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RESUMO

A identificação de estirpes de rizóbio tem sido feita
pela especificidade por hospedeiros e ensaios microbiológicos
tradicionais. Por constituírem um grupo filogeneticamente
heterogêneo, diferentes técnicas moleculares têm sido
empregadas para auxiliar na caracterização genética e na
identificação de estirpes eficientes e competitivas para a
produção de inoculantes. Este trabalho teve por objetivos
caracterizar a região espaçadora 16S-23S rDNA das estirpes
de rizóbios utilizadas nos inoculantes comercializados no Brasil
para espécies leguminosas, utilizando a técnica da PCR em
combinação com a de RFLP, e avaliar a possibilidade do uso
desse  marcador molecular como método auxiliar para
identificação das estipes. A amplificação da região espaçadora
16-23 S rDNA das estirpes de rizóbios gerou fragmentos com
tamanhos que variaram entre 700pb e 1350pb. Os produtos
resultantes da amplificação foram submetidos à digestão com
as endonucleases. Mps I, Dde I e Hae III. Os resultados obtidos
neste estudo indicam a possibilidade do uso da técnica de
PCR-RFLP da região espaçadora 16S-23S rDNA como
marcador molecular para a diferenciar as estirpes de rizóbios,
em complemento às técnicas microbiológicas tradicionais.
Contudo, este marcador não é suficientemente discriminatório
para ser usado na identificação das estirpes recomendadas
para a produção de inoculantes comerciais.

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

ABSTRACT

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

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

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

INTRODUÇÃO

A fixação biológica do nitrogênio (FBN) é
um processo importante na agricultura brasileira, que
tem uma tradição de décadas no uso de inoculantes a
base de rizóbios, sendo que, em termos agrícolas, a
maior contribuição ocorre pela associação simbiótica
com leguminosas (HUNGRIA, 2011). Além dos
benefícios econômicos com a redução nos custos de
produção, a redução nas aplicações de fertilizantes leva
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a uma melhoria da qualidade ambiental - com menor
aporte de nitratos para as águas superficiais e
subterrâneas - e à sustentabilidade dos agroecossistemas.

Embora o exemplo mais bem sucedido da
aplicação dessa tecnologia seja a cultura da soja
(Glycine max), com mais de 95% do mercado de
inoculantes destinados a esta cultura (HUNGRIA,
2011), estirpes de rizóbio de diferentes gêneros têm
sido selecionadas para mais de 90 espécies de
leguminosas e incluem o feijão, a lentilha e o amendoim;
leguminosas utilizadas para a adubação verde,
forrageiras e espécies arbóreas (HUNGRIA, 2007). Além
da associação com leguminosas, outras espécies de
rizóbios tanto de vida livre (eg. Azotobacter
chroococcum, Beijerinckia fluminensis, Azotobacter
paspali, Derxia spp., Paenebacillus azotofixans)
como associativos (Azospirillum spp. e Burkholderia
spp.) e endofíticos (Herbaspirillum spp. e
Burkholderia spp.), têm sido descobertas com
capacidade de fixar nitrogênio em gramíneas
(HUNGRIA, 2011).

A legislação brasileira prevê que somente
podem ser comercializados aqueles inoculantes
produzidos com as estripes recomendadas pelo
Ministério da Agricultura Pecuária e do Abastecimento
(MAPA). A Fundação Estadual de Pesquisa
Agropecuária (FEPAGRO), através da Coleção de
Culturas de Rizóbios SEMIA, fornece às indústrias
brasileiras produtoras de inoculantes as estirpes
autorizadas. Dessa forma, é imprescindível que esse
material genético seja constantemente monitorado, para
garantir a qualidade das cepas fornecidas. Além disso,
a FEPAGRO presta serviços de análise da qualidade de
inoculantes produzidos no Brasil e aqueles vindos de
outros países, principalmente do Uruguai e da
Argentina, que são comercializados no país, avaliando
o número de células viáveis e a determinação da
presença da estirpe recomendada no produto.

Atualmente, existem seis gêneros de
rizóbios: Rhizobium, Sinorhizobium,
Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Allorhizobium e
Azorhizobium classificados através da análise do gene
16 S rDNA (GARRITY et al., 2007 ) e o relato de uma
única espécie de Methylobacterium (da família
Methylobacteriaceae), Methylobacterium nodulans,
que faz simbiose com espécies de Crotalaria (SY et
al., 2001).

A identificação e a caracterização de estirpes
de rizóbio têm sido feitas, tradicionalmente, baseadas
nos resultados de especificidade por hospedeiros,
análises em meios de cultura da morfologia de colônias,
fisiologia do crescimento e reação de pH (ácido/
alcalino), resistência intrínseca a antibióticos,

características bioquímicas, suscetibilidade a
bacteriófagos e reações sorológicas (PITARD, 2000).

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

A filogenia de estirpes de rizóbios
recomendadas para a produção de inoculantes no Brasil
para 33 espécies leguminosas foi determinada através
do sequenciamento da região do gene que codifica o
16 S rRNA (MENNA, et al., 2006; BINDE et al., 2009).
Os estudos revelaram a existência de cinco, dos seis
gêneros de rizóbios já descritos na literatura
(Rhizobium, Sinorhizobium, Bradyrhizobium,
Mesorhizobium e Azorhizobium), uma estirpe
pertencente ao gênero Methylobacterium, duas do
gênero Burkholderia e uma do gênero Pseudomonas,
demonstrando a grande diversidade existente entre as
estirpes de elite.

O custo elevado da técnica de
sequenciamento dificulta o uso em análises de rotina
para a certificação de estirpes, necessária para o
controle de qualidade de inoculantes comercializados
no Brasil. Dessa forma, outros métodos que apresentam
correlação com os dados do sequenciamento do 16S
rRNA estão sendo avaliados para auxiliarem na
identificação das estirpes, em complemento às técnicas
microbiológicas tradicionalmente utilizadas. Entre esses
métodos, a técnica de PCR em combinação com a de
RFLP tem sido utilizada para a análise do 16S rRNA e
23S rRNA (ARDRA-Amplified Ribossomal DNA
Restriction Analysis) e da região espaçadora (ITS -
internal transcribed spacer) entre estes genes
(STRALIOTTO, et al.,2005; GIONGO et al., 2007).

Dados de sequências da região espaçadora
entre os genes 16S-23S rDNA têm se acumulado nos
últimos anos, e o alinhamento de sequências
disponíveis em bancos de dados mostra que pode
ocorrer variação considerável intra e infra-específica,
tanto no tamanho como na sequência de bases
(LAGUERRE, et al., 1996; CHUEIRE, et al., 2003;
GERMANO, et al., 2006), evidenciando que esta região
pode ser útil na diferenciação de estirpes de rizóbios
recomendadas para produção de inoculantes.

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

MATERIAL   E   MÉTODOS

Estirpes de Rizóbio
Fizeram parte deste estudo 41 estirpes da

coleção de culturas SEMIA (Seção de Microbiologia
Agrícola) da FEPAGRO (Fundação Estadual de
Pesquisa Agropecuária, Porto Alegre, RS), das quais
36 são recomendadas pelo Ministério da Agricultura,
Pecuária e Abastecimento (MAPA) para a produção
de inoculantes comercializados no Brasil, duas de
Burkholderia sp. e uma de Pseudomonas sp. Além
dessas, 20 estirpes de rizóbios da Coleção de Culturas
USDA - ARS (United States Department of Agriculture
- Agriculture Research Service, Beltsville, MD), foram
usadas como referência.

Extração de DNA
As estirpes foram crescidas em meio líquido

composto de extrato de levedura e manitol (LM)
(VINCENT, 1970). Posteriormente, efetuou-se a extração
e purificação do DNA total das culturas bacterianas,
conforme descrito por BOUCHER et al. (1987).

Amplificação do 16-23S rDNA  e análise dos fragmentos
de restrição

O DNA genômico foi amplificado com os
oligonucleotídeos iniciadores FGPS 5’ -
TGCGGCTGGATCACCTCCT-3’ e  FGPS 132 5’ -
CCGGGTTTCCCCATTCGG – 3’ (LAGUERRE et al.,
1996). As reações foram realizadas em um volume final
de 25μl, contendo: 30ng de DNA, 0,1mM dNTPs
(Amersham Pharmacia), 1,5mM MgCl2, 1,0 μM de cada
oligonucleotídeo iniciador tampão de reação (10mM
Tris-HCl, 50mM KCl), 1U Taq DNA polimerase
(Invitrogen). As amplificações foram desenvolvidas em
um termociclador (Uvitech) com a seguinte
programação: uma etapa de 3min a 95°C; 35 ciclos de
1min a 94°C, 1min a 55°C e 2min a 72°C; uma etapa final
de 5min a 72°C.

Do produto gerado da amplificação por PCR,
5μL-1 foram digeridos individualmente com as enzimas
de restrição Mps I, Dde I e Hae III (Invitrogen),
previamente selecionadas neste trabalho, por gerarem
maior número de fragmentos discriminatórios para os
gêneros de rizóbios analisados. O perfil de restrição foi

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

Análise de Agrupamento
O padrão de bandas dos isolados foi

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

RESULTADOS   E   DISCUSSÃO

A amplificação da região espaçadora 16-23
S rDNA das estirpes de rizóbios gerou fragmentos com
tamanhos que variaram entre 700pb e 1350pb. Os
produtos resultantes da amplificação foram submetidos
à digestão com as endonucleases. Cada uma das
enzimas utilizadas gerou de dois a seis fragmentos e a
maioria das estirpes analisadas apresentou
polimorfismos nessa região. Apresentaram perfis de
restrição idênticos entre si as estirpes SEMIAs 134 e
116; 2050 e 2002; 6390 e 6384; 6439 e 6175; 6319 e 6144;
USDAs 3383 e 4779 com a endonuclease Mps I;
SEMIAs 222 e 235; 6162 e 6395; 6164 e 6099; USDAs
3383 e 4779; 9032 e 1844, com Dde I e SEMIAs 6415 e
6159; 6390 e 6403; 6162 e 6395; USDAs 4779 e 3592;
9032 e 3588; 3622 e 76, com Hae  III. Perfil de RFLP
idênticos entre estirpes de rizóbios estreitamente
relacionadas tem sido documentado com o uso de até
duas enzimas de restrição, devido à presença de
domínios altamente conservados nas sequências dos
genes que codificam as regiões 16S rDNA (EARDLY, et
al., 2005; RASHID et al., 2009). Pela análise do perfil de
restrição individual com cada enzima de restrição, existe
um indicativo de que o maior poder discriminatório
poderia ser atribuído à Dde I. Contudo, conforme
também salientado em outros estudos (GERMANO et
al., 2006), o posicionamento taxonômico correto só é
possível com a análise de várias enzimas de restrição.
Recomenda-se, portanto, o uso de mais de uma
endonuclease de restrição para a caracterização das
estirpes de rizóbios.

O índice de similaridade genética
determinado pelo coeficiente de Jaccard ficou entre 0 e
0,45%, indicando uma grande variabilidade genética
entre os isolados. A análise de agrupamento, realizada
a partir do resultado gerado com as três enzimas de
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restrição, apresentou a formação de cinco grandes
grupos, com índices de similaridade menores ou iguais
a 0,05% e 40 subgrupos com índices de similaridades
entre 0,08% e 0,45%, formados por diferentes gêneros
de rizóbios (Figura 1). A variabilidade genética elevada
entre as estirpes de rizóbios, resultando em diversos
agrupamentos, com baixa similaridade entre os grupos,
também foi observada por GERMANO et al. (2003) em
estudo para a caracterização da diversidade de estirpes
de Bradyrhizobium isoladas de nódulos de
leguminosas tropicais, através de uma abordagem
polifásica, pela análise conjunta de três regiões
ribossomais. Os autores constataram variabilidade
genética elevada entre as estirpes analisadas, em todas
as regiões ribossomais avaliadas, resultando em
diversos agrupamentos, com baixa similaridade entre
os grupos. Os dendrogramas obtidos para as regiões
dos genes 16S rRNA, 23S rRNA e IGS resultaram em
agrupamentos com níveis finais de similaridade
extremamente baixos, 28%, 16% e 27%,
respectivamente.

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

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

e recomendadas para a produção de inoculantes. As
SEMIAs 134 e 116, classificadas como Sinorhizobium
meliloti e  indicadas para a produção de inoculantes
comerciais para alfafa, (Medicago sativa) e SEMIAs
222 e 235, classificadas como Rhizobium
leguminosarum e indicadas para a produção de
inoculantes comerciais para trevo branco (Trifolium
repens), apresentaram perfis de restrição idênticos entre
si com as enzimas Mps I e Dde I, respectivamente,
porém  distintos das demais estirpes analisadas com
essas enzimas. A ocorrência de recombinação
intragênica localizada e a transferência lateral parcial,
ou total, dos operons RNAr têm sido relatada em muitos
gêneros de bactérias, incluindo os rizóbios
(SHAMSELDIN et al., 2008). A ocorrência de
sequencias mosaicas, resultantes de transferência ou
recombinação gênica entre essas estirpes, pode ser
uma explicação para os resultados encontrados. No
entanto, essa inferência precisa ser investigada. Para
fins de taxonomia e filogenia, são usados os genes
ribossomais ou outros genes housekeeping, na
metodologia MLSA (Multilocus Sequence Analysis)
(MARTENS, et al., 2007; RIBEIRO et al., 2008). Contudo,
as estirpes podem apresentar comportamento distinto
em relação ao hospedeiro, porque os genes
responsáveis pela nodulação de fixação do nitrogênio
estão, no caso dessas estirpes, localizados em
plasmídeos simbióticos. Desse modo, estirpes idênticas
no cromossomo podem ter plasmídeos e propriedades
simbióticas distintas.

CONCLUSÃO

A variabilidade genética existente na região
espaçadora do 16-23S rDNA das estirpes determinada
através da técnica da PCR combinada com a de RFLP
permite diferenciar a maioria das estirpes de rizóbio,
indicando a possibilidade do uso desse marcador
molecular para a caracterização das estirpes de rizóbios,
em complemento às técnicas microbiológicas
tradicionais. Contudo, esse marcador não é
suficientemente discriminatório para ser usado na
identificação das estirpes recomendadas para a
produção de inoculantes comerciais.
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Figura 1 - Dendrograma gerado pelo método UPGMA, a partir dos perfis de restrição da região espaçadora entre o 16-
23 S rDNA, com as enzimas Mps I, Dde I e Hae III.
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