR5401

Xanthobacter_agills
Xanthobacterjautotrophicus
Xanthobacterjflavus
Xanthobacter~tagetidis
Rhizòbium_leguminosarum
Mesorhizobium_loti
Sinorhizobium_fredii
Azorhizobium_caulincdans
Bradyrhizobiumjaponicum

1380

ATAGGAGGCAGGCGACCACGGTAGGGTCAGC

.-G

.-G.A-.. ..CTA...

.-G.A-. .

.-G.A-. .. ..CTA. ..

.GG.A-. .. ..C.G.. • ••*••



TABELA 1.Matriz de identidade das seqüências de rDNA 16S construída a partir do alinhamento entre as
espécies de rizóbio, Xanthobacter e a estirpe BR 5401 deAzorhizobium spnov.

01 02 03 04 05 06 07 08 09 10

01.Mesorhizobium loti 1,000 0,953 0,931 0,903 0,922 0,908 0,914 0,915 0,880 0,905

02. Sinorhizobiumfredii 1,000 0,950 0,895 0,907 0,897 0,902 0,906 0,879 0,896

03.Rhizobium leguminosarum 1,000 0,900 0,908 0,898 0,905 0,906 0,885 0,898
04. Azorhizobium caulinodans 1,000 0,968 0,961 0,976 0,965 0,884 0,976

05. Xanthobacteragilis 1,000 0,966 0,979 0,969 0,887 0,969

06. Xanthobacterautotrophicus 1,000 0,974 0,969 0,892 0,973

07. Xanthobacterflavus 1,000 0,980 0,886 0,974

08. Xanthobacter tagetidis 1,000 0,894 0,960

09. Bradyrhizobiumjaponicum 1,000 0,887

10. BR5401 1,000

♦Observação: "Gaps" são falhas provocadas no alinhamento das seqüências devido a deleção ou inserção de
bases.



CAPÍTULO 3

ESPECIFICIDADE DOS SIMBIONTES Sesbania virgata (Caz.)

Pers. Azorhizobium sp.nov.1

RESUMO

CARVALHO, Y.Especificidade dos simbiontes Sesbania virgata (Caz.) Pers.
e Azorhizobium sp nov Lavras: UFLA, 2002. Cap.3. 18p. (Tese -
Doutorado em Solos e Nutrição dePlantas)*

Com objetivo de estudar as relações simbióticas entre Azorhizobium sp.
nov BR 5401T e Sesbania virgata (Caz.) Pers. com outros parceiros foram
realizados dois experimentos em vasos de Leonard em casa de vegetação no
Departamento de Ciência do Solo da Universidade Federal de Lavras. No
experimento em que foi testada a nodulação de várias espécies de leguminosas
pela estirpe BR 5401T não foi verificada nodulação em Albizia lebbeck, Cicer
arietinum, Lathirus sativus, Lotus comiculatus, Pisum sativum Vicia villosa e
Trifolium repens. Phaseolus vulgaris, Macroptilium atropurpureum, Erythrina
speciosa e as quatro espécies de Sesbania testadas (S. punicea, S. exasperata, S.
rostrata e S. sesban) nodularam com esta estirpe, porém ineficientemente.
Somente nasua hospedeira de origem a nodulação foi eficiente. No experimento
em quese testou a nodulação da Sesbania virgata por estirpes tipo ou referência
de espécies descritas dos gêneros Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium,
Mezorhizobium e Azorhizobium, só houve nodulação com a inoculação estirpe
homóloga BR 5401T. Estes resultados corroboram resultados anteriores de que
há uma relação altamente específica, principalmente com relação à eficiência da
fixação biológica de nitrogênio, entre Azorhizobium sp. nov BR 5401T e
Sesbania virgata (Caz.) Pers.

'Comitê Orientador: Prof Fátima M.S. Moreira - UFLA (Orientadora).
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SPECIFÍCITY OF SIMBIONTS Sesbania virgata (Caz.) Pers. and

Azorhizobium sp nov.1

ABSTRACT

CARVALHO, Y. Specifícity of simbionts Sesbania virgata (Caz.) Pers. and
Azorhizobium sp nov. Lavras: UFLA, 2002. Chap. 3. 18 p. (Thesis -
Doctorate in Soil and Plant Nutrition)*

Aiming to study the symbiotic relationships among Azorhizobium sp.
nov BR 5401 and Sesbania virgata (Caz.) Pers. with other partners, two
experiments were carried out in Leonard jars, at the greenhouse of Soil Science
Department, Federal University of Lavras. When diverse legume species were
inoculated with BR 5401T, Albizia lebeck, Cicer arietinum, Lathirus sativus,
Lotus comiculatus, Pisum sativum Vicia villosa, and Trifolium repens did not
nodulate. Phaseolus vulgaris, Macroptilium atropurpureum, Erythrina speciosa
andfourspecies ofSesbania (Spunicea, S. exasperata, S rostrata andS. sesban)
nodulated inefficiently. Only S. virgata nodulated effíciently with BR 5401T.
When Sesbania virgata was inoculated with type or reference strains of species
belonging to the genera Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium,
Mezorhizobium and Azorhizobium, nodulation occurred only with the
inoculation of the homolog strain BR 5401T. These results corroborate previous
results indicating a high specifíc relationship, mainly concerning to nitrogen
fixation, between Azorhizobium sp. nov BR 5401T e Sesbania virgata (Caz.).
Pers.

"Guidance Committe :Prof Fátima M.S. Moreira - UFLA (Major Professor).
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1 INTRODUÇÃO

A relação entre estirpes de bactérias fíxadoras de N2, denominadas

coletivamente de rizóbios, com espécies de leguminosas pode resultar em

presença ou auscncia de nodulação. Quando a nodulação ocorre, esta pode ser

eficiente, pouco eficiente ou não eficiente. Nodulação eficiente significa

nodulação que resulta em suficiente fixação de N2 para detectar resposta em

crescimento pela planta (Turk e Keyser, 1992). Ineficiência é definida como a

fixação de pouco ou nenhum N2 sem qualquer outro efeito adverso na planta

(Johnson e Allen, 1952). Tanto estirpes de rizóbio como espécies de

leguminosas têm alta variabilidade com relação às suas propriedades simbióticas

podendo variar de altamente específicas, se estabelecem simbiose com poucos

parceiros a altamente promíscuas, quando estabelecem simbiose com vários

parceiros taxonomicamente distintos. A especificidade também se expressa no

passo seguinte da simbiose, ou seja, eficiência da fixação biológica de

nitrogênio. Espécies de leguminosas como o feijoeiro (Phaseolus viágaris), o

siratro (Macroptilium atropurpureum) e o caupi (Vigna unguiadatà), por

exemplo, são promíscuas pois, nodulam com rizóbios de espécies dos gêneros

Rhizobium, Mesorhizobium, Sinorhizobium e Bradyrhizobium, além de outras

espécies isoladas que ainda não foram identificadas filogenéticamente (Moreira

c Siqueira, 2002; Lewin et ai., 1987). JáRhizobium hainanense é uma espécie de

bactéria promíscua, pois nodula pelo menos 12 espécies de leguminosas (Chen

et ai., 1997).

Sesbania virgata (syn. Sesbania marginata) é uma espécie arbustiva

adaptada a condições de alagamento que ocorre nas regiões Sul, Sudeste e

Centro-oeste do Brasil, Paraguai, Argentina e Uruguai (Pott e Pott, 1994). Esta

espécie apresenta rápido crescimento o que a torna potencialmente utilizável
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para diversos usos como adubação verde, cercas vivas, lenha, entre outros, além

do refiorestamento de margens de cursos de água. Os primeiros rizóbios

nodulando esta espécie foram isolados por Campeio (1976). Posteriormente,

estes rizóbios foram identificados como pertencentes ao gênero Azorhizobium,

porém com diferenças significativasentre a única espécie atualmente descrita do

gênero - A. caulinodans (Dreyfus et ai., 1988) que indicavam tratar-se de uma

nova espécie do gênero (Moreira et. ai., 1998). A estirpe BR 5401(=Sml),

isolada por Campeio, foi indicada como a estirpe tipo desta nova espécie

(Moreira et ai., 2000).

Campeio (1976) realizou também o primeiro estudo sobre a capacidade

de nodulação de Sesbania virgata. Esta foi testada, junto com outras espécies de

diferentes tribos de Papilionoideae e Mimosoideae em estudo de inoculação

cruzada com as estirpes homólogas de cada espécie. Somente o rizóbio

homólogo foi capaz de nodular a S. virgata, enquanto este mesmo rizóbio

nodulou plantas de Acácia mollissima e Erythrina velutina (syn. E. speciosa),

mas, produzindo nódulos ineficientes. Estudos posteriores indicam haver uma

relação de especificidade entre estes dois simbiontes (Veasey et ai, 1997;

Gonçalves, 2000).

O objetivo deste trabalho foi verificar as relações simbióticas de

Azorhizobium sp. nov. BR 5401T com espécies de leguminosas, em sua maioria,

hospedeiros de origem de espécies de rizóbio descritas, e de Sesbania virgata

com estirpes tipo ou referência de espécies de rizóbio descritas.

2 MATERIAL E MÉTODOS

Foram realizados dois experimentos em casa de vegetação do

Departamento de Ciência do Solo da Universidade Federal de Lavras de

fevereiro a julho de 2001. No primeiro experimento pesquisou-se a capacidade

de nodular e fixar N2 da estirpe BR 5401T de Azorhizobium sp. nov.,
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recomendada pela Embrapa-Agrobiologia como inoculante para Sesbania

virgata (Faria e Guedes, 1999), em espécies de leguminosas hospedeiras de

origem de espécies descritas de rizóbio, conforme recomendado por Graham et

ai. (1991) (Macroptilium atropurpureum, Phaseolus vulgaris Trifolium repens,

Lotus comiculatus, Pisum sativum, Vicia villosa, Cicer arietinum,, Lathyrus

sativus, Albizia lebbeck, Erythrina speciosa) e espécies de Sesbania (S. punicea,

S. rostrata, S. exasperata, S. sesban). Alémdeste tratamento, para cada espécie

foram acrescentados mais três tratamentos controle: sem inoculação, sem

inoculação adubado com nitrogênio mineral e inoculação com estirpe

compatível e/ou recomendada como inoculante (Tabela 1).

No segundo experimento estudou-se a capacidade e eficiência da

nodulação de estirpes tipo ou referência de espécies de rizóbio atualmente

descritas, na nodulação de Sesbania virgata (Tabela 2). Foram usados dois

tratamentos controle sem inoculação, sendo um sem, e o outro com nitrogênio

mineral.

Os experimentos foram conduzidos em vasos de Leonard. (Vincent,

1970) contendo na parte superior mistura de areia e de vermiculita (1:1, V/V) e

na parte inferior solução nutritiva com a seguinte composição em g L"1:

CaCl2H20 0,147; KH2P04 0,68; MgS047H20 0,61; K2S04 0,43; FeCl3 6H20

0,037 e micronutrientes (H3B03 0,715; MnS04.H20 0,507; ZnS04.H20 0,055;

CuS04.H20 0,02; NaMo04.H2O 0,022; e CoCl2 0,0075 mg L1) e pH ajustado

para 6,8. Antes da aplicação da solução nutritiva os vasos com o substrato na

parte superior foram autoclavados por 30 min a 127°C. A solução nutritiva foi

autoclavada por 20 min a 127°C.

Para o plantio, a dormência das sementes de algumas espécies (A.

lebbeck, E. speciosa e as espécies de Sesbania), foi quebrada com imersão

durante 30 minutos em H2S04 concentrado. As sementes foram desinfetadas
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superficialmente, com etanol 75% seguido de Hipoclorito de Sódio 1% e lavadas

com água esterilizada até a completa remoção do desinfetante.

TABELA 1. Estirpes tipo utilizadas como inoculantes para as espécies de
leguminosas testadas.

Espécies de leguminosas

Albizia lebbeck

Cicer arietinum

Erythrinaspeciosa

Lotus comiculatus

Lathyrus sativus

Macroptilium atropurpureum

Pisum sativum

Phaseolus vulgaris

Trifolium repens

Vicia villosa

Sesbania virgata

Sesbaniaexasperata

Sesbania sesbam

Sesbania rostrata

Sesbaniapunicea

Estirpe inoculante'

BR 5610

Mesorhizobium ciceri UPM-Ca7 T

BR 4101

Mesorhizobium. loti NZP 2213 T

R. leguminosarum bvphaseoli ATCC 14422 T

Bradyrhizobium sp BR 1010

Rleguminosarum bvphaseoli ATCC 14422 T

Rhizobium tropici CIAT 899T

R. leguminosarum bvtrifolü ATCC 14480T

R. leguminosarum bvphaseoli ATCC 14422 T

Azorhizobiumsp nov. BR 5401

Sinorhizobium saheli ORS 609T

Sinorhizobium saheli ORS 609T

Azorhizobium caulinodansORS 571T

Sinorhizobiumsaheli ORS 609T

As estirpes de rizóbio testadas (Tabelas 1 e 2) foram cultivadas em

meios de cultivo semi-sólido, sendo LN (Dreyfus et ai., 1983) para o gênero

Azorhizobium e YMA (Vincent, 1970) para demais gêneros. Três mL destas

culturas na fase log foram inoculadas por vaso. Cada tratamento testado

consistiu de três vasos com duas plantas/vaso, o delineamento utilizado foi

inteiramente casualizado com 17 tratamentos em cada um dos experimentos e 3
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repetições para cada tratamento. Para a comparação das médias utilizou-se o

teste de Duncan.

O tratamento controle com nitrogênio recebeu 15 mL de solução 0,5M

NHjNOs /vaso (divididos em 3 doses aos 15, 30e 45 dias após a germinação).

TABELA 2. Estirpes tipo T e/ou referência de espécies de rizóbio descritas:

ESTIRPES GÊNERO/ESPÉCIE

BR 5401 Azorhizobium sp nov.

ORS 571T Azorhizobium caulinodans

USDA76T Bradyrhizobium. elkani

UPM-Ca7T Mesorhizobium ciceri

BR 3804 Mesorhizobiumplurifarium

CCBAÜ2609T Mesorhizobium huakuii

A-1BST Mesorhizobium tianshanense

UPM-Ca36T Mesorhizobium mediterraneum

CUT 899 T Rhizobium tropici

ATCC 14482 T R leguminosarum bvphaseoli

ATCC 14480T R. leguminosarum bv trifollü

Hambi540T R. galegae bv orientalis

NZP 4027 T Sinorhizobium meliloti

A321T Sinorhizobium medicae

ORS 609 T Sinorhizobium saheli

ORS1009T Sinorhizobium terangae

Para os dois experimentos as plantas foram colhidas 60 dias após a

semeadura para avaliação dos pesos de matéria seca da parte aérea, número e

peso de nódulos secos, e coloração das folhas para verificação do grau de

eficiência das estirpes
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A identidade dos rizóbios nos nódulos foi confirmada através do seu

isolamento em meio YMA, pelo tempo de aparecimento das primeiras colônias,

produção de goma, coloração e tamanho das colônias, e alteração do pH do

meio, conforme descrito em Moreira (1991).

Os resultados forma submetidos à análise de variância pelo teste F, com

comparação das médias utilizando-se o teste de Duncan a 5% de significância.

Para isto utilizou-sc o programa estatístico SANEST (Zonta et ai., 1984).

2 RESULTADOS E DISCUSSÃO

No experimento que envolveu a estirpe representante de Azorhizobium

sp nov BR 5401 e algumas leguminosas a nodulação efetiva com esta estirpe foi

observada somente cm Sesbania virgata (Tabela 3). A nodulação de S. virgata

com seu rizóbio homólogo produziu nódulos grandes de crescimento

indeterminado, e o peso fresco da matéria seca da parte aérea próximo ao da

testemunha nitrogenada (Tabela 4).

FIGURA 1. Leguminosas inoculadas com Azorhizobium sp nov
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TABELA 3. Numero de nódulos nas leguminosas inoculadas com a estirpe de
Azorhizobium sp. nov., BR 5401 e com estirpes homólogas em
vasos de Leonard com solução nutritiva.

Espécies leguminosas
(Estirpe homóloga)

Numero de

Estirpe
homologa

nódulos/planta
BR 5401

Albizia lebbeck (BR 5610) 9A 0

Cicerarietinum (UPM-Ca7T) 14 A 0

Erytrinaspeciosa (BR4101) 18 A 7B

Lathyrus sativus (ATCC 14422 T) 17 A 0

Lotus comiculatus (NZP 2213 T) 36 A 0

Macroptilum atropurpureum (BR 1010) 35 A 13 B

Phaseolus vulgaris (CIAT 899T) 405 A 132 B

Pisum sativum (ATCC 14422 T) 19 A 0

Trifolium repens (ATCC 14480T) 33 A 0

Vicia villosa(ATCC 14422 T) 28 A 0

Sesbania exasperata (ORS 609 T) 33 A 12 B

S.punicea(ORS609r) 46 A 18 B

S. rostrata (ORS 571) 27 AT 15 B

S.sesban(ORS609T) 24 A 10 B

S. virgata (BR 540Í1) (108) 108

♦Médias apresentando letras iguais nas linhas dentro de cada parâmetro não
diferem entre si pelo teste de Duncana 5%
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TABELA 4. Matéria seca da parte aérea das nas leguminosas inoculadas com a
estirpe de Azorhizobium sp. nov., BR5401 e com estirpes homólogas
em vasos de Leonard com solução nutritiva.

Espécies leguminosas Matéria seca das espécies testadas emg planta"

(Estirpe homóloga) Estirpe
Homóloga

BR 5401 Testemunha
Testemunha

nitrogenada

Albizia lebbeck (BR 5610) 1,80 B 0,38 C 0,40 C 2,00 A

Cicerarietinum (UPM-Ca7T) 1,14 B 0,6 C 0,57 C 1,63 A

Erytrina speciosa (BR4101) 1,78 B 0,45 C 0,39 C 1,97 A

Lathyrus sativus (ATCC 14422 T) 1,20 B 0,15 C 0,17 C 1,58 A

Lotus comiculatus^ZP 2213 T) 0,72 B 0,09 C 0,10 C 1,05 A

M. atropurpureum (BR1010) 1,08 B 0,11 C 0,09 C 2,03 A

Phaseolus vulgaris (CIAT 899T) 1,80 A 0,54 C 0,30 C 2,10 A

Pisum sativum (ATCC 14422 T) 1,56 A 0,44 C 0,48 C 1,72 A

Trifolium repens (ATCC 14480T) 0,5 A 0,04 C 0,04 C 0,7 A

Vicia villosa (ATCC 14422 T) 1,12 A 0,33 C 0,45 C 1,15 A

Sesbania exasperata (ORS 609) 1,15 A 0,12 C 0,14 C 1,40 A

S. punicea (ORS609) 1,37A 0,14 C 0,13 C 1,78 A

S. rostrata (ORS 571) 5,2 A 0,19 C 0,16 C 4,64 B

S. sesban (ORS 609) 1,23 B 0,12 C 0,10 C 1,35 A

S. virgata (BR 5401T) 0,44B) 1,44 B 0,16 C 2,35 A

♦Médias apresentando letras iguais nas colunas dentro de cada parâmetro não diferem
entre si peloteste de Duncana 5%

Sesbania exasperata, S. punicea, S. rostrata e S. sesban, quando

inoculadas com estirpes compatíveis, tiveram peso da matéria seca da parte

aérea semelhante ou próximo ao do tratamento com nitrogênio. Porém, quando

inoculadas com a BR 5401T, apresentaram poucos nódulos, pequenos e

arredondados (Tabela 3) e matéria seca da parte aérea semelhante ao tratamento

controle sem inoculação e sem nitrogênio (Tabela 4), mostrando sinais definidos

81



de deficiência de N, como pequeno porte, amarelecimento e queda de folhas,

sendo portanto considerada uma nodulação ineficiente Gonçalves (2000)

também observou a nodulação ineficiente de S. rostrata por BR 5401T.

Phaseolus vulgaris e Macroptilium atropurpureum nodularam de forma

ineficiente com a estirpe BR 5401T, com produção de matéria seca semelhante

ao tratamento controle sem inoculação e sem nitrogênio.

Gonçalves (2000) também observou a nodulação ineficiente de S.

rostrata por BR 5401T. A nodulação ineficiente entre Sesbanias de varias

espécies com rizóbios provenientes das mesmas já foi relatada por diversos

autores (Turk e Keyser 1992, Boivin etai 1997, Franco etai., 1989 e Faria etai.,

1999) sugerindo que que as substancias químicas envolvidas no processo de
nodulação como

A observação de nodulação inefetiva por Azhorizobium sp nov (BR

5401) no gênero Sesbania deve produzir um flavonóide comum ao gênero que é

reconhecido pelo Azorhizobium sp nov levando a planta a produzir nódulos, mas

a interação genética necessária á fixação de nitrogênio deve ser particular a
espécie S. virgata.

Phaseolus vulgaris e Macroptilium atropurpureum nodularam de forma

ineficiente com a estirpe BR 5401T, com produção de matéria seca semelhante

ao tratamento controle sem inoculação e sem nitrogênio. Gonçalves (2000)

também encontrou nodulação nestas leguminosas, porém, pouco eficiente. Foi

verificada também anodulação ineficiente de Azorhizobium sp. nov (BR 5401T)
em Erytrina speciosa, concordando com Campeio (1976). Asdemais espécies de

leguminosas não nodularam com a estirpe BR 5401T. Estas nodularam apenas
com suas estirpes homólogas ou recomendadas como inoculantes. A nodulação

das três espécies da Tribo Phaseoleae (M. atropurpureum, P. vulgaris e E.
speciosa) confirma a promiscuidade de hospedeiros desta Tribo.
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No segundo experimento, onde a relação especificidade hospedeira e a

eficiência das estirpes foi testada para Sesbania virgata, (Figura 3) foi observado

que somente a estirpe BR 5401T de Azorhizobium sp nov nodulou sua

hospedeira c eficientemente.

FIGURA 2. Nódulos de S.virgata inoculada com BR 5401T

A inoculação produziu em média 114 nódulos por planta que variaram

de tamanho, sendo os nódulos do terço superior da raiz, próximo a esta maiores

(em média 9,0 mm), lobados ou alongados e os nódulos mais novos, ou seja da

parte inferior da raiz e mais distantes desta, arredondados pouco alongados e de

tamanho menor (0,5 mm) em média com 0,58 g/nódulo de matéria seca (Figura

2). A produção de matéria seca pela parte aérea (2,75 g/planta) foi próxima a da

testemunha nitrogenada (2,99 g/planta), não diferindo estatisticamente desta

(Figura 4).
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FIGURA 3 . Sesbania virgata inoculadas com diversos rizóbios

FIGURA 4. Sesbania virgata inoculada com estirpe BR
5401 testemunha sem inoculação e inoculada
com estirpe de S. meliloti BR 7411
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As espécies testadas dos gêneros Sinorhizobium, Mesorhizobium

Bradyrhizobium e Rhizobium não produziram nódulos em Sesbania virgata e a

produçãode matéria seca da planta igualou-se a produzida pela testemunha não

inoculada (em média 0,16 g/planta). A inoculação da estirpe ORS 571T de

Azorhizobium caulinodans e a USDA 76T de Bradyrhizobium elkani não

produziu nódulos na Sesbania virgata discordando dos resultados obtidos por

Gonçalves (2000) que observou a produção de nódulos ineficientes. Faria

(comunicação pessoal) também não encontrou nodulação em S. virgata por ORS

571T.

Nos estudos de nodulação que incluíram o gênero Sesbania relatados até

hoje, com exceção de Dreifus et ai., (1988) e Rinaudo et ai., (1991)os rizóbios

observados possuíam média a alta produção de goma em YMA, e tempo de

crescimento rápido como espécies de Rhizobium e Sinorhizobium e

Mesorhizobium (Chen et ai., 1991; De Lajudie et ai., 1994; Boivin et ai., 1997;

Wang et ai., 1998; Nick et ai., 1998) e outras ainda não identificadas (Trinick,

1980; Haukka, 1997; Souza et ai., 2000).

Estes resultados indicam que as substancias químicas envolvidas no

processo de nodulação como flavonoídes e exopolissacarideos devem ser

comuns aos gêneros, mas no passo seguinte da simbiose murualista, outros

fatores estão envolvidos.

A nodulação de Sesbania pelo gênero Azorhizobium inicialmente

relatada por Dreyfus et ai. (1988) que descreveu a espécie Azorhizobium

caulinodans nodulando o caule de Sesbania rostrata. Em estudos posteriores de

inoculação cruzada que incluíram espécies do gênero Sesbania foi observada

nodulação por rizóbios de rápido crescimento e média a alta produção de goma

em YMA, como espécies de Rhizobium e Sinorhizobium e Mesorhizobium

(Chen et ai., 1991; De Lajudie et ai., 1994; Boivin et ai., 1997; Wang et ai.,

1998) e outras ainda não identificadas (Trinick, 1980; Dreyfus et ai., 1988;
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Rinaudò et ai., 1991; Souza et ai., 2000). Por outro lado, Azorhizobium

caulinodans quando inoculado em 12 espécies de Sesbania (S. pubescens, S.

grandiflora, S. aculeata, S. cannabina, S. pachycarpa, S. formosa, S. aegyptiaca,

S. sesban, S. sericea, S. emerus, S. tetraptera e S. alba), produziu nódulos

inefetivos, mas a nodulação destas mesmas espécies foi efetiva para

Sinorhizobium saheli e Sinorhizobium teranga biovar sesbaniae, indicando que a

especificidade é maior para o Azorhizobium (Boivin et ai., 1997). Turk e

Keiser,(1992) observaram que a ORS 571 estirpe tipo de A. caulinodans

nodulou inefetivamente Sesbania aculeata, pouco efetivamente S. cannabinana

e efetivamente para S. pachycarpa. Veasey et ai. (1997)testando a nodulação de

13 espécies de leguminosas em solo do Estado de São Paulo com população

nativa derizóbio não encontraram nodulação em Sesbania punicea e S. virgata.

4 CONCLUSÕES

Entre as leguminosas e rizóbios testados Sesbania virgata nodulou

somente e efetivamente com a estirpe BR 5401T de Azorhizobium sp. nov.,

indicando ser altamente especifica em sua relação simbiótica com rizóbio.

A estirpe BR 5401T Azorhizobium sp. nov. nodulou outras espécies de

leguminosas, incluindo Sesbania spp. No entanto, nodulação efetivacom relação

à fixação biológica de N2 só ocorreu com Sesbania virgata.
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