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RESUMO

A fixagcdo bioldgica de nitrogénio € um processo complexo que requer a expressao
de um conjunto de genes denominados genes nif. Os genes nif codificam para
proteinas envolvidas diretamente no processo de FBN. A descoberta dos 20 genes
envolvidos na FBN foi proveniente do estudo da genética desse processo em
Klebsiella pneumoniae. Nesse microrganismo, 0S genes nif encontram-se
organizados em 7-9 operons, ocupando uma regido de aproximadamente, 24 kb
entre genes shiA e hisD. Os genes nifHDK codificam as proteinas estruturais do
complexo enzimatico denominado Nitrogenase, caracterizado pela presenca de duas
metalo-proteinas, a Fe-proteina (ou componente Il) e a MoFe-proteina (ou
componente ). A constru¢cdo de mutantes nif de K. pneumoniae permitiu identificar o
produto e a funcéo de diversos genes nif, sendo que dos 20 genes envolvidos, 14
tém sido encontrados na maioria das bactérias diazotroficas estudadas. Tem sido
observado que bactérias fixadoras de nitrogénio, independente do grupo filogenético
(Actinobacteria, Firmicutes ou Proteobacteria) apresentam uma regulacao
semelhante dos mesmos genes envolvidos com a FBN, sugerindo uma origem
comum ou a ocorréncia de transferéncia horizontal. Dessa forma, o objetivo desse
trabalho foi por meio de uma analise in silico, avaliar a filogenia de diferentes grupos
fixadores de nitrogénio com base na sequéncia do 16S rRNA e de genes envolvidos
na FBN. As sequéncias dos genes nif foram obtidas a partir do GenBank, por meio
do National Center for Biotechnology Information, alinhadas com o programa
CLUSTAL X e editada no BioEdit. Posteriormente, arvores filogenéticas foram
construidas utilizando-se do programa PAUP 4.0 (Phylogenetic Analysis Using
Parsimony and other methods), e visualizadas no programa TreeView. Para tanto
foram utilizados na pesquisa os genes nifD, nifH e nifK. A avaliacdo in silico da
similaridade genética dos genes envolvidos na FBN obtidos de diferentes espécies
bacterianas e da filogenia de bactérias diazotréficas baseadas na seqiiéncia do gene
16S rDNA e de genes envolvidos com a FBN permitiu observar que para alguns
grupos néo ocorre similaridade entre a arvore filogenética construida por meio do
16S rRNA e dos genes nif, indicando que para alguns casos, pode ter ocorrido
transferéncia horizontal entre espécies de grupos taxondémicos diferentes. Os dados
indicam que pode ter ocorrido transferéncia horizontal dos genes nif no processo
evolutivo envolvendo géneros de Actinobacteria, Firmicutes e Proteobacteria,
seguida da andlise dos genes nifD, nifH e nifK. .

Palavra-chave : gene nif; transferéncia horizontal; bactérias diazotroéficas.



ABSTRACT

The biolological fixing of nitrogen is a complicated process which requires the
expressios of a mount of genes called nif genes. The nif genes codify for protein
involved directly into the fbn process. The Discovery of 20 genes involved in FBN
came from genetics study of this process in Klebsiella pneumoniae. In this
microorganism the nif genes are organized in 7-9 operons, taking an area of about
24kb between shiA e hisD. The nifHDK genes codify the structural proteins of the
enzimatic complex called Nitrogenase, characterized for the presence of the two
metalo-proteins — the Fe-protein (or component II) and MoFe-protein (or component
[). The elaboration of the nif mutants of K. pneumonaie allow indentily the product
and function of a sort of nif genes, counting that 14 of the 20 involved genes have
been found in the most of a diazotrofic bacteria studied. It's been observed that the
fixing bacteria of nitrogen, insted of phylogenetic group (Actinobacteria, Firmicutes or
Proteobacteria) shows a regulation similar to the same involved genes with fbn,
suggesting a common origin or the horizontal transfer. This, the aim of this work,
throughout in silico analisys to value the figinie of the different groups of nitrogen
fixers basing on 16Sr RNA sequence and FBN involved genes. The nif sequences
were get from GenBank through National Center for Biotechnology Information, in
line with CLUSTAL X program published in BioEdit. After that filogenetic trees were
build throughout PAUP 4.0 program (Phylogenetic Analysis Using Parsimony and
other methods), and it was possible to see it through Treeview program. For that, the
nifD, nifH and nifK were used. The avaliation in silico of the genetic similitude of the
involved genes in FBN get from differents species of Bacteria and of philogenie of
bacteria diazotrofics based on 16S rDNA genes sequence and FBN genes allow to
observe that, for some groups, the similitude does not occurs between the
phylogenetic tree build through 16S rDNA and the nif genes showing in some cases,
that a horizontal transfer might be occured between different taxonomic groups. The
data indicate that a horizontal trnafer might be happened from nif genes in the
evolution process taking sorts of Actinobacteria, Firmicutes and Proteobacteria,
followed by the nifD, nifH, nifK analisys of genes.

Key-words: gene nif; horizontal transfer; bacteria diazotrofic.
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1. INTRODUCAO

Com a excecdo da agua, o nitrogénio (N) é considerado o nutriente mais
limitante para o crescimento de plantas no seu ambiente natural (FRANCO &
DOBEREINER, 1994). Além do carbono (C) e hidrogénio (H), o N é o nutriente mais
abundante na matéria viva, participando na composicdo de moléculas de acidos
nucléicos, proteinas e polissacarideos entre outras. Entretanto, apesar de ser
requerido em quantidades significativas pelos seres vivos, na natureza este
elemento € encontrado em abundancia em uma forma quimicamente muito estavel
devido a presenca da tripla ligacdo entre os dois atomos que formam a molécula e,
portanto sua pronta assimilacdo pela maioria dos seres vivos € limitada, requerendo
sua transformacdo para uma forma combinada que facilite sua assimilacéo
(SPRENT & SPRENT, 1990; EVANS & BURRIS, 1992).

Apenas uma por¢cdo dos organismos do grupo dos procariotos consegue
converter ou reduzir enzimaticamente o N, da atmosfera em amoénia, o qual pode ser
incorporado para o crescimento e manutencdo das células. Tais microrganismos
absorvem o N, que passa a fazer parte de substancias organicas de suas células.
Quando morrem, estas bactérias liberam nitrogénio no ambiente sob a forma de
amoénia (NHs), a qual pode ser utilizada pelas plantas, ou processada por as
bactérias nitrificantes as quais liberam no solo nitratos (NO3) como produto de sua
atividade metabdlica. Os nitratos compdem a forma de nitrogénio que melhor é
assimilado pelas plantas.

Estes organismos sdo denominados diazotroficos e o0 mecanismo responsavel
pela incorporacdo de N a biomassa é chamado de fixacdo biolégica de nitrogénio
(FBN). Portanto, a FBN é o processo pelo qual a maior parte do nitrogénio
atmosférico é incorporado a matéria viva. Este processo constitui a principal via de
incorporacdo de N ao ecossistema, que constantemente é reciclado para a
atmosfera principalmente pela acdo de organismos decompositores de matéria
organica do solo. Dessa forma, a agdo de microrganismos fixadores de nitrogénio e
denitrificadores garantem um reservatério inesgotavel de nitrogénio na atmosfera.
Além de garantir um ecossistema em equilibrio, a reducdo na aplicacdo de doses

excessivas de compostos nitrogenados, como, por exemplo, o nitrato, que contamina
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as aguas e os vegetais consumidos pelo homem, possibilita o desenvolvimento de
uma agricultura menos agressiva ao ambiente. A estimativa € de que a contribuicdo
de nitrogénio fixado biologicamente varia de 139 a 170.10° toneladas de nitrogénio
por ano, pelo menos o dobro da fixagcado quimica (PEOPLES & CRASWELL, 1992).

Dentre os organismos que fixam nitrogénio (ou diazotréficos) muitos sao
heterétrofos, necessitando de um suplemento de carbono reduzido, o que depende
indiretamente da energia da luz e em geral requer uma simbiose com um hospedeiro
eucarioto; ou séo de vida livre, competindo com outros microrganismos pela matéria
organica disponivel no ambiente. Outros sdo autotrofos, os quais podem reduzir o
CO, em presenca da luz (SPRENT & SPRENT, 1990; BAKER & MULLIN,1992).

Em geral, ja foram descritas espécies representantes de varios grupos de
procariotos que fixam nitrogénio, tais como: bactérias fotossintéticas (ex.:
Rhodospirillum  rubrum), bactérias anaerobicas (ex.: Clostridium spp.),
microaerdbicas (ex.. Azospirillum spp., Herbaspirillum spp., Acetobacter
diazotrophicus, Azorhizobium caulinodans, Azoarcus spp., Burkholderia spp., etc),
bactérias aerdbicas (ex.: Azotobacter spp. e Derxia spp.) e também alguns
representantes das cianobactérias (algas verdes-azuladas) e actinomicetos
(SPRENT & SPRENT, 1990).

Segundo EVANS & BURRIS (1992), existem pelo menos trés grupos de
bactérias fixadoras de N,: a) bactérias diazotréficas de vida livre, que fixam o N
para seu proprio uso; b) bactéias diazotroficas associativas, que contribuem para o
crescimento da planta sem a formacdo de estruturas diferenciadas, né&o
estabelecendo uma simbiose e c¢) as diazotroficas simbidticas, que estabelecem uma
interacdo muito estreita entre 0 macro e microsimbionte, e em alguns casos, sao
formadas estruturas diferenciadas denominadas nodulos.

BURNES & HARDY propuserem (1975), que apesar de 0S microrganismos
diazotréficos apresentarem um amplo espectro de habitats, sendo encontrados
livremente no ambiente e em associacdo (simbidtica ou ndo) com plantas, todos
utilizam uma maquinaria bioquimica basica para a fixacado de N, baseada na enzima

nitrogenase (N-ase).
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1.1 BACTERIAS DIAZOTROFICAS DE VIDA LIVRE

Com a excecédo das bactérias fotossintéticas e cianobactérias que fixam Ng, a
maioria das bactérias diazotroficas de vida livre sdo heterotroficas requerendo
ecossistemas capazes de prover uma fonte de carbono utilizavel, necessario para a
fixacao de Na.

As bactérias diazotroficas de vida livre colonizam preferencialmente o
rizoplano e a rizosfera de plantas, em que os exudados, principalmente agucares,
estdo envolvidos nesta associacdo, pois as bactérias sdo encontradas
principalmente em areas onde estes compostos sdo liberados (DOBEREINER &
ALVAHYDO, 1959). O género Beirejerinckia, representante desse grupo, Sao
aerobicos, quimioheterotroficos, podendo crescer em solos acidos (pH 3,0 e 4,0)
demonstraram o0 seu potencial na associacdo com gramineas (DOBEREINER &
RUSCHEL, 1958; DOBEREINER, 1959).

Segundo BALDANI et al. (1997) a atual funcdo das bactérias de vida livre na
associacdo com as gramineas € uma questdo que ainda requer esclarecimento.
Entretanto, somente em um caso, ha uma forte evidéncia de que um diazotrofo de
vida livre, Azotobacter paspali, contribua para a acumulacéo de nitrogénio na planta.
Os resultados de BODDEY et al. (1983) revelaram, por meio da técnica de diluicéo
isotopica de *°N, que em Paspalum notatum cv. batatais cerca de 20 kg de N
acumulado ha-1. ano™ foi derivado da FBN, devido a associacdo muito especifica

desta graminea com o diazotrofo rizosférico A. paspali (DOBEREINER, 1966).

1.2 BACTERIAS DIAZOTROFICAS ASSOCIATIVAS

Dentro deste grupo pode-se dividir as bactérias diazotroficas em dois grupos
de acordo com a proposicdo de BALDANI et al. (1997a): endofiticos facultativos
(podem colonizar tanto a rizosfera como o interior das raizes) e os endofiticos

obrigatérios (colonizam o interior das raizes).
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1.2.1 ENDOFITOS FACULTATIVOS

A redescoberta do género Azospirillum (grupo predominante nos endofitos
facultativos) por DOBEREINER & DAY (1975), levou cientistas a intensificarem seus
interesses na associacdo dos diazotroficos com as gramineas (DOBEREINER &
BALDANI, 1982). Este diazotrofico de ampla distribuicdo pode ser considerada uma
bactéria universal encontrada colonizando plantas crescidas em diferentes habitats
(DOBEREINER et al., 1976; DOBEREINER & PEDROSA, 1987). Estirpes tém sido
encontradas em associacdo com plantas monocotiledéneas, incluindo milho, arroz,
cana-de-agucar, sorgo, gramineas forrageiras como Digitaria e erva “kallar”
(DOBEREINER et al., 1976; HAAHTELA et al., 1981; REINHOLD et al., 1986;
RENNIE, 1980; WONG & STEMBERG, 1979) e com as dicotiledbneas (RAO &
VANKATESWARTU, 1982). O género foi definido por TARRAND et al. (1978) e hoje
compreende seis espécies, caracterizadas com base fenotipica, analise do
DNA:DNA e sequéncia do 16S rDNA: A. brasilense e A. lipoferum (TARRAND et al.,
1978), A. amazonense (MAGALHAES et al., 1983), A. halopraeferens (REINHOLD et
al, 1987), A. irakense (KHAMMAS et al.,, 1989) e A. largomobile (DEKHIL et al.,
1997).

Segundo BALDANI et al. (1997a), embora varias caracteristicas ecolégicas e
fisiologicas estejam sendo desvendadas, ainda falta conhecimento sobre o
mecanismo envolvido na interacdo bactéria-planta e como ele contribui para o
nitrogénio acumulado nas plantas. Apesar das diferentes formas de interacdo, estes
diazotréficos, quando estdo em associacdo com gramineas, garantem aumentos de
5 a 30% na producédo (BALDANI et al., 1983; OKON & LABANDERA-GONZALEZ,
1994).

1.2.2 ENDOFITOS OBRIGATORIOS

Entre os diazotroficos endofiticos obrigatérios estdo: Burkholderia spp.
(YABUUCHI et al.,, 1992; BALDANI et al.,, 1997b). Acetobacter diazotrophicus
(CAVALCANTE & DOBEREINER, 1988), Azoarcus spp. (REINHOLD-HUREK et al.,
1993), Herbaspirillum seropedicae (BALDANI et al., 1986) e Herbaspirillum
rubrisubalbicans (BALDANI, 1996; GILLIS et al., 1991; BALDANI et al., 1996), até
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entdo considerado um leve patdogeno em algumas variedades de cana-de-acgucar,
mas que nao afeta as variedades comerciais brasileiras (PIMENTEL et al., 1991).

Esses diazotroéficos, descobertos na década de 1980, parecem ser a chave
para explicar a contribuicdo mais eficiente das associacdes endofiticas de fixacdo de
N,, especialmente nos trépicos, quando comparada as associacdes rizosféricas
(DOBEREINER, 1995; DOBEREINER et al., 1995). Além destas, outros diazotréfico
de carater anaerdbio sdo capazes de colonizar a endorizosfera e vasos do xilema,
como Alcaligenes faecalis em arroz (YOU & ZHOU, 1989) e Pantoea agglomerans
em aveia (RUPPEL et al.,, 1992), além de Bacillus spp., Klebsiella pneumoniae,
Erwinia sp., Enterobacter sp. e varios outros diazotroficos (DI FIORE & DEL GALLO,
1995: MCINRQOY & KLOEPPER, 1995; PALUS et al., 1996; STOLTZFUS et al.,
1997), mas de acordo com DOBEREINER & PEDROSA (1987), os diazotréficos
anaerobios apresentam baixa capacidade de conversdo da energia a partir de fontes
de carbono. Assim, os beneficios dessa associacdo parecem ser limitados pela
disponibilidade de substratos organicos.

A descoberta de diazotroficos endofiticos, que colonizam em numeros
elevados as raizes, colmos e folhas de cana-de-acUcar e outras gramineas, mudou
completamente o conceito de associa¢fes rizosféricas. Esta descoberta permitiu
explicar o grande potencial da contribuicdo dos diazotrofos para o suprimento de
nitrogénio as culturas de cana-de-acgucar, pois em certas variedades dessa planta, a
fixacdo de nitrogénio por estas bactérias pode ser suficiente para suprir trés vezes a
média atual da produtividade brasileira, desde que os demais nutrientes e agua nao
sejam fatores limitantes (FRANCO & DOBEREINER, 1994).

Herbaspirillum seropedicae, tem sido isolada de muitas gramineas, tais como
milho, sorgo, arroz, cana-de-aglucar e de varias plantas forrageiras crescidas no
Brasil (BALDANI et al., 1986), sendo isolada de outras plantas nao-leguminosas,
como o dendé, encontrada no interior de raizes e caules dessas plantas
(DOBEREINER et al., 1994; FERREIRA et al., 1995).

O género Azoarcus inclui as espécies A. indigens, A. communis, A. tolulyticus,
A. evansii e alguns poucos isolados que, por divergirem destas espécies, sao
chamados Azoarcus sp., tendo sido todos isolados de raizes de erva “k
allar” (Leptochloa fusca (L.) Kunth) crescidas em solos salinos do Paquistdo
(REINHOLD-HUREK et al., 1990; REINHOLD-HUREK et al., 1993; ANDERS et al.,

1995; ZHOU et al.,, 1995). Enzimas como celulases, exoglucanase e uma
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endoglucanase, sempre detectadas em Azoarcus, podem contribuir para 0 processo
de infeccdo deste endofito obrigatério dentro da planta (HUREK & REINHOLD-
HUREK, 1994; REINHOLD-HUREK et al., 1994).

1.3 BACTERIAS DIAZOTROFICAS SIMBIOTICAS

A capacidade de fixar N, simbioticamente € encontrada em varios grupos de
microrganismos e, em alguns casos, observa-se a formacdo de estruturas
diferenciadas em relagdo ao rizébio, durante a sua associacdo com leguminosas,
sendo observadas estruturas chamadas nédulos. Esses microrganismos séo
tipicamente habeis para invadir as raizes de plantas leguminosas de zonas
temperadas e tropicais, fazendo com que ocorra a formacao do nédulo, nos quais 0
rizobio estd normalmente envolvido na fixagdo do N, atmosférico dentro de uma
forma combinada (amdnia), que pode ser utilizado pela planta hospedeira.
Atualmente, sdo conhecidos cinco géneros de diazotroficos da familia Rhizobiaceae:
Azorhizobium, Bradyrhizobium, Rhizobium, Sinorhizobium, Mesorhizobium e
Allorhizobium (DREYFUS et al., 1988; DE LAJUDIE et al.,, 1994; MARTINEZ-
ROMERO & CABALLERO-MELLADO, 1996; JARVIS et al., 1997; LAJUDIE et al.,
1998).

Segundo FRANCO & DOBEREINER (1994), as leguminosas se prestam aos
mais diversos usos, sendo que a maioria das espécies de importancia econémica é
capaz de nodular e fixar N, atmosférico em condig6es minimas de nitrogénio. A taxa
de fixacao varia com a espécie, mas € geralmente limitada pelas condigdes abiodticas
do solo, como: a acidez do solo (WOLFF et al., 1991; ANYANGO et al., 1995), o tipo
de solo, textura e composicdo (HEIJNEN et al.,, 1993), temperatura e umidade
(WOLFF et al., 1991; HUNGRIA et al., 1993) e metais pesados (HIRSCH et al.,
1993). Entretanto, em condi¢Bes favoraveis, inoculando com o rizébio especifico,
corrigindo deficiéncias dos demais nutrientes e promovendo adequacéo abidtica da
espécie, altas taxas de fixacdo podem ser obtidas.

Os rizdbios podem ser isolados dos nédulos, mas nédo sdo facilmente
identificados quando isolados do solo (ELKAN & BUNN, 1992). Tradicionalmente, se

tem dividido os rizobios em grupos, de acordo com a velocidade de crescimento,
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como primeiro sugerido por LONIS & HANSEN (1921), os de crescimento rapido
(Rhizobium,  Azorhizobium e  Sinorhizobium), crescimento intermediario
(Mesorhizobium) e crescimento lento (Bradyrhizobium).

As bactérias pertencentes ao género Rhizobium s&o aerbbicas, gram-
negativas, moveis, temperatura 6tima de crescimento entre 25-30C e pH 6-7.
Algumas estirpes, porém, podem crescer em extremos de temperatura (4-42,5C) e
pH (4,5-9,5). Sdo quimiorganotroficas, utilizando uma série de carboidratos e sais de
acidos organicos como fontes de carbono, sem a formacéo de gas. Celulose e amido
nao sao utilizados. As espécies pertencentes a este género sdo R. leguminosarum
(JORDAN, 1984), R. galegae (LINDSTROM, 1989), R. tropici (MARTINEZ-ROMERO
et al., 1991), R. etli (SEGOVIA et al., 1993), R. gallicum e R. giardinii (AMARGER et
al., 1997) e R. hainanense (CHEN et al., 1997).

O género Bradyrhizobium possui caracteristicas semelhantes ao género
Rhizobium diferindo nos seguintes aspectos: a rea¢do que ocorre em meio contendo
sais minerais e manitol € alcalina e, algumas estirpes podem crescer
quimiolitotroficamente na presenca de H,, CO, e baixos niveis de O, (JORDAN,
1984). Arabinose tem sido a fonte de carbono preferida para muitas estirpes (ELKAN
& KUYKENDALL, 1981). Este género possui trés espécies: B. japonicum (JORDAN,
1982), B. elkanii (KUYKENDALL et al., 1992) e B. lianingense (XU et al., 1995),
todos nodulando Glycine. H& ocorréncia de nodulacdo em uma planta néo-
leguminosa denominada Parasponia, membro da familia Ulmaceae, com o género
Bradyrhizobium (TRINICK, 1979; TRINICK, 1989).

O género Azorhizobium compreende apenas uma espécie Azorhizobium
caulinodans, capaz de nodular a raiz e caule de Sesbania rostrata (DREYFUS &
DOMMERGUES, 1981). Ao contrario de Rhizobium e Bradyrhizobium, este género
ndo assimila agucares (exceto glicose). Pode fixar nitrogénio no estado de vida livre.
As células sdo gram-negativas, moveis e fixam nitrogénio atmosférico sob condicfes
microaerdbicas, requerendo acido nicotinico para esta fixacao.

O género Mesorhizobium possui estirpes gram-negativas, aerdbicas e méveis
(apresentam flagelo). Todas as espécies assimilam glicose, raminose e sacarose
metabolizando-os em produtos acidos. O pH ideal para crescimento esta entre 4,0 e
10,0 e temperatura entre 37°a 40° C. Até o present e momento foram descritas as
espécies M. loti (nodulando Lotus), M. huakuii (nodulando Astragalus sinicus), M.

ciceri e M. mediterraneum (nodulando Cicer arietinum), M. tianshanense (JARVIS et
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al., 1997; LINDSTROM, et al., 1995; YOUNG & HAUKKA, 1996), M. amorphi
(nodulando Amorpha sp.) (LINDSTROM et al., 1998) e M. plurifarium (nodulando
Cicer) (LINDSTROM et al., 1998).

No género Sinorhizobium as células usualmente contém granulos de poli-b-
hidroxibutirato, sdo gram-negativas, aerdbicas e moveis. A temperatura 6tima de
crescimento varia entre 25°e 30°C, mas muitas est irpes crescem a 35°C e outras a
10° C, o pH 6timo esta entre 6 e 8, porém algumas e stirpes crescem em pH 5 e
outras em pH 10,5. As bactérias sao quimiorganotroéficas, utilizando uma série de
carboidratos (mas nédo celulose e amido) e sais de acidos organicos como fonte de
carbono. Cloreto de aménio e nitrato ao invés de aminoacidos séo preferidos como
fonte de nitrogénio, mas algumas estirpes utilizam certos aminoacidos. O género
possui as seguintes espécies: S. meliloti (nodulando Medicago), S. fredii (Glycine),
S. saheli, Teranga (Acacia) (CHEN et al., 1988; DE LAJUDIE et al., 1994) e S.
medicae (nodulando Medicago polymorpha) (BRUNELL et al., 1998).

O novo género Allorhizobium esta representado pela espécie Allorhizobium
undicola, bactéria fixadora de nitrogénio capaz de formar ndédulos no caule de
Neptunia natans, uma leguminosa tropical de ocorréncia no Senegal (LAJUDIE et al.,
1998). Foi demonstrado que este grupo € fenotipicamente e filogeneticamente
separado das espécies descritas anteriormente, sendo o tdxon mais préximo,
Agrobacterium vitis, com 96,2% de homologia, deduzido pelo sequenciamento do
gene 16S rRNA. As células sdo gram-negativas, aerobicas e moveis,
quimiorganotréficas e utiliza uma série de acidos organicos e aminocidos como
fonte de carbono para crescimento.

Além dos rizébios, bactérias pertencentes ao género Frankia sp., também
fazem simbiose com diversas plantas. Essas bactérias sdo aerdbicas ou
microaerofilicas, gram-positivas, embora as células mais velhas podem ser gram
variavel, pertencendo a ordem Actinomicetales, uma ordem de bactérias
filamentosas, sendo a simbiose chamada de actinorriza. As principais plantas que
participam da simbiose com Frankia s&do do género Alnus, Casuarina e Elaeagnus.
Ha uma grande diversidade de plantas noduladas por Frankia incluindo mais de 200
espécies distribuidas em 24 géneros de oito familias (STACEY et al., 1992; KUSS-
DANELL, 1997). O processo de infeccdo por Frankia inicia como uma relagéao
simbidtica com a planta hospedeira podendo ser de dois tipos, infeccdo de raizes e

infeccdo via penetracdo intercelular, sendo estes modos analogos aos observados
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nos legumes simbiéticos (MILLER & BAKER, 1986; SPRENT, 1989). Ao contrario
dos nodulos dos legumes que sao limitados por oxigénio, nddulos actinorrizais
mostram maxima velocidade de fixacdo de nitrogénio em niveis atmosféricos de
oxigénio (GAUTHIER et al., 1981).

Outra simbiose de grande importancia € a que ocorre entre as cianobactéria e
varias plantas. Elas sao procariotos gram-negativos, que fazem fotossintese com
aspectos muito similares as plantas superiores. Possuem células especializadas em
fixar nitrogénio, os heterocistos, pois a cianobactéria faz na mesma célula a
fotossintese (processo oxigénico) e a fixacdo de nitrogénio (processo sensivel ao
oxigénio). No caso de simbiose entre cianobactérias e plantas podemos citar como
plantas hospedeiras as angiospermas (género Gunnera), gimnospermas
(Cycadaceae), pteridofitas (Azolla), bridfitas (género Anthoceros, Blasia, Cavicularia
e Sphagnum), sendo que a maior parte das associacdes € de espécies dos géneros
Nostoc e Anabaena. Além disso, fungos e algas formadoras dos liquens constituem
alguns exemplos de simbiose (género Collema, Peltigera, Leptogium, etc),
(SCHENK, 1992; SPRENT & SPRENT, 1990; STACEY et al., 1992).

1.4 GENES ENVOLVIDOS NA FIXACAO BIOLOGICA DE
NITROGENIO

A fixacdo biolégica de nitrogénio € um processo complexo que requer a
expressao de um conjunto de genes denominados genes nif (nitrogen fixation), os
quais codificam para proteinas envolvidas diretamente no processo de FBN. A
descoberta dos 20 genes envolvidos na FBN foi proveniente do estudo da genética
desse processo em Klebsiella pneumoniae. Nessa bactéria, os genes nif encontram-
se organizados em 7-9 operons, ocupando uma regiao de aproximadamente, 24 kb
entre genes shiA e hisD (STREICHER et al., 1972). Os genes nif codificam as
proteinas estruturais do complexo enzimatico denominado Nitrogenase,
caracterizado pela presenca de duas metalo-proteinas, a Fe-proteina (ou
componente Il) e a MoFe-proteina (ou componente 1). (ARNOLD et al., 1988).

A construcdo de mutantes nif de Klebsiella pneumoniae permitiu identificar o

produto e a funcéo de diversos genes nif, sendo que dos 20 genes envolvidos, 14
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tém sido encontrados na maioria das bactérias diazotroficas estudadas. Tem sido
observado que independente do grupo filogenético, bactérias gram positivas ou
negativas, todos os organismos do dominio bactéria apresentam os mesmos genes
envolvidos com a FBN, sugerindo uma origem comum ou a ocorréncia de
transferéncia génica horizontal (LUDDEN, 1993).

A reacdo de fixacdo do nitrogénio caracteriza-se pela reducdo do N, a NHs.
Portanto, para que a reacdo ocorra, € necessario que haja um transporte de
elétrons, mediado por moléculas aptas a realiza-lo (Tabela 1). A enzima nitrogenase
¢ formada por duas unidades protéicas, a Ferro-proteina (Fe-proteina) e a
Molibdénio-Ferro-proteina (MoFe-proteina), ambas capazes de transportar elétrons.
Durante a reacdo de reducdo do N2, a nitrogenase é auxiliada por uma terceira

molécula transportadora de elétrons, a ferridoxina (Figura 1).

Tabela 1 — Produtos codificados pelos genes  nif envolvidos com a nitrogenase

e suas funcdes na Fixacao Bioldgica de Nitrégenio

Gene Produto Funcéo
_ Codifica para a Fe-proteina ou Transferéncia de elétrons para a MoFe-proteina,
i componente Il da nitrogenase participa da biossintese e inser¢cdo do FeMo-Co.
Cadifica para a subunidade a2b? Reducéo do N2 a NH4+, quando associada com
nifDK da MoFe-proteina ou componente |  Fe-proteina.

da nitrogenase.

Fonte: Adaptado de LUDDEN (1993)

O modelo proposto para a evolucdo da reacdo pode ser entendido do

seguinte modo:

» aferridoxina, na sua forma reduzida, transfere um elétron para a unidade Fe-
proteina da nitrogenase;

» a Fe-proteina, entéo reduzida, doa o elétron recebido para a MoFe-proteina;

* a MoFe-proteina acumula os elétrons. Apods 8 transferéncias, essa unidade
terd acumulado 8 elétrons e, entdo, fara a reducdo do N, a NHj;

e para cada elétron transferido da Fe-proteina para a MoFe-proteina sao
consumidos 2 ATPs;

e para reduzir uma molécula de N, sdo necessarios 8 elétrons e, portanto, 16
ATPs.
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Como conseqiéncia da reacao de fixagdo, para cada molécula de N fixada &
produzida uma molécula de H,. A producéo do H, durante o processo € inevitavel e
acaba por consumir parte dos elétrons que poderia ser utilizada na fixacdo de No.

O H,, devido a sua natureza gasosa, € perdido para a atmosfera. No entanto,
determinados organismos fixadores possuem uma enzima, a hidrogenase, que oxida
0 H, antes que ele seja perdido, formando H,O e ATP. O ATP gerado pode ser
utilizado para a fixacdo de nitrogénio. Logo, as bactérias portadoras da hidrogenase
sdo menos prejudicadas e, até mesmo, mais eficientes na fixacdo do nitrogénio
porque possuem uma fonte adicional de ATP (MORGANTE, 1997).

16 ATE

Fe-proteina | WoFe-proteina

16 ADP + 16 Fi

[ Unidades protéicas
da nitrogenase
fed - ferridoxina
red - formma reduzida
o0x - forma oxidada

Figura 1: Modelo da reacao de fixacdo do nitrogénio
mediada pela enzima nitrogenase (MORGANTE, 1997).

1.5 A IMPORTANCIA DA FILOGENIA NO ESTUDO DA
DIVERSIDADE

Os estudos taxonémicos e filogenéticos sdo necesséarios para estruturar a
biodiversidade de bactérias, facilitando a comunicag&o entre os cientistas, buscando
um maior entendimento da biologia e evolucdo, com importantes aplicacfes praticas,
estabelecendo uma histéria evolucionaria de organismos e genes, cujo
entendimento € um pré-requisito para estudos ecologicos e de genética de
populacoes.

A identificacdo correta de um microrganismo de acordo com suas correlacdes
filogenéticas ajuda a predizer propriedades genotipicas e fenotipicas esperadas para

cada espécie. Em termos de microbiologia, durante muito tempo foi dada pouca
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importancia aos estudos taxondmicos, em vista das grandes dificuldades de
classificacdo impostas pelos métodos tradicionais baseados essencialmente em
caracteristicas fenotipicas, tanto morfolégicas como fisiologicas. A aplicabilidade
destes estudos na avaliacdo da biodiversidade de diferentes grupos de
microrganismos (BULL et al., 1992), além de permitir um levantamento preliminar da
diversidade presente no ambiente em estudo, fornecem dados sobre caracteristicas
fisioloégicas que podem ser correlacionados com determinados fatores ambientais. O
advento dos meétodos moleculares baseados no estudo do genoma bacteriano
constituiu-se, em uma fonte abundante de dados, reproduziveis facilmente e
passiveis de serem gerados sem a interferéncia de problemas técnicos importantes
como condi¢cdes de cultivo, estado fisiolégico e outros fatores que, muitas vezes,
mascaram os dados fenotipicos.

Vale a pena ressaltar a sugestdo colocada por VANDAMME & LUDWIG
(1994, citados por VANDAMME et al.,, 1996), de se escolher grupos de isolados
semelhantes e ndo apenas uma estirpe referéncia, nos estudos filogenéticos, de
modo a obter arvores filogenéticas mais confiaveis. Os autores destacam que €
importante n&o restringir a analise aos taxons mais proximamente relacionados, mas
incluir grupos de organismos aparentemente néo relacionados. Estes procedimentos
diminuem o efeito de pequenas diferencas caracteristicas de estirpe e ndo da
espécie.

O presente trabalho destaca as bactérias fixadoras de nitrogénio no solo,
cujas populagbes séo altamente influenciadas pela rizosfera das plantas, sendo o
rizébio considerado o grupo mais importante na agricultura tropical pela sua
associacdo com as leguminosas. Esta simbiose € responsavel por uma substancial
parte, talvez a maior, do fluxo global de nitrogénio atmosférico fixado nas formas de
amonia, nitrato e compostos organicos (KAHINDI et al., 1997).

Ha uma grande diversidade de bactérias capazes de formar simbioses com as
diferentes leguminosas sendo que, até o momento, encontram-se distribuidas
organizadas em ramos filogenéticos principais: 0s géneros Bradyrhizobium,
Azorhizobium, e os chamados rizobios de crescimento rapido. Estes atualmente
encontram-se divididos em trés géneros: Rhizobium, Mesorhizobium e
Sinorhizobium (YOUNG & HAUKKA, 1996; LINDSTROM et al., 1998). Os padrdes
filogenéticos envolvendo a similaridade e as homologias destes grupos serao

descritas ao longo do texto.
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1.6 USO DA SEQUENCIA 16S rRNA COMO MARCADOR
MOLECULAR PARA INFERIR FILOGENIA

A complexidade morfolégica e a existéncia de dados fésseis de animais e
plantas permitram o estabelecimento de um sistema de classificacdo destes
organismos. Entretanto, a morfologia e fisiologia bacteriana e muitas outras
propriedades ndo s&o informativas o suficiente para serem utilizadas como
marcadores filogenéticos e geralmente acabam agrupando organismos que Sao
essencialmente diferentes (PACE, 1997).

As seqiéncias de rRNAs ocupam uma posi¢éo central no estudo da evolugao
e ecologia dos microrganismos. O método original consiste na extracdo de rRNA de
culturas puras seguido por analises comparativas realizadas com o uso dos
catalogos de oligonucleotideos de 16S rRNA (FOX, PECKMAN & WOESE, 1977).
Atualmente, analises comparativas da estrutura primaria dos genes de rRNA
transformaram a taxonomia microbiana de um simples sistema de identificacdo para
um sistema estruturado de sistematica baseado na histéria evolutiva dos organismos
(OLSEN, WOESE & OVERBEEK, 1994). PACE et al. (1986) foram os primeiros
autores a sugerirem o uso do gene 16S rDNA como um marcador molecular para o
estudo de populagbes microbianas em amostras do ambiente, independente do seu
cultivo.

Andlises de macromoléculas envolvidas no processamento da informacao
contida nos acidos nucléicos (replicacdo do DNA, transcricdo, e traducao)
geralmente produzem uma arvore filogenética apresentando a topologia dividida nos
trés dominios (Bacteria, Archaea e Eucarya). Por outro lado, analises filogenéticas
baseadas em genes metabdlicos ou regulatérios ndo atingem o mesmo resultado
(DOOLITTLE, 1999). Além disso, os RNA ribossdbmicos e outros genes centrais
envolvidos na transferéncia de informacfes, aparentemente ndo sofreram uma
extensa transferéncia lateral, produzindo a mais coerente linha para entender e inter-
relacionar os principais ramos evolutivos da arvore da vida (OCHMAN et al. 2000)

As sequéncias de 16S rDNA se tornaram padrdao na determinacdo de
relaces filogenéticas, na avaliacdo da diversidade em amostras ambientais e na
deteccdo e quantificacdo de populacdes especificas (HEAD et al. 1998). A escolha

do 16S rDNA decorreu do fato dele apresentar as caracteristicas tipicas a um
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marcador molecular ideal: possui uma distribuicdo universal, estrutura e funcao
conservadas entre os taxa e um tamanho grande o suficiente que permita o
estabelecimento de divergéncias na sequéncia. Além disso, sua estrutura primaria
possui uma alternancia entre regides mais e menos conservadas permitindo a
investigacdo de um amplo espectro de filogenias, desde o nivel de dominio até o
nivel de espécie (LUDWIG & SCHLEIFER, 1994). Por fim, o grande numero de
sequéncias de 16S rDNA disponiveis atualmente(=190 mil seqiiéncias segundo o
Ribosomal Database Project-1l rdp.cme.msu.edu), favorece ainda mais o uso desse
gene como marcador molecular filogenético por permitir uma vasta gama de
comparacoes.

O aperfeicoamento dos métodos de extracdo de DNA de amostras
ambientais, PCR, clonagem e sequenciamento permitiu a exploragdo dos mais
variados tipos de ambientes e o desenvolvimento de diversos trabalhos e analises
baseados no 16S rDNA. Por exemplo, ambientes antes considerados pobres em
vida, desde os abismos hipersalinos do Mar Mediterraneo (VAN DER WIELEN et al.,
2005) até as fontes hidrotermais do parque de Yellowstone nos EUA
(HUGENHOLTZ et al.,, 1998a), demonstraram possuir uma ampla variedade de
organismos procarioticos.

O 16S rRNA é uma das moléculas que compde, juntamente com outras 21
proteinas, a subunidade menor do ribossomo nos dominios Archaea e Bacteria. Sua
estrutura secundaria (Figura 2) possui pareamentos diferentes do proposto por
Watson-Crick (A-U e C-G) e vaérias alcas oriundas do pareamento intracadeia que
sdo numeradas a partir da extremidade 5' da molécula (WOESE et al., 1983). O
namero total de alcas e a sua localizacdo s&o caracteristicas usadas para separar
grupos filogenéticos (DAMS et al., 1988). O 16S rRNA possui também 9 regides
variaveis, alternadas com regiées conservadas, denominadas de V1 a V9. Estas
regides podem, juntamente com as regides das hélices, serem utilizadas para
determinacdo de filogenia (WOESE et al., 1983 e DAMS et al., 1988). Areas
variaveis podem ser usadas para estudar as relacbes evolutivas entre dois
organismos muito préximos. Ja as areas conservadas podem ser usadas para
revelar relagdes antigas entre duas moléculas.

Baseado no modelo da estrutura secundaria do 16S rRNA de E. coli, VAN
DER PEER et al. (1996) determinaram um mapa de substituicdo para cada base

nitrogenada da molécula. A variabilidade de cada sitio nucleotidico é definida como
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sua taxa evolutiva relativa a média da taxa evolutiva de todos os sitios nucleotidicos
da molécula. Assim os autores demonstraram que 0s sitios mais varidveis possuem
uma taxa de substituicdo até sete mil vezes maior do que aqueles com a menor taxa
de substituicho e também que existem bases em certas posicdes que s&o

absolutamente conservadas entre diferentes grupos bacterianos.

TTE

Fal1-2

V2

Figura 2 - Modelo da estrutura secundaria do 16s e 18s rRNA. As alcas séo
numeradas de acordo com a ocorréncia a partir da extremidade 5. Algas
caracterizadas apenas por numeros sao caracteristicas de procariotos e eucariotos.
Alcas cujo numero é precedido por ‘P’ sdo exclusivas de procariotos. Alcas que
apresentam numeros hifenados representam bifurcacdes de uma alca principal. As
linhas mais escuras representam regiées mais conservadas e as linhas mais finas
representam regides variaveis (V1 a V9). Procariotos ndo possuem V4. Hélices em
linha pontilhada sdo raras. A sequéncia do 16S rRNA dominio Archaea segue o
mesmo padrdes geral de Bacteria com excecdo da alca 35 que ndo é ramificada,
sendo esta uma caracteristica do dominio Eukaria (Modelo reproduzido a partir de
DAMS et al., 1988)
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1.7 TRANSFERENCIA GENICA HORIZONTAL

A transferéncia génica € definida como a transferéncia de material genético
de um organismo para outro, podendo ocorrer de duas maneiras: vertical e
horizontal. A transferéncia vertical é a transferéncia de DNA por descendéncia, isto
e, dos parentais para seus descendentes por heranca, sendo um processo que
envolve reproducdo sexuada. A transferéncia génica horizontal (TGH), também
chamada de lateral, € a troca de material genético entre células ou genomas de
espécies nado relacionadas, sendo que esse DNA deve ser incorporado de maneira
estavel na célula receptora (BROWN, 2003).

A TGH em procariotos pode ocorrer mediante 3 mecanismos: a transducao, a
conjugacao e a transformacéo. A transducao refere-se a transferéncia de DNA de
uma célula para outra mediada por um virus. Neste aspecto, sabe-se que durante o
ciclo de infeccdo de um bacteridfago, este pode adquirir um segmento de DNA da
célula infectada e quando esse fago infectar uma segunda célula, este DNA
heterdlogo podera ser introduzido no genoma da célula receptora (BROWN, 2003).

Ja a conjugacao € a transferéncia direta entre células, e ocorre principalmente
entre bactérias, visto que estes procariontes apresentam o aparato necessario para
a conjugacao, na qual uma célula doadora, com genes F, passa parte ou todo o seu
plasmidio, ou ainda parte do DNA cromossdmico para a célula receptora (BROWN,
2003).

O terceiro meio pelo qual a TGH pode ocorrer € a transformacéo, a qual
envolve a aquisicdo de um DNA livre no ambiente por uma célula e a expresséo
desse gene na célula receptora. O DNA livre ou elemento genético mével deve ser
adquirido pela célula e integrado ao genoma de maneira estavel para que a célula
tenha sido efetivamente transformada (BROWN, 2003).

A transformacéo genética € o processo pelo qual a transferéncia de genes
entre espécies de reinos diferentes torna-se possivel. Esse fato se ocorrer, deve ser
nos pontos de maior interacdo entre essas espécies, onde a aquisicdo de novos
genes proporcione a espécie receptora uma maior taxa metabdlica e, portanto. mais
propensos a apresentarem o estado de competéncia, isto €, aptas a adquirirem DNA
exégeno. Dessa forma, tais locais devem ser 0s principais sitios para a ocorréncia
de transferéncia horizontal (BROWN, 2003).
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Entretanto em microrganismos, para que ocorra a transferéncia horizontal via
transformacao natural, certas condicbes devem ser preenchidas, visto que para iSso
a) deve ocorrer liberacdo do DNA da célula doadora no ambiente e este deve se
manter disponivel para a transformacdo natural. Essa liberacdo de DNA pode
ocorrer no momento de lise celular por ataque de um patégeno, ou por degradacao
de material vegetal no solo. Neste caso a molécula de DNA pode ser degradada por
nucleases ou ser adsorvida as particulas de argila, onde estara protegida do ataque
de nucleases (DEMANECHE et al., 2001); b) deve existir procariotos no local em
estado de competéncia para receber DNA do meio externo. Esta € uma
caracteristica de cada espécie, mas pode ser atingida, em fase de falta de nutrientes
ou na presenca de excesso de nutrientes, conforme a espécie. Esta competéncia
procariotica no ambiente tem sido observada em uma frequéncia reduzida quando
em solos ndo esterilizados, sendo nestes casos muito dificil a deteccao de espécies
transformadas (SMALLA et al., 2000); c) deve ocorrer entrada do DNA no interior da
célula receptora. A entrada de quantidades altas de DNA, fita simples de DNA ou se
a espécie apresentar um sistema ineficiente de restricdo pode levar a uma maior
frequéncia de transformacédo; d) deve ocorrer integracdo do gene heter6logo no
genoma da célula receptora. Neste caso, quanto maior a similaridade entre os dois
DNAs, maior a possibilidade de ocorrer esta integracao.

A expressao de novos genes incorporados podera resultar em efeitos para a
célula receptora, e por consequéncia a populacdo e a comunidade. Entretanto, o
efeito do gene inserido pode ser benéfico ou maléfico a espécie e nesse sentido a
espécie transformada somente sera mantida no ambiente se a presenca do gene |lhe
conferir uma vantagem adaptativa. Para que haja a efetivacédo da integracdo do DNA
exdgeno na célula receptora, dois mecanismos que propiciam essa integracdo séo
conhecidos: a recombinacdo sitio-especifica e a recombinacdo homdloga. A
recombinacdo sitio-especifica ndo precisa de sequéncias homodlogas para ocorrer,
pois pode haver um local especifico que é reconhecido por enzimas que clivam o
local e insere 0 DNA no genoma da célula receptora. Porém, o mecanismo mais
comum € a recombinacdo homdloga, a qual necessita de sequéncias homédlogas
flanqueando o DNA adquirido e o0 DNA do cromossomo da célula receptora. Ha
ainda a possibilidade de estabilizacdo sem integracdo do gene heterodlogo, para isso,
o DNA devera ser recircularizado e possuir uma seqiéncia de origem de replicacéo

(ORI) para que possa se duplicar no interior da célula receptora (BUSHMAN, 2003).
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Diversos genomas de procariotos ja foram completamente seqlenciados,
mostrando que partes dos genes presentes nestes microrganismos foram adquiridas
via TGH. A grande adaptabilidade de procariotos aos diferentes nichos tem sido
associada a sua capacidade de trocar genes por esses mecanismos especificos.
Neste aspecto, a transferéncia de genes entre espécies filogeneticamente distantes
é limitada por uma combinacdo de barreiras fisicas, quimicas e bioldgicas
resultantes de uma incompatibilidade genética, observando-se que em alguns casos,
genes presentes no genoma de bactérias do solo vieram provavelmente de plantas
(DOOLITTLE, 1998), mostrando que esta transferéncia pode estar relacionada a
processos evolutivos, sendo uma fonte geradora de variabilidade genética em
espécies microbianas.

Assim sendo, embora em Rickettsia prowazekii, a estimativa para genes
provindos de eventos de transferéncia horizontal seja de 0%, em Synechocystis
PCC6803 esta estimativa é de 16,6 %, sugerindo que parte do genoma deste
microrganismo seja constituido por genes heterdlogos. Em E. coli, esse valor
também é expressivo, visto que aproximadamente 12,8% do genoma desta bactéria
seja proveniente de espécies nao associadas filogeneticamente. Ha4 de se
considerar que esse método pode subestimar a taxa de eventos de TGH, pois
sequéncias adquiridas de organismos muito préximos, com composi¢cdo de bases e
cédons semelhantes, além de eventos muito antigos de transferéncias génicas
podem néo ter sido detectados (OCHMAN et. al., 2000). Estes resultados mostram
que eventos de transferéncia horizontal ndo sao raros entre genomas bacterianos
fazendo parte do processo evolutivo de varias espécies, mas que a sua detecgéo
pode ser dificil, sendo, portanto a sua ocorréncia subestimada em estudos.

Existem evidéncias de que eventos de TGH podem ocorrer entre dominios
diferentes. Por exemplo, em Caenorhabditis elegans, dos 19.000 provaveis genes,
185 séo putativos para aquisicdo via eventos de transferéncia horizontal com
genomas bacterianos. No ser humano, dos 37.000 genes, 223 teriam vindo de
procariotos por transferéncia horizontal (SALZBERG et al., 2001). Assim, a TGH é
um processo que ocorre in natura, sendo dessa forma um importante mecanismo
gerador de variabilidade genética, a qual pode resultar, por meio da acdo da selecéo

natural, em mudancas evolutivas.
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1.8 TRANSFERENCIA HORIZONTAL ENTRE
MICRORGANISMOS

Embora as barreiras sejam grandes, ha recentes estudos que mostram que a
transferéncia de DNA entre microrganismos é potencialmente possivel. Estudos
mais recentes estao utilizando os perfis moleculares da comunidade para avaliar os
efeitos sobre as diferentes populacées microbianas. Ha trabalhos que testam a
transferéncia para bactérias do solo, como a bactéria do solo Acinetobacter spp. a
qual faz parte de um grupo de bactérias conhecidas por desenvolver naturalmente o
estado de competéncia, apresentando altas taxas de transformac&o in vitro, por isso
mesmo, a ocorréncia de TGH tem sido estudada em bactérias deste género,
especialmente A. calcoaceticus.

As possiveis causas para uma baixa frequéncia de transformacéo poderia ser
a auséncia de padrées homdlogos entre 0 gene e o genoma da espécie receptora,
dificultando a possibilidade de recombinacdo homologa, bem como a auséncia de
sequéncias de origem de duplicagdo, a qual permitiria a estabilidade de um DNA
recircularizado para posterior duplicacdo autbnoma (NIELSEN et. al., 1997).

Em outro experimento, células lisadas de Pseudomonas, Burkholderia e
Acinetobacter foram utilizadas para transformar células de Acinetobacter. Houve
transformacao nessas condi¢des, mostrando que as células lisadas nao interferiram
no processo de transformacgdo, podendo até mesmo auxiliar na conservagcédo do
DNA. Além disso, foi confirmado que Acinetobacter possui aparato para receber
DNA de outras bactérias do solo, evidenciando como um gene introduzido em uma
espécie pode se espalhar para outras espécies bacterianas (NIELSEN et. al., 2000).

Contudo, mais estudos sobre os fatores que influenciam o estado de
competéncia no ambiente, a diversidade de espécies transformaveis e outros fatores
necessitam ser explorados para um melhor entendimento deste mecanismo em

condicbes ambientais.
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2. OBJETIVOS

Avaliar in silico as relagbes de ancestralidade das diferentes linhagens
de diazotréficos portadores de genes nifKDH envolvidos na Fixagédo
Biol6gica de Nitrogénio;

Avaliar in silico a filogenia de bactérias diazotréficas baseada na
sequéncia do gene 16S rRNA e dos genes nifKDH envolvidos com a

Fixac&o Biologica de Nitrogénio;

Avaliar a ocorréncia de transferéncia horizontal de genes nifKDH
envolvidos com a Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio entre espécies do

dominio Bacteria.
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3. MATERIAIS E METODO

3.1 SEQUENCIAS E ESPECIES ANALISADAS

Por meio de busca e coleta de sequéncias e informac¢des no banco de dados
do GenBank e posterior identificagdo dos tdxons utilizando-se 0 manual Bergey’s
(WILLIAMS E WILKINS, 1984) e AlgaeBase (http://www.algaebase.org/) para a

taxonomia de cianobactérias (Tabelas 2, 3 e 4) foram obtidas seqiéncias de

diazotréficos principalmente bactérias da classe Alphaproteobacteria, incluindo os
géneros Azorhizobium, Bradyrhizobium, Mezorhizobium, Shinorhizobium e
Rhizobium, além de organismos fototroficos e metanotroficos, tornando esse grupo
de organismos bastante variavel. J& em bactérias das classes Betaproteobacteria e
Gamaproteobacteria, estdo classificadas numa minoria de bactérias diazotropicas
até entdo descritas. A classe Deltaproteobacteria possiu, em sua maioria, bactérias
anaerodbicas obrigatérias redutoras de enxofre, incluindo espécies de Desulfovibrio e

Desulfobacter.

3.2 ANALISE DE DADOS

As sequéncias dos genes nif e 16S rRNA foram obtidas a partir do GenBank,
por meio do National Center for Biotechnology Information

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), alinhadas com o programa CLUSTAL X

(THOMPSON et al.,1997), disponivel na internet para todos o0s sistemas
operacionais.

Foram definidos os parametros para o alinhamento mdultiplo, de acordo com
os valores sugeridos por HALL (2001). Como ponto de partida os valores sado os
seguintes: “Delay divergent sequences’= 30%, “Gap Opening’= 15.00 e “Gap
Extension”= 0.30. A utilizacdo de tais parametros deve-se ao fato de que seqiéncias
muito divergentes séo dificeis de serem analisadas. Portanto, o programa adia o
alinhamento destas até que as seqiéncias mais semelhantes tenham sido

alinhadas. O valor de 30% para “Delay divergent sequences” significa que
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sequéncias com diferencas dessa ordem de grandeza serdo adicionada
posteriormente ao alinhamento.

ApoOs a execucdo do alinhamento multiplo as sequéncias foram editadas no
BioEdit (HALL, 1999), para inspecao visual do alinhamento em busca de possiveis
erros, que devem ser corrigidos manualmente, assim como para codificacdo de
insercdes e delecdes. Posteriormente, arvores filogenéticas foram construidas pela
metodologia da sistematica filogenética por meio do Principio da Parcimbnia
utilizando-se do programa PAUP 4.0 (Phylogenetic Analysis Using Parsimony and
other methods), versdo beta 10 (SWOFFORD, 2001). A andlise aleatdria das
sequéncias foi a escolhida utlizando o algoritmo "hsearch” ("random additive
sequence™) com um numero de 1000 réplicas.

O Principio da Parcimdnia é um método baseado na comparacao, procurando
determinar o grau de ancestralidade entre duas ou mais sequéncias, ou a homologia
entre fragmentos destas sequéncias. No caso de mais de duas sequéncias o
processo € denominado alinhamento multiplo. Neste processo, espacos (gaps) sao
introduzidos entre os mondmeros de uma ou mais sequéncias a fim de obter o
melhor alinhamento possivel. A qualidade de um alinhamento é determinada pela
soma dos pontos obtidos por cada unidade pareada (match) menos as penalidades
pela introducdo de gaps e posi¢cdes nao pareadas (mismatch).

Para a realizacao das inferéncias a respeito das relacées de parentesco entre
organismos fixadores de nitrogénio, tomando como base sequéncias de
nucleotideos dos genes nif em questdo, o primeiro passo foi identificar sequéncias
de interesse que apresentassem ancestralidade comum, ou seja, que fossem
homologas. Para isto, estas sequéncias foram escolhidas nos grandes bancos de
dados disponiveis na rede. Neste momento, € importante ressaltar que, nesta
reconstrucdo filogenética, a escolha de sequéncias homdlogas foi fundamental,
colaborando na geracdo das arvores, pois s6 assim pode-se ter a certeza de que
estdvamos comparando um mesmo marcador que apresentasse ancestralidade
entre 0s varios organismos a partir de uma origem comum. Ao contrario, caso tal
critério ndo fosse utilizado, ou seja, a ndo comparacgao de caracteres homologos, iria
possivelmente incidir no erro de considerar similaridades sem origem comum e,
portanto, com historias evolutivas diferentes. Para a avalicdo destas escolhas, foram
incluidas nas andlises, sequéncias de grupos externos, que funcionam como

controles no processo de reconstrucao de parentescos.



Tabela 2 — Classificacdo dos tdxons contendo o gene

nifH (parte 1)

Espécie N° Acesso Filo Classe Ordem Familia
Frankia sp. AJ545037 Actinobacteria  Actinobacteridae Actinomycetales Frankiaceae
D. nigrificans AY221823
D. orientis AF227925
C. pasteurianum X07473 Clostridiaceae
H. daurensis AB191046
H. baculata AB191045
H. gestii AB126254 Heliobacteriaceae
H. modesticaldum AB191043
H. mobilis AB191044
P. forsythia DQ349124
P. zanthoxylum DQ364794
P. sabina DQ349129
P. wynnii AJ867243 Paenibacillaceae
P. polymyxa AJ223997
P. macerans AJ223993
P. durus AY221826
B. cereus AY373369 i
B. megaterium AY373365 Bacillaceae
Pantoea agglomerans AB270758
Enterobacter cloacae AB270754
Klebsiella pneumoniae AB270756 Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae
Klebsiella variicola AY367394
Raoultella terrigena AY367396
Halomonas maura AY827547 Oceanospirillales Halomonadaceae




Tabela 2 — Classificacdo dos tdxons contendo o gene

nifH (parte Il)

. capsulatus

M. tundripaludum
Methylobacter luteus
M. pushchinense
Methylobacter bovis
H. halophila

M. purpuratum

A. chroococcum

A. macrocytogenes
Pseudomonas stutzeri
Azomonas agilis
Vibrio diazotrophicus
Mesorhizobium loti

M. amorphae

M. plurifarium

M. tianshanense

M. mediterraneum
Mesorhizobium ciceri
Mesorhizobium huakuii
Phyllobacterium sp.

Rhizobium tropici
Rhizobium
mongolense

Rhizobium huautlense
Rhizobium hainanense
Rhizobium gallicum
Rhizobium etli

R. daejeonense

R. leguminosarum

AM110701
AY937260

AJ563957
DQ002938
AF484678
DQ660368
AF059649
X03916

AY644349
AF117978

AF216883
AY221828
AF484647
EF153401
AY688618
DQ407288
AJ457917

AY601521
EF153402
AJ968689

DQ413021

AY929539
AY688616
AY934876
DQ413017
DQ413020
AY428644
EF165529

Proteobacteria

Gammaproteobacteria Methylococcales

Methylococcales

Methylococcaceae

Methylococcaceae

Ectothiorhodospiraceae

Alphaproteobacteria

Chromatiales .
Chromatiaceae
Pseudomonadales Pseudomonadaceae
Vibrionales Vibrionaceae
Phyllobacteriaceae
Phyllobacteriaceae
Rhizobiales

Rhizobiaceae




Tabela 2 — Classificacdo dos tdxons contendo o gene

nifH (parte Il1)

Rhizobium lusitanum
Ensifer mexicanum
Sinorhizobium fredii

S. xinjiangense
Sinorhizobium terangae
Sinorhizobium saheli
Sinorhizobium meliloti
Sinorhizobium medicae
S. kostiense

S. kummerowiae
Bradyrhizobium elkanii
B. japonicum

B. yuanmingense

B. canariense

B. liaoningense

B. genosp.

M. nodulans
Methylosinus sporium
Methylocella palustris
Methylocella silvestris
Methylocella tundrae
M. acidiphila
Beijerinckia derxii
Beijerinckia mobilis
Beijerinckia indica
Starkeya sp.

A. caulinodans

P. oryzae

AY 943644
DQ411942
DQ485715
DQ411933
DQ411935
795221
EF070145
DQ411932
DQ411934
DQ411931
EF153399
EF153398
EF153397
AY386782
AF484637
AY386781
AY312969
AJ563956
AM110716
AM110717
AJ563945
AM110721
AJ563941
AJ563937
AJ563939
AJ968690
AM110711
AB182914

Proteobacteria Alphaproteobacteria

Rhizobiaceae

Bradyrhizobiaceae
Rhizobiales

Methylobacteriaceae

Methylocystaceae

Beijerinckiaceae

Xanthobacteraceae

unclassified




Tabela 2 — Classificacdo dos tdxons contendo o gene

nifH (parte 1V)

M. echinoides
Methylocystis rosea
M. trichosporium

R. capsulatus

R. sulfidophilum
Rhodovulum strictum
Azospirillum lipoferum
Azospirillum oryzae
Azospirillum brasilense
M. gryphiswaldense
T. siberiense
Phaeospirillum fulvum
A. nitrogenifigens

N. nitrogenifigens

S. azotifigens
Azospira oryzae
Azovibrio restrictus
Azoarcus tolulyticus
Azoarcus indigens
Azoarcus communis
Zoogloea oryzae
Azonexus fungiphilus
Alcaligenes faecalis
Azohydromonas lata
Derxia gummosa

A. australica
Burkholderia fungorum
Burkholderia cepacia

AM110703
DQ010107
AJ563954
X63352
AB079630
AB079629
DQ787332
u97115
X51500
DQ482050
DQ482049
DQ482051
AY952470
DQ660368
AB217474
AB185395
u97119
u97122
u97118
u97116
AB201046
DQ029204
X96609
AB201627
AB188123
AB188121
AM110722
AM110713

Proteobacteria

Alphaproteobacteria

Rhizobiales

Methylocystaceae

Rhodobacterales

Rhodobacteraceae

Rhodospirillales

Rhodospirillaceae

Acetobacteraceae

Sphingomonadales Sphingomonadaceae

Bataproteobacteria

Rhodocyclales

Rhodocyclaceae

Burkholderiales

Alcaligenaceae

Burkholderiaceae




Tabela 2 — Classificacdo dos taxons contendo o gene nifH (parte V)

B. vietnamiensis

B. phymatum
Ralstonia taiwanensis
H. seropedicae

P. saccharophila
Delftia tsuruhatensis
Rubrivivax gelatinosus

AM110718
DQ890024
AY300795
754207
AB188120
AY544164
AB188119

Proteobacteria

Bataproteobacteria

Burkholderiales

Burkholderiales

Oxalobacteraceae

Comamonadaceae

unclassified




Tabela 3 - Classificagdo dos taxons contendo o gene

nifD (parte 1)

Espécie N° Acesso Filo Classe Ordem Familia

Frankia alni L41344 Actinobacteria  Actinobacteridae Actinomycetales Frankiaceae
P. massiliensis AY912109 Bacilli Bacillales Paenibacillaceae
C. cellulolyticum X60727 Clostridiaceae
Clostridium beijerinckii AY649324
Heliobacterium gestii AB191042
Heliobacterium chlorum AB196525 Firmicutes
H. modesticaldum AB191043 Heliobacteriaceae
Heliorestis daurensis AB191046
Heliorestis baculata AB191045
Heliobacillus mobilis AB191044
Klebsiella pneumoniae Y00316 Enterobacteriales Enterobacteriaceae
H. halophila AB189641 Chromatiales Ectothiorhodospiraceae
P. azotifigens AB189453

, . . Pseudomonadales = Pseudomonadaceae
Azotobacter vinelandii X06886 Gammaproteobacteria
Methylobacter luteus AJ608698

Methylococcales Methylococcaceae
M. capsulatus AJ608696
A. ferrooxidans M15238 . Acidithiobacillales Acidithiobacillaceae
Proteobacteria

Burkholderia tuberum AJ302315 Burkholderiaceae
Burkholderia tropica AY561844 Burkholderiaceae
H. seropedicae 254207 Betaproteobacteria Burkholderiales Oxalobacteraceae
Alcaligenes faecalis X95565 Alcaligenaceae
G. diazotrophicus AF030414
G. johannae AY624582 Acetobacteraceae
G. azotocaptans AY624581 Alphaproteobacteria Rhodospirillales
Azospirillum brasilense M64344

A. doebereinerae

AJ238568

Rhodospirillaceae




Tabela 3 - Classificacdo dos taxons contendo o gene

nifD (parte Il)

Rhodobacter capsulatus
Mesorhizobium ciceri

Methylosinus sporium
M. trichosporium
Methylocystis echinoides
Roseomonas gilardii

R. genomospecies
Roseomonas fauriae
Bradyrhizobium elkanii
B. japonicum

B. canariense

B. liaoningense

R. leguminosarum
Rhizobium etli
Sinorhizobium meliloti
Sinorhizobium medicae
Beijerinckia indica
Beijerinckia derxii
Beijerinckia mobilis
Methylocella palustris
Methylocella tundrae
Methylocella silvestris
Methylocapsa acidiphila
Geobacter psychrophilus
Geobacter bemidjiensis
G. metallireducens
Geobacter pelophilus

M15270
AY626911

AJ608700
AJ608701
AJ608699
AY423872
AY423871
AY423870
AF484265
AF484260
DQ644553
AF484263
EF165535
L13617

AE007235
AJ584676
AJ608689
AJ608688
AJ608687
AJ608693
AJ608695
AJ608692
AJ608691
AY795909
AY186944
AY549997
AY549995

Proteobacteria

Rhodobacterales Rhodobacteraceae
Phyllobacteriaceae
Methylocystaceae
Methylobacteriaceae
' Bradyrhizobiaceae
Alphaproteobacteria Rhizobiales

Rhizobiaceae

Beijerinckiaceae

Beijerinckiaceae

Desulfuromonadales

Deltaproteobacteria Geobacteraceae




Tabela 3 - Classificacdo dos taxons contendo o gene

nifD (parte IlI)

G. sulfurreducens
Geobacter bremensis

Geothermobacter ehrlichii
Malonomonas rubra
Pelobacter acidigallici
Pelobacter masseliensis
Pelobacter carbinolicus

Pelobacter venetianus
Pelobacter propionicus
Pelobacter acetylenicus
D. palmitatis

D. michiganensis
Desulfuromonas thiophila
D. acetoxidans

D. acetexigens

D. chloroethenica

D. michiganensis
Desulfuromusa kysingii
D. succinoxidans
Desulfuromusa bakii

G. electrodiphilus
Trichlorobacter thiogenes
Geobacter grbiciae
Geobacter humireducens
Geobacter chapelleii

AY549996
AY549994
AY549992
AY549993
AY549991
AY549990

AY549989
AY186965
AY 186964
AY186960
AY549988
AY186943
AY186950
AY186945
AY186951
AY 186947
AY186943
AY549999
AY186949
AY 186946
AY186942
AY186969
AY186968
AY186954
AY186953

Proteobacteria Deltaproteobacteria Desulfuromonadales

Geobacteraceae

Pelobacteraceae

Desulfuromonadaceae

Geobacteraceae




Tabela 4 — Classificacdo dos taxons contendo o gene

nifk (parte 1)

Espécie N° Acesso Filo Classe Ordem Familia
Frankia sp. U01238 Actinobacteria  Actinobacteridae Actinomycetales Frankiaceae
L. ferrooxidans AY204398  Nitrospirae Nitrospira Nitrospirales Nitrospiraceae
C. acetobutylicum NC003030
Clostridium beijerincki AY649324 o
o _ . . Clostridiaceae
Clostridium cellulolyticum  X60727 o Clostridia Clostridiales
. ) Firmicutes
Clostridium pasteurianum AY603957
Heliobacterium chlorum  AB196525 Heliobacteriaceae
P. massiliensis AY912109 Bacilli Bacillales Paenibacillaceae
Pseudomonas stutzeri AJ313205
Pseudomonadales Pseudomonadaceae
Azotobacter vinelandii M20568
_ _ Gammaproteobacteria
Halorhodospira halophila AB189641 Chromatiales Ectothiorhodospiraceae
Klebsiella pneumoniae X07749 Enterobacteriales  Enterobacteriaceae
R. leguminosarum EF165535 Proteobacteria
Rhizobiaceae
Sinorhizobium meliloti AEO007236
. _ _ Rhizobiales
B. japonicum M64591 Alphaproteobacteria Bradyrhizobiaceae
Mesorhizobium ciceri AY873924 Phyllobacteriaceae
Azospirillum brasilense M64344 Rhodospirillales Rhodospirillaceae




Tabela 4 — Classificacdo dos taxons contendo o gene nifk (parte I1)

G. diazotrophicus

G. johannae
Rhodobacter capsulatus
Azoarcus sp.
Dechloromonas sp.

B. viethamiensis

H. seropedicae

Delftia tsuruhatensis

D. vulgaris

AF030414
_ Rhodospirillales Acetobacteraceae
Alphaproteobacteria
X63354 Rhodobacterales Rhodobacteraceae
X87103

) Rhodocyclales
AJ563287 Proteobacteria

Rhodocyclaceae

AF175210 Betaproteobacteria Burkholderiaceae
754207 Burkholderiales Oxalobacteraceae

AY544164 Comamonadaceae

AE017286 Deltaproteobacteria Desulfovibrionales  Desulfovibrionaceae
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a avaliacao in silico da ancestralidade nas sequéncias de DNA avaliadas
e posterior comparacao entre as arvores resultantes, foram utilizadas sequiéncias do
16S rDNA de bactérias diazotréficas, juntamente com as seqiiéncias dos genes a
serem avaliados. Inicialmente foi construida uma arvore baseada na sequéncia do
16S rDNA de todas as espécies a serem utilizadas (Anexo 1), com a finalidade de
avaliar se as relacdes filogenéticas propostas no manual Bergey's (WILLIAMS E
WILKINS, 1984) seriam observadas com estas seqiiéncias. Esta andlise permite
avaliar a confiabilidade dos dados, visto que esta andlise de sequéncias ribossomais
deve mostrar a relacéo evolutiva entre as diferentes espécies avaliadas.

Nos ultimos anos, conforme ja destacado, a taxonomia das bactérias
fixadoras de nitrogénio em geral tem sofrido uma revisdo substancial, devido ao
advento dos métodos moleculares de analise filogenética (YOUNG, 1994), revelando
novas relagcdes entre os grupos de taxonomia confusa, com importantes aplicagbes
praticas. Vale a pena destacar o potencial dessa valiosa ferramenta, consistindo em
ampla base de dados atualmente disponivel na rede mundial de computadores para
0 estudo de sistematica bacteriana, inclusive com a disponibilizacdo de programas
de dominio publico para a analise dos dados. Estes métodos moleculares tém se
revelado imprescindiveis, principalmente nos estudos de biodiversidade das
populacdes de rizobio presentes no solo.

A avaliagéo in silico da filogenia de bactérias diazotroficas no presente estudo
baseado nas seqiéncias do gene 16S rRNA, demonstrou que os taxons analisados
encontram-se organizados em ramos monofiléticos. A andlise das figuras 3, 5 e 7
baseada na filogenia do gene 16S rRNA de diazotroficos, demonstra que o0s taxons
do filo Firmicutes além da proximidade com o grupo externo (Frankia sp. —
Actinobacteria), nédo apresentam proximidade filogenética com outros taxons
diazotréficos, principalmente as do filo Proteobacteria estando todos os taxons
incluidos num Unico ramo. Tal fato pode ser explicado, pois como € de conhecimento
da taxonomia microbiana Actinobacteria e Firmicutes constituem o grupo de
bactérias gram-positivas, sendo todas as outras Proteobacteria gram-negativas.

Métodos que consideram a variacdo genotipica e o0 relacionamento entre

espécies de Rhizobium e Bradyrhizobium tem sido estabelecidos (Martinez-
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ROMERO, 1994; LAGUERRE et al., 1996) baseadas nas sequéncias do 16S rRNA
revelaram que os géneros Rhizobium e Bradyrhizobium, apesar de pertencerem a
subdiviséo alfa de Proteobacteria, possuem uma relagdo bem distanciada entre si,
mas bem préxima a outros grupos de bactérias que n&o incluem simbiontes de
plantas (SAWADA et al.,, 1993; WILLEMS & COLLINS, 1993; YANAGI &
YAMASATO, 1993; YOUNG et al.,, 1991). As figuras 3, 5 e 7 demonstram haver
maior padréao de relacionamento entre Rhizobium e Shinorhizobium. Verifica-se uma
repeticdo dos fatos entre os taxons do género Bradyrhizobium e Mesorhizobium,
apresentando da mesma forma maior padrao de relacionamento genotipico.

O género Rhizobium sofreu modificacdes, algumas ja relatadas como a
definicdo dos géneros Sinorhizobium e Mesorhizobium que acabaram englobando
espécies que anteriormente pertenciam a este género. Atualmente, aceitas pelo
Subcomité Internacional de Taxonomia de Rhizobium, pertencem a este género as
espécies R. tropici (MARTINEZ-ROMERO et al., 1991), R. etli (SEGOVIA et al.,
1993), R. leguminosarum (JORDAN, 1984) e R. hainanense (CHEN et al., 1997).

Como destacado acima, alguns rizobios apresentam uma relacdo bem
proxima a outros grupos de bactérias ndo-simbiontes de plantas. Estédo incluidos
nesta relacdo os géneros das ordens Rhodospirillales, seguido das classes
Rhodobacteriales e Sphingomonadales, estes compartiihando com os rizébios
relacdes plesiomorficas e apomarficas (Figuras 3,5 e 7).

A classe Gamaproteobacteria esta representada neste estudo pelas ordens
Chromatiales, Enterobacteriales, Methylococcales e Pseudomonadales. Entre as
classes mencionadas, verifica-se maior grau de proximidade filogenética entre
Methylococcales e Pseudomonadales (Figuras 3, 5 e 7). A analise do cladograma
demonstra que provavelmente no passado pressdes apomorficas levaram um taxon
ancestral a se diversificar e como resultado desta, Enterobacteriales evoluiram de
forma independente em relac@o as outras classes deste mesmo grupo.

Finalizando a analise dos cladogramas 16S rRNA (Figuras 3, 5 e 7) que
demonstram a organizacédo filogenética dos diazotroficos, destaque especial aos
géneros da ordem Desulfuromonadales pertencentes a classe Deltaproteobacteria
do filo Proteobacteria. Estes se encontram extremamente organizadas constituindo
um grande ramo. A figura 5 que demonstra a filogenia dos diazotréficos portadores
do gene nifD baseado no 16S rRNA, permite estabelecer que de todas as

protobactérias a classe Deltaproteobacteria é sem duvida alguma a classe que
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apresenta maior distanciamento filogenético em relacdo as outras classes desse
mesmo filo.

Para a analise dos resultados dos cladogramas dos genes nif estudados,
utilizou-se como grupo externo a actinobactéria Frankia sp., a fim de que tal fato
pudesse fornecer solugdes para a polarizacdo de caracteres de dificil analise.

E importante ressaltar que os cladogramas utilizados em anélises
filogenéticas indicam apenas que ha uma histéria comum e ndo uma espécie
ancestral, propriamente dita reunindo espécies ou taxons supra-especificos em
grupos monofiléticos. Porém no presente estudo, como 0s taxons terminais dos
cladogramas sao exclusivamente recentes, as relacées entre esses tdxons terminais
serdo sempre relacdes de ancestralidade comum.

Isto posto, resulta que os cladogramas que incluem como taxons terminais
apenas grupos e espécies recente sdo topologicamente idénticos as suas arvores
filogenéticas correspondentes. A Unica diferenca é que, nas arvores filogenéticas
existem espécies ancestrais que ndo estdo representadas ou denominadas no
cladograma.

Assim, cladogramas sao inferéncias (ou hipoteses) permanentemente sujeitas
a transformacgéo, a medida que o conhecimento sobre a diversidade bioldgica de
taxons aumenta. Portanto, os cladogramas contém uma grande quantidade de
informacdes implicitas, sendo dessa forma uma oOtima ferramenta para a extracao de
uma lista extensa de afirmacdes (AMORIM, 1997). Outra questdo importante é que o
objetivo primario de uma analise filogenética ndo é, estritamente, produzir
cladogramas “bem comportados”, resolvidos em todos 0s niveis, mas organizar a
informacéo bioldgica disponivel.

Posteriormente, foram construidas arvores com sequéncias de 16S rDNA e
com o0s gens nif, com as mesmas espécies, permitindo comparar cada arvore 16S
rDNA (considerada a que representa a relacao filogenética correta) com a arvore
resultante dos diferentes genes nif, ou seja, as comparacdes foram feitas utilizando
sequéncias das mesmas espécies para ambos os genes (nif e 16S rRNA) e
visualizadas no programa TreeView. As arvores filogenéticas construidas a partir do
alinhamento de sequéncias génicas obtidas em relacdo aos genes nif (Figuras 4, 6 e
8) fixadores de nitrogénio e do 16S rRNA (Figuras 3, 5 e 7) em diferentes espécies
de diazotréficos demonstraram haver a possibilidade de ocorréncia de transferéncia

horizontal.
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A comparacdo entre as figuras 3 e 4 mostrou que para Burkholderia
vietnamensis e Herbaspirillum seropedicae (Betaproteobacteria) pode ter ocorrido
transferéncia horizontal, e neste caso, os gene nifK destas bactérias por ter uma
origem de bactérias da classe Alphaproteobacteria, possivelmente Azospirillum
brasilense ou Bradyrhizobium japonicum (Alphaproteobacteria), visto que na arvore
baseada na sequéncia do gene nifK, estas duas espécies estdo agrupadas com
Alphaproteobacteria. Dessa forma, tendo em vista que bactérias da ordem
Burkholderiales representadas em nifK por Herbaspirillum seropedicae, Burkholderia
vietnamiensis e Delftia tsuruhatensis no gene 16S rRNA encontra-se extremamente
organizadas para este gene em questdo (Figura 3), proOximas as outras ordens de
Betaproteobacteria. Porém, em nifK (Figura 4) esses dois tAxons se encontram mais
préximos filogeneticamente com espécies de Alphaproteobacteria, possibilitando
estabelecer neste caso, transferéncia génica horizontal deste gene entre espécies
da ordem Burkholderiales (Betaproteobacteria) e espécies da classe
Alphaproteobacteria. A arvore filogenética para o gene nifK (Figura 4) indica que
essa transferéncia ocorreu de Alphaproteobacteria para Betaproteobacteria.

A analise filogenética baseada no gene 16S rRNA (Figuras 3, 5 e 7) e da
distribuicdo dos genes nifKDH (Figuras 4, 6 e 8) em diferentes espécies de
procariotos demonstra ser estes cladogramas compostos por grandes grupos
monofiléticos apresentando a priori grupos monofiléticos menores, ou seja, conjuntos
de espécies e/ou grupos que apresentam espécies ancestrais e todas as suas
espécies descendentes. Pretende-se dessa forma descreve-los de maneira clara a
fim de que os objetivos do presente estudo possam ser alcancados.

Os padrées filogenéticos baseados no gene 16S rRNA demonstraram que
para todos os genes nif objetos de estudo o tdxon Frankia sp. (Actinobacteria),
proposto no presente estudo como grupo externo, apresenta proximidade
filogenética com os diazotroficos do filo Firmicutes. Tal fato torna-se extremamente
compreensivel, ja que estes constituem o grupo de bactérias gram-positivas ao
contrario de todos os outros filos representados nos diferentes cladogramas serem
classificados como gram-negativas.

A intensa proximidade filogenética entre Actinobacteria e Firmicutes ja havia
sido estabelecida por Carl Woese (1990) quando em estudos de biodiversidade
taxonOmica, utilizou as comparacdes de sequéncias de 16S e 18S rRNA para propor

uma nova classificacdo universal para a grande diversidade de vida na Terra,
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estabelecendo uma proposta completa de classificacdo baseada em dados
moleculares e ndo morfolégicos (WOESE et al., 1990) propuseram a criacdo de um
novo nivel taxondmico, denominado Dominio, sendo a vida no planeta dividida em
trésDominios: Bacteria, Archaea e Eucarya, ja que o0 sistema de 5 Reinos era
insuficiente e nao refletia a filogenia natural dos seres vivos.

Em relacdo aos rizobios, verifica-se no padrao 16S rRNA (Figura 3) que os
géneros Shinorhizobium e Rhizobium constituem géneros de maior proximidade,
evidenciado no cladograma pela ocorréncia de uma sinapomorfia entre
Shinorhizobium meliloti e Rhizobium leguminosarum. Ligado diretamente a estes se
encontra Mezorhizobium ciceri. O género Rhizobium parece ser o elo entre todos os
rizobios, pois para o gene nif em questdo esta espécie de Rhizobium apresentou
sinapormofia com Shinorhizobium meliloti. Tanto para o gene 16S rRNA como para o
gene nifK o género Bradyrhizobium, entre todos os rizébios é sem duvida alguma o
grupo mais distante.

Entretanto, para as espécies avaliadas com o gene nifD (Figura 6), a arvore
construida com base na sequéncia do gene 16S rRNA (Figura 5) mostra estar bem
organizada, sendo os taxons, representativos de diferentes filos: Actinobacteria,
Firmicutes e muitas classes de protobactérias distribuidas em Alphaproteobacteria,
Betaproteobcteria, Gammaproteobacteria e Deltaproteobacteria, sendo esta ultima, a
classe com maior numero de taxons em relacéo as outras classes de protobactérias
em nifD.

Neste cladograma (Figura 10), verifica-se que 0s membros da ordem
Rhodospirillales apresentam-se como um grupo-irmao em relacdo a ordem
Rhizobiales, ou seja, como um grupo supra-especifico mais proximo deste grupo
monofilético, confirmando o padrdo 16S rRNA. Tal fato pode ser verificado entre os
taxons dos géneros Roseomonas (R. genomospecies, R. gilardii e R. fauriae),
apresentando proximidade filogenética com os géneros Azospirillum (A. brasilense) e
Glucocetobarter (G. diazotrophicus e G. johannae) ambos pertencentes a classe
Rhodospirillales.

A analise do gene nifD (Figura 6) demonstra que os representantes da ordem
Bukholderiales (Betaproteobacteria), as espécies Burkholderia tuberum, Burkholderia
tropica e Herbaspirillum seropedicae apresentam sinapomorfias com espécies de
Alphaproteobacteria, incluindo integrantes das classes Rhodospirillales:

Gluconacetobacter azotocaptans e Azospirillum doebereinerae, além de intensas
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relacbes de parentesco entre varias espécies de Rhizobiales. Isso indica uma
possivel transferéncia génica horizontal entre estes taxons, sendo mais provavel que
essa transferéncia tenha sido de alfa para beta, ja que de acordo com o padréo 16S
para estes taxons (Figura 5), verifica-se que todas as classes de
Alphaproteobacteria encontram-se organizadas num mesmo clado, sem haver nesse
caso a ocorréncia de outros grupos da taxonomia diversa.

O gene nifD (Figura 6) esta presente no filo Firmicutes e tal como o ocorrido
com o gene nifK (Figura 4) este filo apresenta-se como o0 mais proOximo ao grupo
externo, a bactéria Frankia alni pertencente ao filo Actinobacteria seguindo o
mesmo ocorrido em nifK verifica-se da mesma forma provavel transferéncia génica
horizontal entre as Firmicutes do género Clostridium (C. cellulolyticum e C.
beijerinckii) e deltaprotobacteria Pelobacter masseliensis (Desulfuromonadales), ja
gue esta espécie encontra-se extremamente organizada filogeneticamente as outras
bactérias de sua mesma ordem. Diante disso, € plausivel estabelecer que esta
bactéria tenha recebido via TGH este gene de linhagens ancestrais de Firmicutes
(Figura 6).

A ordem Desulforomonadales € a de maior representatividade em relacéo as
outras classes que apresentam o gene nifD (Figura 6) objeto de estudo. Esta ordem
pertence a classe Deltaproteobacteria e tal como qualquer outra protobacteria
apresenta proximidade com outras ordens deste mesmo filo. Entre os géneros desta
ordem podemos destacar o género Geobacter (G. psychrophilus, G. electrodiphilus,
G. bemidjiensis, G. metallireducens, G. pelophilus, G. sulfurreducens, G.
humireducens, G. chapelleii, G. grbiciae e G. bremensis), o género Pelobacter (P.
acidigallici, P. masseliensis, P. carbinolicus, P. venetianus, P. propionicus e P.
acetylenicus), o género Desulfuromonas (D. thiophila, D. palmitatis, D.
michiganensis, D. acetoxidans, D. acetexigens, D. chloroethenica), o género
Desulfuromusa (D. kysingii, D. succinoxidans, D. bakii, D. michiganensis), os
géneros Geothermobacter (G. ehrlichii), Malonomonas (M. rubra) e Trichlorobacter
(T. thiogenes) com seus Unicos tdxons representantes.

O gene nifH é sem davida alguma o gene fixador de nitrogénio mais estudado
entre todos os outros genes nif, fato comprovado pelo grande numero de seqiiéncias
disponiveis no GenBank para este gene. Como ja foi estabelecido por MARTINEZ-
ROMERO (1994) e LAGUERRE et al. (1996) acerca de métodos que consideram a

variacdo genotipica e o0 relacionamento entre espécies de Rhizobium e
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Bradyrhizobium baseadas nas sequéncias do 16S rRNA (Figura 7), o presente
estudo revela na analise da distribuicdo do gene nifH (Figura 8), que estes géneros,
possuem da mesma forma uma relacdo bem distanciada entre si, demonstrando
também maior padréo de relacionamento entre Rhizobium e Shinorhizobium e entre
os taxons do género Bradyrhizobium e Mesorhizobium, apresentando da mesma
forma maior padréo de relacionamento genotipico, confirmando o padréao 16S rRNA.

Verifica-se neste cladograma (Figura 8) a importancia dos rizobios na
distribuicdo dos genes fixadores de nitrogénio, em especial do gene nifH. Este grupo
mantém relacbes de proximidade filogenética com outros grupos que nao sao
caracteristicamente simbiontes de plantas, deixando claro, a importancia do grupo
na potencializacdo de transferéncia génica horizontal dos genes fixadores de
nitrogénio a outros diazotroficos. Assim, verifica-se proximidade entre os taxons da
ordem Rhizobiales (Alphaproteobacteria) com taxons das ordens Methylococcales
(Gammaproteobacteria), Burkholderiales (Betaproteobacteria) e esta proximidade
merece consideracdes, pois na analise filogenética baseada no gene 16S rRNA
(Figura 7) estes taxons encontram-se extremamente distantes, evidenciando o fato
de que possivelmente ao longo do processo evolutivo a capacidade de fixar
nitrogénio tenha sido adquirida devido a mecanismos adaptativos ou transferéncia
génica horizontal entre estas ordens.

A ordem Rhizobiales é de longe a de maior representatividade nos bancos de
dados entre os taxons portadores do gene (nifH) em questdo (Figura 8). Pode-se
explicar simplesmente este fato devido a esta ordem ser a de maior interesse
econdmico, o que leva os microbiologistas a dedicarem-se com maior tonus a ela.
Alguns géneros destacam-se nesta ordem, reprentados pelas seguintes espécies:
género Rhizobium (R. tropici, R. mongolense, R. huautlense, R. hainanense, R.
gallicum, R. etli, R. daejeonense, R. leguminosarum, R. lusitanum), género
Mesorhizobium (M.loti, M. amorphae, M. plurifarium, M. tianshanense, M.
mediterraneum, M. ciceri, M. huakuii), o género Sinorhizobium (S. terangae, S.
xinjiangense, S. saheli, S. meliloti, S. fredii, S. medicae, S. Kostiense, S.
kummerowiae), género Bradyrhizobium (B. elkanii, B. japonicum, B. yuanmingense,
B. canariense, B. liaoningense, B. genosp.), género Beijerinckia (B. derxii, B. mobilis,
B. indica), género Methylocella (M. palustris, M. silvestris, M. tundrae, M. acidiphila),
género Methylocystis (M. echinoides, M. trichosporium, M. rosea), além das espécies

Phyllobacterium sp., Ensifer mexicanum, M. nodulans, Methylosinus sporium,
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Starkeya sp., A. caulinodans, X. autotrophicus e P. oryzae, as Unicas representantes
de seus respectivos géneros.

Dentre os Rhizobiales descritos acima, alguns géneros apresentam maior
proximidade genotipica (Figura 7). E o caso dos géneros Beirejerinckia, Methylocella
e Methylocystis que formam juntos um uUnico ramo, sendo este ramo ligado a outro
onde estardo organizados espécies do género Bradyrhizobium. A analise do
cladograma em questao (Figura 8) também demonstra que o género Mesorhizobium
encontra-se alocado num mesmo ramo a Rhizobium e que ainda este em um ramo
seguinte mantém-se proximo a Sinorhizobium.

A comparacao entre os cladogramas do gene 16S rRNA (Figura 7) e do gene
nifH (Figura 8), demonstra que a bactéria Alcaligenes faecalis, uma
betaprotobacteria da ordem Burkholderiales, para o padrdo 16S (Figura 7)
apresenta-se organizada junto as outras espécies dessa mesma ordem, porém a
analise filogenética do gene nifH para esses mesmos taxons possibilitou estabalecer
gue esta espécie apresenta sinapomorfia com Pseudomonas stutzeri, uma
Gammaproteobacteria. Assim diante dos fatos, podemos estabelecer que estas duas
espécies possivelmente trocaram material genético, via TGH, onde provavelmente a
primeira deva ter recebido da segunda o referido gene.

Apesar de o gene nifH ser o de maior representatividade entre os trés gene nif
estudados, este gene néo apresenta representantes do ordem Desulfuromonadales,
nao sendo possivel dessa forma o estabelecimento de TGH neste gene envolvendo
0 taxon Pelobacter massiliensis e outros taxons de Firmicutes.

Para o gene nifH, Gammaproteobacteria e Betaproteobacteria apresentam-se
como 0S grupos mais proximos a Firmicutes (Figura 8). Pode ser que para esse
gene estes filos tenham por um processo de transformacéo adquirido este gene via
TGH, jA& que o padrdo 16S demonstra que Gammaproteobacteria e
Betaproteobacteria constituem um grupo extremamente organizado, sustentado por

um ramo unico no cladograma (Figura 7).
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Frankia sp AJ549326 ------—--—---  Actinobacteria

[ Heliobacterium chlorum AB196525 \

Clostridium pasteurianum EF140983
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Alphaproteobacteria
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e
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100

—— Delftia tsuruhatensis DQ313378

Burkholderia vietnamiensis AY741147 Betaproteobacteria
95 Burkholderiales

Herbaspirillum seropedicae Z54207

Figura 3 — Arvore filogenética consenso estrito do gene 16S rRNA de bactérias
diazotréficas portadoras do gene nifK (= 1500 nucleotideos)
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Frankia sp U01238 ------------------- Actinobacteria
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Alphaproteobacteria
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Figura 4 — Arvore filogenética consenso estrito de bactérias diazotréficas portadoras
do gene nifK (= 1400 nucleotideos)
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Clostridium cellulolyticum X60727

98

100

Heliorestis daurensis AB191046

Heliorestis baculata AB100838 Firmicutes

Heliobacillus mobilis AB100835

Heliobacterium gestii AB191042

Heliobacterium modesticaldum AB100836

Methylococcus capsulatus AJ563935 ----- Gamma - Methylococcales
K.pneumon Klebsiella pneumoniae Y00316 ---- Gamma - Enterobacteriales
Pseudomonas azotifigens AB189453.

Azotobacter vinelandii X06886 } Gamma — Pseudomonadales

h |

!

100 Methylobacter luteus X72772
Methylobacter tundripaludum AJ414655
Herbaspirillum seropedicae Z54207
Alcaligenes faecalis EF195170 Betaproteobacteria
Burkholderia tuberum AJ302315 Burkholderiales
Burkholderia tropica AY561844
Trichlorobacter thiogenes AY186969 ™
Geobacter pelophilus AY549995

Geobacter sulfurreducens AY549996
Geobacter metallireducens_AY549997

100 &= Geobacter grbiciae AY186968

l

|

Geobacter humireducens AY 186954
| E Geobacter bemidjiensis AY186944
98 Geobacter bremensis AY549994

Geobacter psychrophilus AY795909
Pelobacter propionicus AY186964
Geobacter chapelleii AY186953
Desulfuromonas palmitatis AY549988
Desulfuromonas acetexigens AY186951

7! Desulfuromonas michiganensis AY186943
82 Desulfuromonas chloroethenica AY186947
Pelobacter venetianus AY 186965
Pelobacter carbinolicus AY549989

r\:

Deltaproteobacteria
Desulfuromonadales

Pelobacter acetylenicus AY186960
Geothermobacter ehrlichii AY549992
Desulfuromonas thiophila AY186950
Desulfuromonas acetoxidans AY186945

Pelobacter acidigallici AY549991

Pelobacter masseliensis AY549990
Geopsychrobacter electrodiphilus AY186942
86 Desulfuromusa succinoxidans AY186949
Desulfuromusa kysingii AY549999
Desulfuromusa bakii AY186946 _/

Roseomonas gilardii AY423872 ------- Alphaproteobacteria - Rhizobiales

929
_E Malonomonas rubra AY549993
83

=
Q
=1

Gluconacetobacter diazotrophicus AF030414

3 Gluconacetobacter azotocaptans AY624581
Gluconacetobacter johannae AY624582 Alphaproteobacteria
Azospirillum doebereinerae AJ238568 Rhodospirillales

75

Roseomonas genomospecies AY423871
74 %= Roseomonas fauriae AY423870

0l
9
Siﬁ Azospirillum brasilense DQ288690

52 Bradyrhizobium elkanii AF484265 >

Mesorhizobium ciceri AY626911
Sinorhizobium meliloti AE007235 \
Sinorhizobium medicae AJ584676
Rhizobium etli L13617

Rhizobium leguminosarum DQ835308
Methylocystis echinoides AJ458502
Methylosinus trichosporium AJ608701
Methylosinus sporium Y18946

100 l_ Rhodobacter capsulatus M15270 ----- Alpha - Rhodobacterales
9
00

Alphaproteobacteria

Bradyrhizobium japonicum AF484260 Rhizobiales

% Bradyrhizobium canariense DQ644553
72| Bradyrhizobium liaoningense AF484263
Methylocapsa acidiphila AJ278726
Methylocella palustris AJ563927
Methylocella tundrae AJ608695

70k 51%= Methylocella silvestris AJ491847
Beijerinckia derxii AJ608688
Beijerinckia indica AB119199
Beijerinckia mobilis AB119200

~

Figura 5 — Arvore filogenética consenso estrito do gene 16S rRNA de bactérias
diazotroéficas portadoras do gene nifD (= 1500 nucleotideos)
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Frankia alni 141344 ------------eeeen Actinobactria
98 |— P.massiliensis AY912109----------- Deltaproteobacteria - Desulfuromonadales
Clostridium beijerinckii AY649324
Clostridium cellulolyticum X60727
K.pneumoniae Y00316 ---------- Gammaproteobacteria - Enterobacteriales
90 = Pseudomonas azotifigens AB189453 Gammaproteobacteria
L] Alcaligens faecalis X95565 } Pseudomonadales

Methylobacter luteus AJ608698------ Gammaproteobacteria - Methyloco ccales

99 E Heliorestis daurensis AB191046

Heliorestis baculataAB191045

Heliobacterium gestii AB191042
Heliobacterium modesticaldum AB191043
Heliobacterium chlorum AB196525
Heliobacillus mobilis AB191044
Azotobacter vinelandii X06886 ------- Gammaproteobacteria - Pseudomonadales
Rhizobium etli L13617 Alphaproteobacteria
Bradyrhizobium canariense DQ644553 Rhizobiales
Sinorhizobium medicae AJ584676
Gluconacetobacter azotocaptans AY624581--- Alpha - Rhodospirillales
Burkholderia tuberum AJ302315 ------- etaproteobacteria - Burkholderiales
Bradyrhizobium elkanii AF484265
Bradyrhizobium liaoningense AF48426 Alphaproteobacteria
Bradyrhizobium japonicum AF484260 Rhizobiales
Herbaspirillum seropedicae Z54207- Betaproteobacteria - Burkholderiales
Methylococcus capsulatus AJ608696 -- Gammaproteobacteria - Methylococcales
Methylocystis echinoids AJ608699
Methylosinus trichosporium AJ608701 \
Methylosinus sporium AJ608700
Methylocella palustris AJ608693
Methylocella tundrae AJ608695
Methylocella silvestris AJ608692 >

Firmicutes

Firmicutes

O

100

Alphaproteobacteria

Methylocapsa acidiphila AJ608691 TOTE
Rhizobiales

Beijerinckia mobilis AJ608687
Beijerinckia indica AJ608689
Beijerinckia derxii AJ6086881
85 Mesorhizobium ciceri AY626911
Sinorhizobium meliloti AE007235
Rhizobium leguminosarum EF165535 J
7 Rhodobacter capsulatus M15270 ---- Alphaproteobacteria - Rhodobacterales
Gluconacetobacter diazotrophicus AF030414
Gluconacetobacter johannae AY624582 Alphaproteobacteria
100 Azospirillum brasilense M64344 Rhodospirillales
95 r Roseomonas genomospecies AY423871
Roseomonas gilardii AY423872
Lc Roseomonas fauriae AY423870
87 [ Geobacter sulfurreducens AY549996

64 Pelobacter propionicus AY186964

| E Geobacter bemidjiensis AY186944
20, 97= Geobacter humireducens AY186954
Geobacter psychrophilus AY795909
Trichlorobacter thiogenes AY186969 >

100

Alphaproteobacteria
Rhizobiales

=

97
Deltaproteobacteria

Desulfuromonadales

50%= Geobacter chapelleii AY186953
Geobacter metallireducens AY549997
Geobacter pelophilus AY549995
99 k= Geobacter bremensis AY549994
Desulfuromonas chloroethenica AY186947
S Geopsychrobacter electrodiphilus AY186942
Malonomonas rubra AY549993
Desulfuromonas thiophila AY186950
Desulfuromonas michiganensis AY186943
Desulfuromonas acetexigens AY186951

9 = Burkholderia tropica AY561844 ---- Betaproteobacteria - Burkholderiales
L] Azospirillum doebereinerae AJ238568---- Alphaproteobacteria - Rhodospirillales
100 100 = Desulfuromusa kysingii AY549999
= Desulfuromusa bakii AY186946
52 Pelobacter carbinolicus AY549989

Pelobacter acetylenicus AY186960

Pelobacter venetianus AY186965

o8 — Geothermobacter ehrlichii AY549992 > Deltaproteobacteria

Desulfuromonas palmitatis Desulfuromonadales

Desulfuromonas acetexigens AY186951
Pelobacter acidigallici AY549991

: Desulfuromusa succinoxidans AY186949

Pelobacter masseliensis AY549990

Geobacter grbiciae AY186968 )

o7

Figura 6 — Arvore filogenética consenso estrito de bactérias diazotroficas portadoras do
gene nifD (= 1050 nucleotideos)



100

100

Heliobacterium modesticaldum AB100836

93 Clostridium pasteurianum EF140983
92 Clostridium cellulolyticum X71847
Acetobacterium woodii X96954
100 Bacillus megaterium EF154249
Bacillus cereus EF195169
[} Paenibacillus wynnii AJ633647
100l Paenibacillus polymyxa EF154267
Paenibacillus macerans AM406669
Paenibacillus sabina DQ338448
Paenibacillus forsythia DQ338443
59 Paenibacillus durus X77846
Paenibacillus zanthoxylum DQ471303

57

Frankia sp. AJ549326 ------------- Actinobacteria

Desulfosporosinus orientis AJ493052
Heliorestis daurensis AB191046
Heliorestis baculata AB100838
100 Heliobacterium gestii AB100837
100™%8¢ Heliobacillus mobilis AB100835
Heliobacterium chlorum AB196525

> Firmicutes

J

Methylococcus capsulatus AJ563935 -- Gammaproteobacteria

- Methylococcales

Marichromatium purpuratum AJ224439 --- Gammaproteobacteria
Halorhodospira halophila AB189641 Chromatiales
Methylobacter tundripaludum AJ414655

Methylobacter luteus AJ608698
Methylobacter bovis L20839

Azomonas agilis AB175652
Azotobacter chroococcum AB175653
Pseudomonas stutzeri AB088754
Raoultella terrigena DQ223873
Pantoea agglomerans EF178448
Enterobacter cloacae EF185909
Klebsiella variicola AJ783916
Klebsiella pneumoniae Y00316

Azonexus fungiphilus AJ630292
Azovibrio restrictus AF011348
Azoarcus communis AF011343
Azoarcus indigens AF011345
Azoarcus tolulyticus AF229876

Derxia gummosa AB089482
Ralstonia taiwanensis AY303977

Burkholderia phymatum AJ302312
1 Burkholderia fungorum AY568512
1 Burkholderia vietnamiensis AY741147
1 Burkholderia cepacia EF178444
Herbaspirillum seropedicae Z54207
Alcaligenes faecalis EF195170
Delftia tsuruhatensis DQ313378

8 Rubrivivax gelatinosus D16213

1 Azohydromonas lata AB201626
81 %= Azohydromonas australica AB188124

Roseomonas gilardii AY423872

100

—
w‘{ Azospirillum brasilense M64344
Telmatospirillum siberiense AF524863

100

581

l

57

lss |

= Sphingomonas azotifigens AB217473

Starkeya sp. B166877

A caulinodans X94200

98 Xanthobacter autotrophicus X94203
62 M.nodulans AF220763

Bradyrhizobium elkanii AF484265

Pseudomonas saccharophila AF368755

" Novosphingobium nitrogenifigens DQ448852

Gammaproteobacteria
Methylococcales

Azomonas macrocytogenes AB175654

Gammaproteobacteria
Pseudomonadales

Gammaproteobacter ia
Enterobacteriales

Zoogloea oryzae AB201044 ------ ammaproteobacteria - Pseudomonadales

Betaproteobacteria
Rhodocyclales

Betaproteobacteria
Burkholderiales

Betaproteobacteria
Rhodocyclales

Betaproteobacteria Burkholderiales

Alphaproteobacteria

Rhodospirillales
Alphaproteobacteria
Sphingomonadales

Bradyrhizobium yuanmingense EF070141]
Bradyrhizobium genosp. AJ810377
Bradyrhizobium canariense DQ644553
Bradyrhizobium liaoningense AF484263

Bradyrhizobium japonicum AF484

100l
98|
o Methylocystis rosea AJ414656
Methylocystis echinoids AJ45850:
Methylosinus trichosporium AJ60¢

Methylosinus sporium AJ608700

97 g Methylocella palustris AJ563927
100 Methylocapsa acidiphila AJ278726
Methylocella tundrae AJ563929
7 Methylocella silvestris AJ491847
7 Beijerinckia indica AB119199
62! Beijerinckia mobilis AB119200
Beijerinckia derxii AB119198

Pleomorphomonas oryzae AB159681

100 Rhodovulum sulfidophilum D16422 i

Rhodobacter capsulatus M15270

91

Mesorhizobium ciceri AY626911

Mesorhizobium tianshanense AY195846
Mesorhizobium mediterrraneum AM181745

Mesorhizobium amorphae EF061107

Mesorhizobium loti DQ310706

Mesorhizobium plurifarium EF173325

Mesorhizobium huakuii D13431

@ SinoLhizobbium kostiense AM181750
c Sinirhizobium teranga AJ295075

> Ensifer mexicanum DQ411930

Sinorhizobium saheli AM181753

50 Sinorhizobium xinjiangense D12796

—
L)
I Phyllobacterium sp EF035066
61
7!

5! Sinorhizobium fredii DQ989229
1 Sinorhizobium medicae AJ584676
Sinorhizobium meliloti AE007235

Rhizobium daejeonense AY341343
Rhizobium huautlense AM237359
Rhizobium mongolense U89822
Rhizobium gallicum AM181756
Rhizobium hainanense U71078
Rhizobium etli L13617

Rhizobium leguminosarum DQ835308
Rhizobium lusitanum AY738130
Rhizibium tropici D11344

50! Sinorhizobium kummerowiae AF364067

Alphaproteobacteria
Rhizobiales

Alphaproteobacteria
\ Rhodobacterales

Alphaproteobacteria
Rhizobiales

J

Figura 7 — Arvore filogenética consenso estrito do gene 16S rRNA de bactérias
diazotroficas portadoras do gene nifH (= 1500 nucleotideos)
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Frankia sp.AJ545037------ Actinobacteria

95

Halorhodospira halophila DQ660368 Gammaproteobacteria

100]

97

Marichromatium purpuratum AF059649

I~ Alcaligenes faecalis X96609 ---- Belaproteobactqummgﬂﬁ&%lderiales

100

5

85

= Pseudomonas stutzeri AF1179%
00 ¢ Pantoea agglomerans AB270758
I c Enterobacter cloacae AB27075.

54
! 74E|2e

1
53 [ Azoarcus indigens U97118

Toolf T AZ34RIR Etiietine 05H%s Betaproteobacteria
1 Azonexus fungiphilus D002920 Rhodocyclales

----- Gammaprote obacteria - Pseudomonadales

Gammaproteobacteria
Enterobacteriales

Raoultella terrigena AY367396 _EN
Firmicutes

Bacillus cereus AY373369
Bacillus megaterium AY373365
Delftia tsuruhatensis AY544164~--- Betaproteobacteria - Burkholderiales
epsiella_pneul 70756 Gammaproteobacteria

| BSIS" TFamco 3193%6 Enterobacteriales

Zooglgea oryz'_?e AB2010.
Azotobacter cl roococcum ><03916 i
Azomonas macrocytogenes AY 644349 Gammaproteobacteria
Azomonas agilis AF216883 Pseudomonadales
S.multivorans DQ337206 ---- Gammaproteobacteria - Pseudomonadales
Methylobacter tundripaludum AY937260 ---- Gammaproteobacteria
Methylobacter luteus J563957 Methylococcales
Methylobacter bovis AF484678

Paeni bacillus polymyxa AJ223997 \
Paenibacillus forsythia DQ349124
Paenibacillus sabina DQ349129

Paenibacillus wynnii AJ867243

Paenibacillus macerans AJ223993

Heliorestis daurensis AB191046

Heliorestis baculata AB191045

Heliobacillus mobilis AB191044
Heliobacterium gestii AB126254
Heliobacterium_modesticaldum AB191043
Paenibacillus durus AY221826

Paenibacillus zanthoxylum DQ364794
Acetobacterium woodii AF216881

Clostridium pasteurianum X07473

Clostridium cellulolyticum

Desulfotomaculum nigrificans AY221823 J
Desulfosporosinus orientis AF227925

> Firmicutes

100

85

100

1
8
| Azoﬂ)lnllum brasilense X51500 --: 3)haprmeobacter|a

- Rhizobiales

— Rhodospirillales
Rhodovulum sulfidophilum AB079630 - Alphaproteobacteria - Rhodob acterales
Phaeospirillum fulvum DQ482051 -- Alphaproteobactena - Rhodospirillales
Rhodobacter capsulatus X63352 K roteobacteria - Rhodobacterales

M. gryphiswaldense DQ482050 --- Iphaproteobactena - Rhodospirillales
Mesorhizobium loti AF484647-

M.nodulans AY312969 ----- Alphaproteobacteria

Mesorhizobium plurifarium AY688618

Sinorhizobium xinjiangense DQ411933

Ensifer mexicanum DQ411942

P.oryzae AB182914
4= Rhizobium tropici DQ413021

100

%= Rhizobium lusitanum AY943644

2

I" Mesorhizobium amorphae EF153401
"= Mesorhizobium huakuii EF153402
Rhizobium hainanense AY934876

100

el

| Rhizobium etli DQ413020

= Shinorhizobium terangae DQ411935
105( Rhizobium huautlense AY688616

Rhizobium gallicum DQ413017
Mesorhizobium ciceri AY601521
Mesorhizobium mediterraneum AJ457917
Mesorhizobium tianshanense DQ407288
Rhizobium leguminosarum EF165529
Sinorhizobium kostiense DO411934

Alphaproteobacteria
Rhizobiales

Sinorhizobium saheli 295221
Rhizobium mongolense AY929539
Starkeya sp. AJ968690
Phyllobacterium sp. AJ968689
Shinorhizobium medicae DQ411932

ROBRINVZL R RSN AS R

= Methylosinus sporium AJ563956

%= Sinorhizobium kummerowiae 411931
= Rhizobium daejeonense AY428644

100

100

6

6‘_c Herbaspirillum seropedicae Z54207---- Betaproteobacteria

= Methylosinus trichosporium AJ563954

- Burkholderiales
Methylococcus capsulatus AM1107Q] ---- Gammaproteobacteria - Methylococcales
Derxia gummosa AB188123
Azohydromonas lata AB201627
Azohydromonas australica AB188121,
Burkholderia vietnamiensis AM11071.
Burkholderia cepacia AM110713
Burkholderia fungorum AM110722
Azoarcus tolulyticus U97122 ---- Betaproteobacteria - Rhodocyclales

Betaproteobacteria - Burkholderiales

1 &c Bradyrhizobium canariense AY386782

78,

9!

1

100~ Beijerinckia mobilis AJ563937

56 Methylocella tundrae AJ563945
_g Methylocella silvestris AM110717

Pseudomonas saccharophila AB188120 ---- Betaproteobacteria — Rhodocyclales
Xanthobacter autotrophicus AF302905 Alphaproteobacteria - Rhizobiales
Telmatospirillum siberiense DQ482049 ---- Alphaproteobacteria — Rhodospirillales
Burkholderia phymatum DQ890024 Betaproteobacteria

Ralstonia taiwanensis AY300795 } Burkholderiales

N.nitrogenifigens DQ660368 Alphaproteobacteria
Sphingomonas azotifigens AB217474 Sphingomonadales

Bradyrhizobium genosp. AY386781
Bradyrhizobium elkanii EF153399
Bradyrhizobium japonicum EF153398
Bradyrhizobjum yuanmingense EF15339
Bradyrhizobium iaoningense AF484637
Sinorhizobium fredii DQ485715 Alphaproteobacteria

Rhizobiales

Methylocella palustris AM110716
Methylocystis ech|n0|des AM110703
A.caulinodans AM11071.

Methylocystis rosea D0010107

M. pushchinense DQ002938 ---- Gamm:
Methylocapsa acidiphila AM110721°
Beijerinckia indica AJ563939
Beijerinckia derxii AJ563941

roteobacteria - Methylococcales

Alphaproteobacteria
Rhizobiales

Figura 8 — Arvore filogenética consenso estrito de bactérias diazotréficas portadoras

do gene nifH (= 380 nucleotideos)
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5. CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente trabalho permitem concluir que:

* Pode ter ocorrido transferéncia génica horizontal do gene nifK e nifD de
Alphaproteobacteria para Burkholderia viethamensis e Herbaspirillum seropedicae

(Betaproteobacteria);

* Pode ter ocorrido transferéncia génica horizontal dos genes nif fixadores
de nitrogénio entre os taxons da ordem Rhizobiales (Alphaproteobacteria) e
Burkholderiales (Betaproteobacteria) ja que estas duas ordens encontram-se
proximas em todas as arvores filogenéticas propostas para a distribuicdo dos genes

nif, ao contrario da filogenia do gene 16S rRNA para estes taxons;

* Pode ter ocorrido transferéncia génica horizontal para os genes nifK e nifD
entre Firmicutes principalmente do género Clostridium (C. cellulolyticum e C.

beijerinckii) e Deltaproteobacteria;

* Pode ter ocorrido transferéncia génica horizontal do gene nifD entre os
representantes da ordem Bukholderiales (Betaproteobacteria), com espécies de
Alphaproteobacteria sendo mais provavel que essa transferéncia tenha sido de alfa
para beta, ja que de acordo com o padrdo 16S para estes taxons, verifica-se que
todas as classes de Alphaproteobacteria encontram-se organizadas num mesmo

clado, sem haver nesse caso a ocorréncia de outros grupos da taxonomia diversa.

* Pode ter ocorrido transferéncia génica horizontal do gene nifH entre a
bactéria Alcaligenes faecalis (Betaproteobacteria) da ordem Burkholderiales e
Pseudomonas stutzeri (Gammaproteobacteria), onde provavelmente a primeira deva

ter recebido da segunda o referido gene.

* Pode ter ocorrido transferéncia génica horizontal do gene nifH entre

Fimicutes e espécies de Gammaproteobacteria e Betaproteobacteria ja que o padréao
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16S demonstra que Gammaproteobacteria e Betaproteobacteria constituem um

grupo extremamente organizado, sustentado por um ramo Unico no cladograma.
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16S rRNA DE BACTERIAS DIAZOTROFICAS OBJETOS
DE ESTUDO



79

ANEXO Il - RELACAO DAS SEQUENCIAS DO GENE 16S
rRNA DE BACTERIAS DIAZOTROFICAS OBTIDAS NO

GENBANK

ESPECIES

SEQUENCIAS 16S rRNA

N° DE ACESSO

1. A. agilis

2. A.australica

3. A. brasilense

4. A. caulinodans

5. A. chroococcum
6. A. communis

7. A. cylindrica

8. A. doebereinerae
9. A. faecalis

10. A. fungiphilus
11. A. indigens

12. A lata

13. A. lipoferum

14. A. macrocytogenes
15. A. nitrofigilis

16. A. oryzae

17. A. restrictus

18. A. tolulyticus
19. A. vinelandii

20. A. woodii

21. Anabaena sp.
22. Azoarcus sp.

23. B. canariense

24. B. cepacia
25. B. cereus
26. B. derxii
27. B. elkanii

AB175652
AB188124
X79739
X94200
AB175653
AF011343
AJ630414
AJ238567
EF195170
AJ630292
AF011345
AB201626
DQ787330
AB175654
L14627
DQ863512
AF011348
AF229876
EF100155
X96954
DQ294214
EF158388
AB195986
EF178444
EF195169
AB119198
AB231916



28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.
42.
43.
44,
45.
46.
47.
48.
49.
50.
51.
52.
53.
54.
55.
56.
57.
58.
59.
60.

. fungorum

. genosp.

. indica

. japonicum

. liaoningense

. megaterium

. mobilis

. phymatum

. tropica

. tuberum

. vietnamiensis
. yuanmingense
. acetobutylicum
. beijerinckii

. cellulolyticum

. desertica

. pasteurianum

O O 0O 0 00 U W Ut W T W It @ U W o W

. Stagnale
Cyanothece sp.

. acetexigens

. acetoxidans

. africanus

. baculatum

. bakii

. chloroethenica
. curvatus

. dehalogenans
. gummosa

. kysingii

. latus

. michiganensis

. multivorans

O 0O 0O U0 U 0O 0O 0O 0O 0O U0 o0 oo

. Nigrificans

AY568512
AJ810377
AB119199
EF394156
EF070138
EF154249
AB119200
AJ302312
EF139183
AJ302311
AY741147
EF070141
AM231184
AB020191
X71847
AM230699
EF140983
AJ133163
AF296872
U23140
AY187305
X99236
AJ277894
X79412
u49748
M34413
L28946
AB089482
X79414
AJ441315
AF357915
X82931
AY742958

80



61.
62.
63.
64.
65.
66.
67.
68.
69.
70.
71.
72.
73.
74.
75.
76.
77.
78.
79.
80.
81.
82.
83.
84.
85.
86.
87.
88.
89.
90.
91.
92.
93.

O U U O O O O

Dechloromonas sp.
E.
E.

. orientis

. palmitatis

. Salexigens

. succinoxidans
. thiophila

. tsuruhatensis

. vulgaris

cloacae

mexicanum

F. muscicola

Frankia sp.

I T T T IT I IT OG0 0000000600000 0 0

. azotocaptans

. bemidjiensis

. bremensis

. chapelleii

. diazotrophicus
. ehrlichii

. electrodiphilus
. grbicium

. humireducens
. johannae

. metallireducens
. pelophilus

. psychrophilus
. sulfurreducens
. baculata

. chlorum

. daurensis

. gestii

. halophila

. maura

. mobilis

AJ493052
u28172
M34401
X79415
Y11560

DQ313378
AB294142
AF170356
EF185909
DQ411930
AB039003
AJ549326
AY958232
AY187307
u96917
u41561
AY230816
AY155599
AY187304
AF335183
AY187306
AF111841
LO7834
u96918
AY653549
U13928
AB100838
M11212
AF079102
AB100837
AJ278688
AJ271864
AB100835

81



94. H. modesticaldum

95. H. seropedicae

96. K. pneumoniae

97. K. variicola
98. M. acidiphila
99. M. amorphae

100.
101.
102.
103.
104.
105.
106.
107.
108.
109.
110.
111.
112.
113.
114.
115.
116.
117.
118.
119.
120.
121.
122.
123.
124.
125.
126.

U U 7T 71 Tz gg£sgsgsgssgssegssecs£kxs

. bovis

. capsulatus
. Ciceri

. echinoids

. huakuii

loti

. luteus

. mazei

. mediterraneum
. hodulans

. palustris

. plurifarium

. purpuratum

. rosea

. rubra

. Silvestris

. Sporium

. tianshanense
. trichosporium
. tundrae

. tundripaludum
. hitrogenifigens
. acetylenicus

. acidigallici

. agglomerans

. azotifigens

. carbinolicus

AB100836
AY486380
EF091148
AJ783916
AJ278726
EF061107
L20839
AJ563935
AY904731
AJ458502
D13431
DQ310706
X72772
AB065296
AM181745
AF220763
AJ563927
EF173325
AJ224439
AJ414656
Y17712
AJ491847
Y18946
AY195846
AJB68424
AJ563929
AJ414655
DQ448852
X70955
X77216
EF178448
AB189452
U23141
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127.
128.
129.
130.
131.
132.
133.
134.
135.
136.
137.
138.
139.
140.
141.
142.
143.
144.
145.
146.
147.
148.
149.
150.
151.
152.
153.
154.
155.
156.
157.
158.
159.

W U U U U U U U U U U U U T

. durus

. forsythia

. fulvum

. macerans

. masseliensis
. Oryzae

. polymyxa

. propionicus

. sabina

. saccharophila
. Stutzeri

. venetianus

. wynnii

. zanthoxylum

Paenibacillus sp.

Phyllobacterium sp.

g 0 OV OV OV OV XNV OV OV OV UV U U U U U X

. capsulatus

. daejeonense

. etli

. fauriae

. gallicum

. gelatinosus

. genomospecies
. gilardii

. hainanensis

. huautlense

. leguminosarum
. lusitanum

. mongolense

. rhizogenes

. strictum

. sulfidophilum

. taiwanensis

X77846
DQ338443
AF508113
AM406669
AY187308
AB159681
EF154267

X70954
DQ338448
AF368755
ABO088754

U41562

AJ633647
DQ471303
AY323608

EF035066
DQ342320
AY341343
DQ648575
AF533354
AM181756

D16213
AY150050
AY220740

u71078
AM237359
DQ835308
AY738130

u89822
AY206687
AB079635

D16422

AY303977
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160.
161.
162.
163.
164.
165.
166.
167.
168.
169.
170.
171.
172.
173.
174.
175.
176.
177.
178.
179.

180

. terrigena

. tropici

. atlantica

. azotifigens
. fredii

. kostiense

. medicae
. meliloti
. saheli

. terangae

nuw nuo n n nu nu nunonuonu o

Starkeya sp.

T. siberiense
T. thiebautii

T. thiogenes

. kummerowiae

. Xinjlangense

Synechococcus sp.

Trichodesmium sp.

V.
X.

diazotrophicus

autotrophicus

. Z.oryzae

DQ223873
D11344
ABO75997
AB217473
DQ989229
AM181750
AF364067
EF201801
EF070136
AM181753
AJ295075
D12796
AB166877
AM259271
AF524863
AF091321
AF223382
X70767
DQ068941
X94203
AB201044

84



ANEXO

— ALINHAMENTO MULTIPLOS
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DAS SEQUENCIAS

REALIZADOS EM BACTERIA DIAZOTROFICAS PORTADORES DOS

GENES NIFK (A), NIFD (B) E NIFH (C).
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