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Resumo  

Rizóbios são bactérias estritamente aeróbias, quimioorganotróficas, com a forma de 

bastonetes não formadoras de esporos, Gram-negativas, com um tamanho que varia de 0,5-

0,9 μm X 1,2-3,0 μm. Normalmente encontradas no solo, fixam nitrogênio atmosférico 

(N2)  em  simbiose  com  leguminosas  e  algumas  plantas  não  leguminosas,  induzindo  a 

formação  de  nódulos  nas  raízes,  permanecendo  nestas  como  bacteróides  fixadores  de 

nitrogênio. No Brasil rizóbios são inoculados em lavouras de soja, pois a inoculação com 

bactérias fixadoras de nitrogênio supre totalmente a necessidade de utilização de adubos 

nitrogenados.  No presente estudo foi realizada uma análise comparativa entre as espécies 

Bradyrhizobium japonicum (estirpe USDA 110) e Bradyrhizobium elkanii (estirpe SEMIA 

587) através da aplicação da técnica de RDA (Representational Difference Analysis). RDA 

é  uma  técnica  bastante  útil  para  revelar  seqüências  únicas  entre  dois  genomas  ou 

transcritomas semelhantes. Após três ciclos de hibridizações subtrativas e amplificações 

dos  fragmentos  tester,  fragmentos  de  aproximadamente  300  pb  foram  gerados.  Estes 

fragmentos foram clonados em pUC18 e seqüênciados. Das 200 seqüências obtidas, 46 

pertenceram exclusivamente  à B.  elkanii e  154 tiveram homologia  com  B.  japonicum. 

Entre  as  46  seqüências  sem  homologia  com  B.  japonicum,  39  não  demonstraram 

homologia  com  nenhuma  seqüência  depositada  nos  bancos  de  dados  públicos  e  sete 

seqüências mostraram homologia com proteínas conhecidas. Estas sete seqüências foram 

divididas  em  três  grupos:  seqüências  homólogas  a  outras  estirpes  ou  espécies  de 

Bradyrhizobium,  seqüências  homólogas  a  outras  bactérias  fixadoras  de  nitrogênio  e 

seqüências homólogas a bactérias não fixadoras de nitrogênio. O grupo com homologia a 

estirpes de  Bradyrhizobium foi  composto por dois clones: clone i5 foi  homólogo a um 

transportador  ABC  (ATP  Binding  Cassette,  hlyB  like  protein)  de  Bradyrhizobium sp. 

ORS278, e o clone i29 foi homólogo à subunidade menor da carboxylase (tipo RuBisCO) 

da estirpe foto-organotrófica Bradyrhizobium sp. BTA1. O grupo com homologia a outras 

bactérias fixadoras de nitrogênio foi composto por três clones: clone i150 foi homólogo à 

subunidade alfa da 4-hydroxybenzoyl-CoA redutase de Mesorhizobium loti, clone i170 foi 

homólogo a uma proteína hipotética conservada de Rhodopseudomonas palustris, e o clone 

ii23  foi  homólogo ao  fator  de  virulência  mviN de  Xanthobacter  autotrophicus Py2.  O 

grupo com homologia a bactérias não fixadoras de nitrogênio foi também composto por 

8



dois clones: clone i65 foi homólogo à peptidase M19 de Sphingopyxis alaskensis RB2256, 

e  o  clone  i157  foi  homólogo  a  uma  proteína  hipotética  conservada  de  Nitrobacter  

winogradsky.  Esse conhecimento genômico de  B. elkanii  poderá ajudar na compreensão 

das diferenças fisiológicas encontradas entre essas duas espécies e servir como base na 

caracterização de estirpes isoladas de nódulos de soja.
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Abstract

 

Rhizobia  are  strictly  aerobic  chemoorganotrophic rod-shaped  sporeless  bacteria. 

They are a Gram-negative bacteria with a size that varies between 0.5-0.9  μm to 1.2-3.0 

μm. Normally found in the ground, they fix atmospheric nitrogen (N2) in symbiosis with 

leguminous plants and some non leguminous plants, inducing the formation of nodules in 

the roots where the bacterium differentiates itself into nitrogen-fixing bacteroids. In Brazil, 

rhizobia are inoculated in soybean crops. This inoculation totally fulfills the crop need of 

nitrogen.  In  the  present  study  a  comparative  analysis  was  carried  out  between 

Bradyrhizobium  japonicum (USDA  110)  and  Bradyrhizobium elkanii (SEMIA  587) 

through  the  application  of  the  RDA technique  (Representational  Difference  Analysis). 

RDA is a quite useful technique to reveal the unique sequences between two genomes or 

transcriptomes. After three cycles of subtractive hybridizations and amplifications of the 

tester DNA, 300 pb fragments were obtained. These fragments were cloned into pUC18 

vector  and  were  sequenced.  Two  hundred RDA sequences  were  obtained.  Forty  six 

sequences among the 200 belonged exclusively to the tester strain B. elkanii SEMIA 587, 

and 154 had homology to the driver strain B. japonicum USDA110. From the 46 sequences 

with no homology to  B. japonicum USDA 110 genome, 39 showed no homology with 

sequences  in  public  databases  and  seven  sequences  showed  homology  with  known 

proteins.  These  seven  sequences  were  divided  in  three  groups:  homolog  to  other 

Bradyrhizobium strains, homolog to other nitrogen-fixing bacteria, and homolog to non 

nitrogen-fixing  bacteria.  The  group  of  homolog  to  other  Bradyrhizobium  strains  was 

composed  by  two  clones:  clone  i5  was  homolog  to  a  putative  toxin  secretion  ABC 

transporter from Bradyrhizobium sp. ORS278, and clone i29 was homolog to a putative 

carboxylase like RuBisCO small subunit from the photoorganotroph  Bradyrhizobium sp. 

BTA1. The group of homolog to other nitrogen-fixing bacteria was composed by three 

clones: clone i150 was homolog to a 4-hydroxybenzoyl-CoA reductase alpha-subunit of 

Mesorhizobium  loti,  clone  i170  was  homolog  to  a  conserved  hypothetical  protein  of 

Rhodopseudomonas palustris, and clone ii23 was homolog to a virulence factor  mviN of 

Xanthobacter  autotrophicus Py2.  The  group  of  homolog  to  other  non  nitrogen-fixing 

bacteria was also composed by two clones: clone i65 was homolog to a peptidase M19 of 

Sphingopyxis alaskensis RB2256, and clone i157 was homolog to a conserved hypothetical 
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protein of Nitrobacter winogradsky. This better understanding of B. elkanii genome could 

help us in the comprehension of physiological differences between these two species and it 

could be a useful tool to characterize Bradyrhizobia strains isolated from soybean nodules.  
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1. Introdução

Rizóbios são bactérias estritamente aeróbias, quimioorganotróficas, com a forma de 

bastonetes não formadoras de esporos, Gram-negativas, com um tamanho que varia de 0,5-

0,9 µm X 1,2-3,0 µm. Sua mobilidade é dada por um flagelo polar único ou dois a seis 

flagelos peritríqueos (Somasegaram e Hoben, 1994). Normalmente encontradas no solo, 

fixam nitrogênio atmosférico (N2) em simbiose com leguminosas e algumas plantas não 

leguminosas,  induzindo a  formação de  nódulos  nas  raízes,  permanecendo nestas  como 

bacteróides fixadores de nitrogênio.

O nitrogênio (N), o quarto elemento mais importante nos organismos vivos, está 

presente em abundância na atmosfera terrestre sob a forma de N2, na qual seus dois átomos 

estão ligados por uma ligação covalente tripla muito estável. Apesar da abundância e da 

aparente disponibilidade desta molécula para plantas e animais, estes não são capazes de 

transformar  o nitrogênio  atmosférico  em alguma forma biologicamente  útil.  Para  estes 

organismos,  a  fração  de  78% de  nitrogênio  que  compõe  a  atmosfera  é  inerte.  Porém, 

existem alguns microrganismos, como bactérias e algas azuis, que são capazes de converter 

o nitrogênio atmosférico em formas que podem ser assimiladas por outros organismos, 

como a amônia. Estes microrganismos, chamados de diazotróficos, são responsáveis por 

aproximadamente  60% do  nitrogênio  fixado  e  disponível  no  ambiente.  O processo  de 

conversão  do  nitrogênio  atmosférico  em  compostos  orgânicos  assimiláveis  recebe  a 

denominação  de  fixação  biológica  do  nitrogênio  (FBN)  e  o  complexo  enzimático 

responsável pelo processo de FBN é chamado de nitrogenase (Buchanan et al., 2000).

A soja (Glicine max [L.] Merrill) é a principal leguminosa cultivada em nosso país, 

sendo o Brasil o segundo maior produtor mundial deste grão. No ano de 2008, a produção 

brasileira de soja foi de 60 milhões de toneladas, uma safra recorde no país, que ocupou 

21,3 milhões de hectares (IBGE, 2008). Muito do sucesso do cultivo da soja no Brasil se 

deve à expansão da área utilizada para o cerrado brasileiro, a partir da década de 70. Essa 

área abrange cerca de 207 milhões de hectares, o que equivale a 25% da área terrestre 

brasileira. No início da expansão da cultura da soja no cerrado, os cultivos ali realizados 

apresentavam uma nodulação muito baixa ou inexistente e as plantas de soja possuíam uma 

coloração amarelada,  característica  de solos deficientes em nitrogênio.  Esses resultados 

indicavam a ausência de estirpes de rizóbios eficazes no estabelecimento de uma simbiose 
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efetiva com a soja (Galli-Terasawa et al., 2003).

Teoricamente, as fontes de N disponíveis para a cultura da soja são os fertilizantes 

nitrogenados  e  a  FBN (Hungria  et  al., 2001).  Entretanto,  em todo o país,  a  adubação 

nitrogenada não é recomendada para soja (Comissão de Química e Fertilidade do Solo, 

2004),  pois  a  inoculação  com  bactérias  fixadoras  de  nitrogênio  supre  totalmente  a 

necessidade de utilização de adubos nitrogenados nas lavouras. Além da economia gerada 

pela inoculação com estirpes de rizóbios na soja, que se estima ser, no Brasil,  de pelo 

menos  R$  2,87  bilhões  anualmente  (Campo e  Hungria,  2004;  Menna  et  al., 2006),  a 

inoculação  não  origina  poluição  ambiental,  conseqüência  comum  da  utilização  de 

fertilizantes  nitrogenados.  Bradyrhizobium  japonicum (Jordan,  1982),  B.  elkanii 

(Kuykendall  et  al.,  1992)  e  B.  liaoningense (Xu  et  al., 1995)  são  os  rizóbios  de 

multiplicação lenta associados a essa leguminosa. No entanto, no Brasil, apenas estirpes 

das espécies  B.  japonicum e  B. elkanii são utilizadas comercialmente como inoculantes 

para a soja (Freire, 1977; Peres e Vidor, 1980; Alberton et al., 2006).

Uma vez que a soja é uma cultura exótica, os solos brasileiros originalmente não 

possuíam rizóbios eficientes para essa leguminosa (Ferreira e Hungria, 2002; Hungria  et  

al.,  2006;  Loureiro  et  al.,  2006).  Uma  possibilidade  bem  aceita  é  que  os  atuais 

bradirrizóbios  encontrados  nos  solos  brasileiros  possivelmente  tenham  vindo  com  as 

primeiras sementes de soja dos Estados Unidos. Com a inoculação massiva nas últimas 

décadas, essa população aumentou de forma significativa (Ferreira e Hungria, 2002). Em 

1975, o governo brasileiro instituiu normas à produção e comercialização de inoculantes, 

definindo  que  os  inoculantes  utilizados  nas  lavouras  do  país  deveriam  conter  apenas 

estirpes recomendadas por instituições  públicas de pesquisa.  A Coleção de Culturas de 

Rhizobium SEMIA (Seção de Microbiologia Agrícola) da Fundação Estadual de Pesquisa 

Agropecuária (FEPAGRO) é responsável, desde então, pela manutenção e distribuição das 

estirpes utilizadas comercialmente no país. A partir de 1992, apenas quatro estirpes são 

autorizadas para uso em inoculantes comerciais no Brasil: Bradyrhizobium elkanii SEMIA 

587  e  SEMIA  5019  e  Bradyrhizobium  japonicum SEMIA  5079  e  SEMIA  5080 

(FEPAGRO, 1999).

Inicialmente, os rizóbios foram agrupados em um gênero único,  Rhizobium Frank 

1889 (Kuykendall et al., 2005). Jordan (1982) sugeriu uma separação taxonômica baseada 

em curvas de crescimento, para diferenciar os rizóbios de multiplicação rápida (Rhizobium) 
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daqueles de multiplicação lenta (Bradyrhizobium). Esse último gênero era composto por 

apenas uma espécie, B. japonicum, isolada a partir de nódulos de raízes de soja. Embora o 

termo rizóbio tenha sido primeiramente utilizado para designar bactérias pertencentes ao 

gênero Rhizobium, mais recentemente ele vem sendo usado para todas bactérias capazes de 

formar nódulos e fixar nitrogênio em associação com leguminosas e/ou que pertençam a 

um gênero correlato (Willems, 2007).

Atualmente, os rizóbios estão distribuídos nos gêneros Rhizobium, Bradyrhizobium, 

Mesorhizobium, Sinorhizobium (Ensifer), Azorhizobium (Lafay e Burdon, 1998; Michiels 

et  al.,  1998;  Vásquez-Arroyo  et  al.,  1998;  Perret  et  al.,  2000;  Andrade  et  al.,  2002; 

Willems et al., 2003) e Allorhizobium (Sessitsch et al., 2002). A partir da década de 1980, o 

uso de ferramentas de genética molecular (hibridização DNA-DNA e seqüenciamento do 

rDNA), juntamente com técnicas moleculares mais modernas, como a reação em cadeia da 

polimerase (PCR, Polymerase Chain Reaction) e seqüenciamentos genômicos, levaram à 

modificação e reorganização taxonômica dos gêneros existentes e à descrição de novos 

gêneros (Willems, 2007). Além dos gêneros citados acima,  Methylobacterium (Sy  et al., 

2001), Burkholderia (Moulin et al., 2001), Ralstonia (Chen et al., 2001), Devosia (Rivas et  

al., 2003), Phyllobacterium (Valverde et al., 2005), Ochrobactrum (Trujillo et al., 2005) e 

Cupriavidus (Barret  e  Parker,  2006)  possuem  espécies  capazes  de  fixar  nitrogênio 

atmosférico em nódulos formados em raízes e em caules de plantas hospedeiras, podendo 

ser, também, denominados de rizóbios, como mencionado anteriormente (Willems, 2007).

Apesar  das  muitas  características  em  comum  existentes  entre  as  espécies 

Bradyrhizobium japonicum e B. elkanii, que já foram consideradas como uma só espécie, 

anos de pesquisa demonstraram que existem diferenças genéticas e fisiológicas que são 

particulares a cada uma delas. Em um estudo comparativo entre 40 estirpes de rizóbios, 

Boddey e Hungria (1997), evidenciaram a existência de diferenças fenotípicas marcantes 

entre as espécies B. elkanii e B. japonicum, em relação a diversos parâmetros. Entre estes 

se destacam: a) As estirpes pertencentes à espécie  B. elkanii apresentam resistência aos 

antibióticos  estreptomicina,  espectinomicina  e  tetraciclina,  enquanto  que  as  estirpes 

pertencentes à espécie B. japonicum são sensíveis ou apresentam baixa resistência a estes 

antibióticos;  b)  A  produção  de  ácido  indol  acético  foi  significativamente  maior 

(aproximadamente  seis  vezes)  nas  estirpes  de  B.  elkanii  do  que  nas  estirpes  de  B. 

japonicum.  Entre as estirpes analisadas, os autores incluíram USDA 110, a qual é uma 
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estirpe referência para a espécie  B. japonicum, e SEMIA 587, pertencente à espécie  B. 

elkanii e que foi isolada, em 1967, de solos cultivados com soja no Estado do Rio Grande 

do Sul (Peres, 1979).

Anteriormente aos estudos de Boddey e Hungria (1997), Stanley, em 1985, já havia 

evidenciado  polimorfismos  genéticos  entre  as  estirpes  pertencentes  às  espécies  B. 

japonicum e B. elkanii, que, previamente à sua separação em espécies, eram divididas em 

genótipo I e genótipo II,  respectivamente.  Usando como sonda um fragmento de DNA 

contendo os genes nifDH e outro contendo os genes nod, ambos de Rhizobium meliloti, o 

autor separou marcadamente esses dois grupos. Resultados similares foram obtidos por 

Minamisawa (1990), que, utilizando como sonda os genes nifDK e nifE, dividiu os grupos 

claramente em genótipos I e II. A ausência de atividade de hidrogenase nas estirpes de B. 

elkanii foi  confirmada  pelos  experimentos  de  hibridização  realizados  por  Minamisawa 

(1992), nos quais apenas nos DNAs extraídos de estirpes de B. japonicum foram obtidas 

bandas  de  hibridização.  Finalmente,  em  1993,  Rumjanek  e  colaboradores,  através  do 

seqüenciamento parcial da região codificadora do gene do rRNA 16S, demonstraram que 

uma região de 188 pares de bases era suficiente para gerar agrupamentos que separaram B. 

japonicum  de B.  elkanii.  Atualmente,  a  estirpe  B.  japonicum USDA 110  é  a  única 

representante  do  gênero  Bradyrhizobium que  possui  seu  genoma  completamente 

seqüenciado (Kaneko et al., 2002). Em contraste, um número muito pequeno de seqüências 

correspondentes  ao  genoma  de  B.  elkanii está  disponível  e  existem  poucos  trabalhos 

publicados sobre a genética desta espécie. As principais seqüências publicadas são relativas 

à região de genes ribossomais,  genes  nif e  genes  nod (Centro Nacional  de Informação 

Biotecnológica dos Estados Unidos - NCBI-USA).

A identificação de diferenças que ocorrem naturalmente entre estirpes bacterianas 

pode  acelerar  a  compreensão  de  certas  características,  tais  como  competitividade  e 

especiação ecológica, e esclarecer o processo de evolução genômica (Guo et al., 2005). A 

Análise  da  Diferença  Representacional  (RDA,  do  inglês,  Representational  Difference 

Analysis) é uma técnica bastante útil para revelar seqüências únicas entre dois genomas ou 

transcriptomas semelhantes, que vem sendo muito utilizada (Guo et al., 2005; Lancashire 

et al., 2007;  Barcellos  et al., 2009). Essa metodologia possibilita o acesso a respostas a 

questões freqüentes a respeito da expressão diferencial de genes e variabilidade genômica. 

Um exemplo  é  a  sua  utilização  na identificação  de expressão diferencial  entre  células 
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tumorais  e  células  normais  (Hollestelle  e  Schutte,  2005).  Microbiologistas  também 

obtiveram  sucesso  em  revelar  fatores  de  virulência,  comparando  genomas  de 

microrganismos patogênicos com os genomas de suas estirpes correlatas não-patogênicas 

(Felske, 2002).

A metodologia  de RDA foi primeiramente descrita  por Lisitsyn  e  colaboradores 

(1993).  Nesta  técnica  são  preparadas  duas  populações  de  DNA,  que são  chamadas  de 

amplicons. A população de DNA da qual se pretende obter seqüências únicas é chamada de 

tester e a outra é chamada de driver. O princípio da técnica é a hibridização subtrativa entre 

as duas populações de fragmentos (tester e  driver), com o enriquecimento de seqüências 

únicas pertencentes a uma dessas populações (tester). Após diversas etapas de hibridização 

subtrativa, os fragmentos únicos à população tester são clonados em vetores e submetidos 

ao  seqüenciamento.  A  análise  das  seqüências  revela  aquelas  que  são  exclusivas  da 

população tester.

Modificações da técnica de RDA foram geradas desde a sua criação em 1993. Uma 

dessas modificações utiliza a produção apenas de um amplicom tester, com o DNA driver 

não sendo amplificado, mas, sim, clivado aleatoriamente para gerar fragmentos de diversos 

tamanhos,  que  serão  utilizados  nas  etapas  de  hibridização  (Tinsley e  Nassif,  1996).  A 

técnica,  apesar  de  laboriosa  e  complexa,  tem apresentado  sucesso  na  identificação  de 

seqüências únicas de procariontes e é uma ferramenta muito útil para os microbiologistas 

moleculares. Guo e colaboradores (2005) utilizaram a técnica de RDA para comparar o 

genoma de uma estirpe de laboratório de Sinorhizobium meliloti (Rm1021) com o de uma 

estirpe padrão (ATCC 9930), a fim de identificar seqüências presentes no DNA de uma 

estirpe e ausentes no DNA da outra. Nesse trabalho, os autores identificaram vários grupos 

de seqüências no genoma da estirpe ATCC 9930 que não estavam presentes no genoma da 

estirpe Rm1021.  Entre  as 85 novas regiões de DNA examinadas,  55 não apresentaram 

homologias  significativas  com quaisquer  outras  seqüências  disponíveis  nos  bancos  de 

dados. Além disso, esses mesmos autores utilizaram 12 das 85 novas seqüências para a 

análise  da distribuição destas em uma coleção de 59 estirpes  naturais  de  S. meliloti,  e 

concluíram que uma alta taxa de ganho e perda de material genético deve ter ocorrido entre 

os genomas das estirpes de S. meliloti analisados.
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2. Justificativa

Como mencionado anteriormente,  B. japonicum e  B. elkanii, embora no passado 

tenham pertencido uma mesma espécie, suas estirpes apresentam diferenças consideráveis, 

tanto em nível de fenótipo, quanto em nível genético. Resultados preliminares obtidos pelo 

nosso grupo, o qual compõe o Núcleo de Microbiologia  Agrícola  do Departamento de 

Genética  da  UFRGS,  confirmaram  ainda  mais  essas  observações.  Tais  resultados 

indicaram, por exemplo,  que estirpes de  B. elkanii são capazes de produzir sideróforos 

quando multiplicadas em meio de cultura com pouca disponibilidade de ferro, enquanto 

que  estirpes  de  B.  japonicum  não  são  capazes  de  multiplicação  no  mesmo  meio  (A. 

Ambrosini, com. pessoal). Esse resultado sugere a presença de genes envolvidos na síntese 

de sideróforos no genoma de  B. elkanii,  que não estariam presentes no genoma de  B. 

japonicum. De fato, a procura in silico por genes relacionados à síntese dessas moléculas 

no genoma da estirpe B. japonicum USDA110, a qual é a única do gênero a ter o genoma 

seqüenciado, não apresentou resultados positivos, embora tenham sido encontrados genes 

relacionados  a  diversos  receptores  de  sideróforos  (homólogos  de  fhuA e  fegA,  A. 

Ambrosini,  com. pessoal).  Outros estudos realizados pelo nosso grupo sugerem que os 

genomas dessas duas espécies de Bradyrhizobium apresentam diferenças significativas na 

organização de genes envolvidos no sistema de secreção do tipo 3 (T3SS, S. Campos, com. 

pessoal).

Devido à importância ecológica, ambiental e econômica gerada pela FBN, e o uso 

em larga escala de inoculantes nas lavouras de soja com as espécies  B. japonicum e  B 

elkanii no Brasil,  associado ao pouco conhecimento molecular em relação à espécie  B. 

elkanii  e  às  evidentes  diferenças  genômicas  observadas,  faz-se  necessário  um  maior 

aprofundamento  no  conhecimento  e  caracterização  do  genoma  de  B.  elkanii.  Esse 

conhecimento  genômico  poderá  ajudar  na  compreensão  das  diferenças  fisiológicas 

encontradas entre  essas duas espécies e servir  como base na caracterização de estirpes 

isoladas de nódulos de soja.
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3. Objetivos

O  objetivo  geral  deste  trabalho  foi  o  de  comparar  os  genomas  das  espécies 

Bradyrhizobium  japonicum e  B.  elkani através  da  técnica  de  Análise  de  Diferença 

Representacional  (RDA,  Representational  Difference Analysis),  a fim de identificarmos 

seqüências únicas ao genoma de B. elkanii.

Os objetivos específicos foram:

a)  Relacionar  as  seqüências  únicas  de  B. elkanii obtidas  a  seqüências  de  genes 

conhecidos, descritas nos bancos de dados;

b) Relacionar  as diferenças fisiológicas  entre  B. elkanii e  B. japonicum com as 

seqüências gênicas obtidas a partir da biblioteca gerada por RDA.
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CAPÍTULO I

Application of representational difference analysis to identify genomic differences 

between Bradyrhizobium elkanii and B. japonicum species
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Abstract

Bradyrhizobium  elkanii is  successful used  in  the  formulation  of  commercial 

inoculants and, together with  B. japonicum, it  fully supplies the plant nitrogen demands. 

Despite  the  similarity  between  B.  japonicum  and B.  elkanii species,  several  works 

demonstrated  genetic  and  physiological  differences  among  them.  In  this  work 

Representational Difference Analysis (RDA) was used for genomic comparison between 

B. elkanii SEMIA 587, a crop inoculant strain, and B. japonicum USDA 110, a reference 

strain.  Two  hundred  sequences  were  obtained.  From  these,  46  sequences  belonged 

exclusively to B. elkanii strain, and 154 had homology to B. japonicum strain. From the 46 

sequences with no homology to B. japonicum, 39 showed no homology with sequences in 

public databases and seven sequences showed homology with known proteins. These seven 

sequences  were  divided  in  three  groups:  homolog  to  other  Bradyrhizobium strains, 

homolog to other nitrogen-fixing bacteria, and homolog to non nitrogen-fixing bacteria. 

These new sequences could be very useful to  accelerate our knowledge concerning the 

molecular differences between these two species and the genomic evolution processes that 

occurred between them.

Keywords: Bradyrhizobium, Representational difference analysis, Nitrogen fixation, 

Genome comparison.
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Introduction

Soybean  [Glycine  max (L.)  Merrill]  can  establish  effective  biological  nitrogen 

fixation (BNF) symbiosis with species of fast-growing rhizobia (Chen et al., 2000; Hungria 

et al., 2001; Hungria et al., 2006) as well with species of slow growing bradyrhizobia, like 

Bradyrhizobium japonicum (Jordan, 1982),  B. elkanii (Kuykendall et al.,  1992), and  B. 

liaoningense (Xu  et  al.,  1995).  In  theory,  the  nitrogen  sources  available  for  soybean 

cultures are nitrogen fertilizers and BNF (Hungria et al., 2001). In Brazil, for example, the 

use  of  nitrogen  as  fertilizer  is  not  recommended  for  soybean,  as  the  inoculation  with 

nitrogen-fixing  bacteria  fully  supplies  the  plant  nitrogen  demands.  Besides  the  saving 

generated annually by the inoculation (about US$ 3 billion per year, Hungria et al., 2005), 

the practice avoids environmental pollution, very common when nitrogen fertilizers are 

employed. Since  soybean Brazilian’s fields lacked native bacteria able  to nodulate this 

leguminous, the production of inoculants in this country started in the 1960s with North 

American strains (Cattelan and Hungria, 1994). Nowadays, only four B. japonicum and B. 

elkanii strains have been used in the formulation of Brazilian’s commercial inoculants and 

they  have  resulted  in  an  established  population  in  most  soils  cropped  with  soybean 

(Ferreira  et  al.,  2000).  Of  those  recommended  strains,  SEMIA 587  and  SEMIA 5019 

belonged to the B. elkanii species (Rumjanek et al., 1993), while SEMIA 5080 and SEMIA 

5079 belonged to the B. japonicum species (Lemos, 1994).

In  the  1980s  the  genus  Bradyrhizobium was  originated  from the  slow-growing 

specie  Rhizobium japonicum (Jordan, 1982). In the beginning the soybean-nodulating  B. 

japonicum was the only specie described. To date, five additional species have been validly 

named in this  genus,  and besides  B. japonicum other  two species are  able  to nodulate 

Glycine  max,  B.  elkanii and  B.  liaoningense (Willems,  2006).  Despite  the  similarity 

between  B.  japonicum  and B.  elkanii,  years  of  research  demonstrated  genetic  and 

physiological  differences  among  them.  Boddey and  Hungria  (1997)  when studying  40 

soybean Bradyrhizobium strains showed remarkable differences between these two species 

according to the resistance to antibiotics, where  B. elkanii  SEMIA 587 was resistant to 

kanamycin,  rifampicin,  spectinomycin,  streptomycin,  carbenicillin,  chloramphenicol, 

nalidixic acid, tetracycline and erythromycin, while B. japonicum USDA 110 was resistant 

only to low levels of rifampicin and spectinomycin. These authors also found differences 

concerning to the production of indole acetic acid (IAA): B. japonicum strains accumulated 
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between 4.88 to 7.08 µM of IAA ml-1, while  B. elkanii  strains were able to accumulate 

about six times more (44.36 µM of IAA ml-1).  Genetics studies like the sequencing of 

nifDK and nifE genes (Minamisawa, 1990) and the 16S rRNA gene (Young et al., 1991), 

together with hybridization analysis with the hup gene (Minamisawa et al., 1992), nifDH 

genes, and homologous sequences of nodD gene (Stanley et al., 1985) also helped in the 

final division of B. japonicum and B. elkanii made by Kuykendall and coworkers (1992). 

However, up to now the majority of published works about the genus Bradyrhizobium are 

related to B. japonicum strains. Nowadays, B. japonicum USDA 110 (Kaneko et al., 2002) 

and Bradyrhizobium sp. BTAi1 (Giraud et al., 2007) are the only Bradyrhizobium species 

to have the whole genome sequenced. Concerning B. elkanii species little is published and 

known about it, especially in the field of genetics and genomics. Basically nif, nod, recA, 

glnII, and ribosomal genes sequences are found in the public databases.

The original Representational Difference Analysis (RDA) protocol was developed 

for detection of genomic differences between two genomes (Lisitsyn et  al.,  1993). The 

methodology has since been modified and employed as a sensitive method for cloning of 

differentially expressed genes (Aiello et al., 1994; Baeza et al., 2007; Bowler et al., 1999; 

Lei  et  al.,  2008).  Microbiologists  also  succeeded  to  reveal  genomic  differences  by 

comparing  bacterial  strains  belonging  to  the  same  species  with  contrasting  properties 

(Barcellos et al., 2009; Guo et al., 2005). Briefly, the procedure relies on the generation of 

populations  of  DNA fragments  from one  DNA source.  It  is  achieved  by  digestion  of 

genomic DNA (gDNA) with a restriction endonuclease with a four-base pair recognition 

site, followed by adapter ligation that introduces a primer sequence. The cut and adapter 

ligated DNA of the strain which unique sequences are to be identified is called ‘tester 

DNA’. The second genome fragments population is called ‘driver DNA’. An excess of 

driver  is  mixed  with  tester  to  facilitate  cross-hybridization  forming  double  stranded 

hybridization products containing tester-tester homoduplexes, tester-driver heteroduplexes 

and driver-driver homoduplexes. The mixture is then subjected to a selective PCR with 

adapter  specific  primers  in  which  the  tester-tester  fragments  will  be  exponentially 

amplified while the other fragments will either be linearly amplified or not amplified at all. 

In order to enhance the enrichment of tester specific fragments, the hybridization and PCR 

rounds are repeated a number of times, usually three. The PCR products after each RDA 

round are termed differential products (DP).
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Due  to  the  ecological  and  environmental  role  of  the  BNF,  the  economy  and 

efficiency of inoculants and their massive usage over soybean crops, it is urgent a better 

understanding of the  B. elkanii genetics. This information will accelerate our knowledge 

concerning the molecular differences between these two species and the genomic evolution 

processes that occurred between them. To obtain such understanding B. elkanii SEMIA 587 

and the reference strain B. japonicum USDA 110 were submitted to RDA experiment.

Materials and Methods

Bacterial strains, growth conditions and DNA extraction 

The rhizobial strains used in this study were the reference strain  Bradyrhizobium 

japonicum USDA 110, and the crop inoculant strain Bradyrhizobium elkanii SEMIA 587, 

both  were  supplied  by Fundação  Estadual  de  Pesquisa  Agropecuária  (FEPAGRO,  RS, 

Brazil). Each strain was grown on Yeast Mannitol Broth (10 g mannitol, 0.5 g potassium 

phosphate, 0.2 g magnesium sulphate, 0.1 g sodium chloride, 0.5 g yeast extract, water to 

one liter, pH 6.8) for seven days at 28ºC in an orbital shaker. Genomic DNA from bacteria 

was  extracted  according  to  basic  molecular  biology protocols  (Sambrook  and  Russell, 

2001).

RDA (Representational Difference Analysis)

The technique was modified from that  described by Tinsley and Nassif  (1996). 

DNA from  B. japonicum strain USDA 110 was used as driver DNA and DNA from  B. 

elkanii  strain  SEMIA 587  was  used  as  tester  DNA.  To  obtain  driver  DNA fragments 

between 1.0 and 10.0 kb gDNA was submitted to partial digestion with Sau3AI (Promega). 

The  conditions  to  obtain  fragments  of  the  desired  length  were  established  in  a  partial 

restriction  digestion  pilot  experiment  (Sambrook  and  Russel,  2001).  The  optimum 

fragment size was obtained when 1 µg of gDNA was cleaved with 1.74 U of Sau3AI in 1 

hour at 37ºC.

Fifteen µg of driver DNA were used for the whole RDA experiment. One µg of 

tester gDNA were completely digested with Sau3AI, resulting in a population of fragments 

with 200-300 pb,  that  were purified by column (Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up 

System  -  Promega)  and  ligated  to  500  pmol  of  each  adapters  NBam  12 

(GATCCTCCCTCG)  and  NBam 24  (AGGCAACTGTGCTATCCGAGGGAG).  For  the 

23



subtractive  hybridization  was  used  the  Oscilating  Phenol  Emulsion  Reassociation 

Technique (OsPERT, Bruzel and Cheung, 2006). In the first round 50 ng of tester DNA 

was mixed with 5 µg of driver DNA, resulting in a rate of 1:100, and held for 15 min at 

room temperature to denature in a final volume of 34.6 µl of 0.3 N NaOH. Solution was 

neutralized with addition of 5.4 µl of 3 M MOPS, 50 µl of 1.5 M NaCl, 2 mM EDTA. Ten 

µl of buffer-saturated phenol pH 8.0 was added and mixed. The sample was heated at 65ºC 

for 1 minute and put on ice to generate a phenol emulsion. Then it was placed in a thermal 

cycler (PCR Express ThermoHybaid Thermal Cycler) programmed for 99 cycles of 15 

seconds at 25 ºC and 15 seconds at 65 ºC. The phenol was removed with chloroform and 

the supernatant was purified by column. Five µl of the hybridization was added to 100 µl 

of reaction mix without oligonucleotides (1X buffer, 0.25 mM of each dNTP, 25 mM of 

MgCl2, 2 U Taq Polymerase - Invitrogen) and incubated for 3 min at 72ºC to fill in the ends 

of the reannealed fragments. After denaturation at 94 °C for 5 min and addition of the 

oligonucleotide NBam 24 (100 pmol) the hybridized fragments were amplified by PCR (30 

cycles of 1 min at 94 °C, 1 min at 62 °C, and 1 min at 72 °C followed by 5 min at 72 °C - 

PCR Express ThermoHybaid Thermal Cycler). The PCR products were again purified by 

column. An aliquot of these purified fragments was separated for a 1:10 dilution. The rest 

of them were treated with 1 U of Mung Bean Nuclease (Promega) for 15 min and column 

purified. Two PCR were performed, one reaction used 2 µl of the 1:10 dilution as template 

and the other reaction used 10 µl of the Mung Bean treated fragments as template. These 

PCR were performed as above described without the filling step. Next, the adapters of the 

differential products 1 (DP1) were removed by Sau3AI cleavage and a new set of adapters 

was  ligated  to  DP1  [JBam  12  (GATCCGTTCATG)  and  JBam  24 

(ACCGACGTCGACTATCCATGAACG)]. The new adapter ligated DP1 (5 ng) was used 

in the second round of subtractive hybridization with 5  μg of driver DNA in a rate of 

1:1000, and selective amplification was performed as in the first round. The third and final 

round was performed as described for the previous rounds but with adapters RBam 12 

(GATCCTCGGTGA) and RBam 24 (AGCACTCTCCAGCCTCTCTCACCGAG); 500 pg 

of DP2 was hybridized with 5 μg of driver DNA resulting in a rate of 1:10000.

Construction of subtractive libraries and sequencing 

An aliquot  of the final RDA products (DP3 fragments) was filled in with Klenow 
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fragment  and  phosphorylated  with  T4  polynucleotide  kinase  (Promega).  Upon  heat 

inactivation,  the  samples  were  column  purified  and  ligated  to  SmaI-digested  and 

dephosphorylated pUC18 vector.  Escherichia coli XL1 Blue competent cells were heat-

shock transformed  with  the  ligation  products.  White  Escherichia  coli colonies  were 

selected  and  extracted  plasmids  were  sequenced  in  both  directions in  the  ACT Gene 

Laboratory (Centro de Biotecnologia, UFRGS, Brazil) using the automatic sequencer ABI-

PRISM  3100  Genetic  Analyzer  and  M13  universal  primers.  Labeling  reactions  were 

performed in a Gene Amp PCR System 9700 (Applied Biosystems) thermocycler.  The 

sequences  were  analyzed  with  the  Staden  Package  software  (v.  1.7.0). This  program 

consists of a series of tools for DNA sequence preparation (Pregap4), assembly (Gap4), 

editing (Gap4) and DNA/protein sequence analysis (Spin). It is an open source software 

(BSD license) and it is hosted on http://www.sourceforge.net. The final resulting sequences 

were compared to the GenBank database using the BLASTN program.

Results

RDA procedure

Three rounds of subtractive hybridization and kinetic enrichment were performed 

using DNA from B. elkanii SEMIA 587 as tester and DNA from B. japonicum USDA110 

as driver. As expected, exponential amplification of fragments specific to the tester DNA 

was obtained (see below). Linear amplification of fragments that were present on either 

DNA populations (tester and driver) was also observed.  Several works had suggested the 

use of Mung bean nuclease to eliminate or reduce the unwanted linear amplification during 

the amplification step (Pastorian et al., 2000; Taylor et al., 2003) while others suggested 

that a 1:10 dilution is enough for the achievement of this proposal (Allen et al., 2003). 

Both  alternatives  were  used  in  the  present  work  during  the  PCR  step.  As  similar 

amplifications results were achieved using either Mung bean or 1:10 dilution as template, 

both amplifications products were mixed and used as one in the following RDA rounds.

BLAST Results

Several genetic differences between DNAs from  B. japonicum USDA110 and  B. 

elkanii SEMIA 587 strains  were  successfully isolated by RDA methodology.  After  the 

three  rounds of  subtractive hybridization  and kinetic  enrichment  the  resultant  products 
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were  used  to  construct  a  RDA  library (Figure  1).  The pUC18 cloned fragments  were 

sequenced, analyzed by Staden Package and screened for homology with those available 

on the GenBank database using BLASTN program. As the complete genome sequence of 

B. japonicum USDA110 is also available on GenBank database the RDA library sequences 

could be screened directly against it.

From the 234 total sequences obtained, 52 were found redundant. One consensus 

sequence  grouped  11  redundant  sequences  (this  consensus  sequence  had  no  obvious 

homolog  in  the  public  database),  five  consensus  sequences  grouped  three  redundant 

sequences each, and 13 consensus sequences grouped two redundant sequences each. After 

grouping the redundancy 200 RDA unique sequences were obtained. Forty six sequences 

among the 200 belonged exclusively to the tester strain B. elkanii SEMIA 587, and 154 had 

homology to the driver strain B. japonicum USDA110. The 154 sequences with homology 

to the genome of B. japonicum USDA110 were divided in five groups according to their 

identity (Table 1).

From the 46 sequences with no homology to B. japonicum USDA 110 genome, 39 

showed no homology with sequences in public databases and seven sequences showed 

homology with  known proteins.  These  seven  sequences  were  divided  in  three  groups: 

homolog to other  Bradyrhizobium strains, homolog to other nitrogen-fixing bacteria, and 

homolog to non nitrogen-fixing bacteria. The group of homolog to other Bradyrhizobium 

strains was composed by two clones: clone i5 was homolog to a putative toxin secretion 

ABC transporter  from  Bradyrhizobium sp.  ORS278,  and  clone  i29  was  homolog  to  a 

putative  carboxylase  like  RuBisCO  small  subunit  from  the  photoorganotroph 

Bradyrhizobium sp. BTA1. The group of homolog to other nitrogen-fixing bacteria was 

composed by three clones: clone i150 was homolog to a 4-hydroxybenzoyl-CoA reductase 

alpha-subunit of Mesorhizobium loti, clone i170 was homolog to a conserved hypothetical 

protein of Rhodopseudomonas palustris, and clone ii23 was homolog to a virulence factor 

MVIN family protein of Xanthobacter autotrophicus Py2. The group of homolog to other 

non nitrogen-fixing bacteria was also composed by two clones: clone i65 was homolog to a 

peptidase M19 of  Sphingopyxis  alaskensis RB2256,  and clone i157 was homolog to  a 

conserved hypothetical protein of  Nitrobacter winogradsky.  Table 2 shows the complete 

information about these data.
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Sequences belonging exclusively to both B. japonicum and B. elkanii strains

Besides  the  exclusive  B.  elkanii  SEMIA 587  sequences,  three  sequences  of  B. 

elkanii SEMIA 587  that  matched  only  with  B.  japonicum  USDA 110  and  no  other 

organism were found. They were: clone i184 (107 pb length) that showed 77% of identity 

with an probable transcriptional regulator, clone i92 (196 pb length) that showed 94% of 

identity with a transcriptional regulatory protein, and clone i176 (91 pb length) that showed 

74% of identity with an intergenic region (74 bp at 3' side of bsl6114 and 162 bp at 5' side 

of blr6113, respectively, a hypothetical protein and an unknown protein).

Sequence acquisition numbers

GenBank accession numbers of described unique tester  sequences are:  clone i5, 

FJ624080; clone i29, FJ624081; clone i150, FJ624082; clone i170, FJ624083; clone ii23, 

FJ624084; clone i65, FJ624085, and clone i157, FJ624086.

Discussion

RDA strategy

There  are  two basic  RDA protocols  usually  performed to  find  genomic  unique 

sequences:  The  original  protocol  described  by Lisitsyn  and  coworkers  (1993)  and the 

modification of the RDA procedure described by Tinsley and Nassif (1996). In the standard 

RDA approach,  chromosomal  DNAs  of  both  tester  and  driver  DNAs  are  digested  to 

completion  with  BglII  and  complementary  oligonucleotides  are  ligated  to  them.  A 

‘representation’ of both sets of fragments is generated using PCR. Following amplification, 

oligonucleotides from the tester are digested off and the tester is ligated to a new ones. 

Both ‘representations’ are used in the hybridization step. In the Tinsley and Nassif (1996) 

procedure tester DNA is digested to completion with Sau3AI to generate a pool of smaller 

fragments than those generated by  BglII digestion. Chromosomal DNA from the driver 

strain  is  sheared  mechanically  by  60  passes  through  a  30  gauge  needle  to  generate 

fragments in the 3 kb to 4 kb range.  Sau3AI digested tester DNA is ligated directly to 

oligonucleotides. Tester and sheared driver are mixed and hybridized. Calia and coworkers 

(1998) made a comparison of these two protocols while studying two strains of  Vibrio 

cholerae. Although the two methods can be used, the second was suggested to yield a more 

complete set of different products for analyzing genomic differences. In the present work 

27



the Tinsley and Nassif (1996) RDA protocol was used with some modifications. Instead 

shearing mechanically the driver genome by passes through a 30 gauge needle the driver 

DNA was  partially digested  with  the  same  Sau3AI  restriction  enzyme (Sambrook  and 

Russell,  2001). Fragments ranging from 1 kb to 10 kb were chosen to perform the RDA 

experiment.

From the 200 unique sequences, out of 234 sequences that were obtained, 46 had no 

homology to the driver, indicating that the RDA library constructed was not extinguished 

and  more  unique  sequences  could  be  obtained  through  more  sequencing.  The  method 

applied in this work yielded a proportion of approximately 20% of unique tester fragments.

The option to compare  Bradyrhizobium elkanii SEMIA 587 and  Bradyrhizobium 

japonicum USDA 110,  which  has  its  whole  genome  sequenced,  had  proved  to  be  a 

valuable  choice.  Since  the  complete  genome  sequence  of  B.  japonicum USDA 110 is 

available in public databases, a direct comparison of the data obtained from tester DNA 

through sequencing could be easily performed, avoiding the time and labor consuming 

Southern blot experiment to the validation of the RDA procedure. Additional information 

were also obtained like those regarding the tester sequences that have some identity with 

driver sequences (see Table 1), and the identification of sequences that belong exclusively 

to Bradyrhizobium elkanii SEMIA 587 and B. japonicum USDA 110 strains. 

Hybridization step

Usually a high concentration of driver DNA (20 to 40 µg) and time (24 hours) is 

required during the hybridization step when performing RDA experiment  (Allen et  al., 

2003;  Barcellos et al.,  2009;  Calia et al.,  1998;  Lisitsyn et al.,  1993). Phenol emulsion 

reassociation technique (PERT) enhances the rate of DNA hybridization in solution over 

typical hybridization conditions and has been used to reassociate DNA in subtraction based 

genomic experiments (Kunkel et al.,  1985; Nishi et al.,  2002;  Shiloh et al., 1987). The 

Oscillating  Phenol  Emulsion  Reassociation  Technique  (OsPERT)  (Bruzel  and  Cheung, 

2006)  is  a  modification  of  PERT (Kohne  et  al.,  1977;  Miller  and  Riblet,  1995).  This 

modification enhances the rate of reassociation of complex DNA by cycling the ssDNA 

using a high temperature step (15 s at 65°C) which dissolves the phenol into the aqueous 

phase, and a low temperature step (15 s at 25°C) which regenerates the phenol emulsion. 

The  interface  between  water  and  phenol  in  the  microspheres  formed  and  its  agitation 
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creates a  site  where hybridization occurs,  allowing the utilization of fewer amounts of 

DNA and performing  the  hybridization  step  in  a  much  shorter  time.  By applying  the 

OsPERT methodology in this work just 5 µg of driver DNA were used per round, moreover 

driver and tester DNAs were cycled 99 times in a 4 hours reaction, saving material and 

time.

B. elkanii SEMIA 587 unique sequences

The  RDA approach  revealed  46  sequences  without  homology  to  B.  japonicum 

USDA 110  genome.  From  these,  39  showed  no  homology  with  sequences  in  public 

databases and seven showed homology with sequences of genes that codify proteins, some 

of them with known function.

The sequence carried by clone i29 was homolog to a putative carboxylase (small 

subunit) like Rubisco of Bradyrhizobium sp. BTAi1. This enzyme catalyzes the biological 

reduction and assimilation of carbon dioxide gas to organic carbon and it is the key enzyme 

responsible for the bulk of organic matter found on earth. Its biochemical role is chiefly as 

the  central  part  of  the  Calvin–Benson–Basham  (CBB)  reductive  pentose  phosphate 

pathway where it combines CO2 with ribulose 1,5-bisphosphate to form two molecules of 

3-phosphoglycerate (Badger and Bek, 2008). Rubisco forms I and II are directly involved 

in carbon metabolism and have a well recognized autotrophic CO2 fixing function. These 

enzymes  are  found  in  a  wide  range  of  chemo,  organo,  and  phototrophs,  occurring  in 

bacteria, algae, and plants. Form III Rubisco has only been found in archaea and form IV 

enzymes have been termed ‘Rubisco-like’ proteins and have been shown to be functional in 

the methionine salvage pathway in many bacteria. (Ashida et al., 2003). The driver strain 

Bradyrhizobium  japonicum USDA 110  has  an  organotroph  metabolism;  it  means  no 

photosynthesis is made. The Rubisco gene found in B. elkanii SEMIA 587 is homolog to 

Rubisco  class  I  of  Bradyrhizobium  sp. BTAi1,  a  facultative  photoorganomixotroph 

bacterium (Badger and Bek, 2008). This class of Rubisco has a well recognized autotrophic 

CO2 fixing function. This is the first evidence of a Rubisco gene in the strain of study and 

point out the necessity of further study in order to evaluate if this gene is functional in 

Bradyrhizobium elkanii SEMIA 587 making this  bacterium able  to  fix  CO2 and  make 

photosynthesis.

The  sequence  carried  by  clone  i5  was  homolog  to  the  toxin  secretion  ABC 
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transporter  (hlyB  like  protein)  of  Bradyrhizobium  sp.  ORS278.  ABC  (ATP  Binding 

Cassette)  proteins  constitute  a specific  class of ATPases that  are  involved with a  wide 

variety  of  transport  processes,  including  both  inward  (import)  and  outward  (export  or 

secretion), the latter being conserved from bacteria to humans (Holland and Blight, 1999; 

Holland et al., 2003). The most studied of these transporters are key components of the 

Type I secretion pathway in Gram-negative bacteria. The hemolysin B (hlyB) protein of E. 

coli is required in conjunction with hemolysin D (hlyD) and the extern membrane protein 

TolC for the secretion of hemolysin-A (hlAy) protein (Higgins, 1992; Wandersman and 

Delepelaire, 1990). The Type I secretion pathway does not only export  hlyA but also a 

great range of substrate like, proteases, lipases and different toxins. The substrate can be 

small as 19 kDa or even protein complexes of 800 kDa (Holland et al., 2005). The systems 

constitute a complex of three proteins, a transporter located in the cytoplasmic membrane, 

a periplasmic membrane fusion protein, and an outer membrane channel protein. When the 

complex is assembled a periplasm crossing channel is formed (Gentschev et al., 2002).

Clone i150 contained a DNA fragment which sequence had showed homology to 

Mesorhizobium  loti 4-Hydroxybenzoyl-CoA  reductase  alpha-subunit.  This  enzyme 

catalyzes an important reaction in the anaerobic metabolism of phenolic compounds, i.e. 

the reductive removal of an aromatic hydroxyl group. Anaerobic metabolism is based on a 

reductive  chemistry,  by  which  groups at  the  ring  are  often  reductively  removed  and 

dearomatization  of  the  aromatic  ring  structures  proceeds  by  reductions.  One  central 

intermediate is benzoyl-CoA, which is dearomatized by reduction. Most natural aromatic 

substrates are hydroxylated compounds that require reductive dehydroxylation of phenolic 

hydroxyl groups if benzoyl-CoA is to be formed (Breese and Fuchs, 1998).

Homolog to Xanthobacter autotrophicus Py2 virulence factor MVIN family protein 

was first  described in Salmonella  typhimurium. This  protein  has  been shown to be an 

important virulence factor for this organism when infecting mouse (Kutsukake et al., 1994) 

and it is part of a Sinorhizobium meliloti essential operon (Rudnick et al., 2001). Moreover, 

the mviN gene in Rhizobium tropici was found to be involved in motility (O'Connell et al., 

1998)  and  a  mutation  in  mviN gene  in  the  soft  rot-causing  bacterium  Pseudomonas 

viridiflava was shown to influence motility as well as  virulence (Czelleng et al., 2006). 

However, the biochemical function of the product encoded by mviN and similar genes is 

not fully understood (Hvorup et al., 2003). A 69% of homology was found between the 
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sequence present at clone  ii23 and the gene coding for the Py2 virulence factor MVIN 

from X. autotrophicus. It will be interesting to perform mutagenesis studies in B. elkanii in 

order  to  verify  if  this  gene  is  also  involved  in  the  motility  or  other  process  in  this 

bacterium.

The  sequence  carried  by  clone  i65  was  homolog  to Sphingopyxis  alaskensis 

RB2256 peptidase  M19 or  renal  dipeptidase,  which is  an enzyme that  in  humans  is  a 

membrane bound glycoprotein involved in the hydrolysis of dipeptides and is well-known 

as the sole metabolic enzyme for penem and carbapenem β-lactam antibiotics in mammals. 

These antibiotics are presently prescribed in clinical practice with the dipeptidyl inhibitor 

cilastatin (Nitanai et al., 2002). Peptidases are grouped into clans and families. Clans are 

groups of families for which there is evidence of common ancestry. Families are grouped 

by their catalytic type: A, aspartic; C, cysteine; G, glutamic acid; M, metallo; S, serine; T, 

threonine; and U, unknown. In metalloproteases a divalent cation, usually zinc, activates 

the water molecule. The metal ion is held in place by amino acid ligands, usually three in 

number (Rawlings and Barrett, 1995). As already mentioned,  B. elkanii SEMIA 587 was 

found  to  be  more  resistant  to  antibiotics  than  B.  japonicum USDA 110  (Boddey and 

Hungria, 1997). Bacteria in general has a wide range of mechanisms to resist the actions of 

noxious agents: enzymatic reactions like β-lactamase, which hydrolyzes the β-lactam ring 

of antibiotics, the mutational alteration of the drug target to reduce the target’s affinity for 

the drug or to reduce the permeability of the cell envelope. One example of the last one is 

the use of active transporters that belong to the ATP binding cassette (ABC) superfamily 

and utilize the free energy of ATP hydrolysis to expel drugs from the cell (Putman et al., 

2000;  Walsh,  2000).  Two unique  tester  sequences  that  could  be  involved  in  antibiotic 

resistance of  B. elkanii were found in this work. They are the homolog to the peptidase 

M19 that has the ability to cleave β-lactam ring of penem and carbapenem antibiotics like 

carbenicilin and the homolog to the toxin secretion ABC transporter (hlyB like protein) of 

Bradyrhizobium sp. ORS278 that could be involved in the exporting of noxious molecules 

from the bacterial cell.

The two remaining unique  B. elkanii sequences identified by the RDA approach 

were both classified as conserved hypothetical proteins with no function predicted yet. One 

of them (clone i170) was homolog to a DNA region from  Rhodopseudomonas palustris 

genome and the other (clone i157) had showed a homology of 76% to a genomic DNA 
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region of Nitrobacter winogradskyi.

The possibility of RDA technique to identify unique sequences had been confirmed 

in this work, since several DNA fragments unique to the tester DNA were obtained. These 

fragments included a large number of sequences that were not present in the genome of B. 

japonicum USDA 110.  Some of the genes identified  could be involved in mechanisms 

related to antibiotics resistance, motility, photosynthesis and transport, and could be the 

responsible  for  the  phenotypic  differences  found  between  these  two  bacterial  species. 

Further  studies  will  be  necessary  to  confirm the  expression  and  functionalities  of  the 

predicted gene products.
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Table  1  Grouping  of  154  sequences  with  homology to  B.  japonicum USDA110 based  in  their  identity 

(GenBank database)

Group Number  of 

sequences

Percentage  of  total  analyzed 

sequences a 

Identity b

I 2 1% 60% to 69%
II 9 4.5% 70% to 79%
III 19 9.5% 80% to 89%
IV 68 34% 90% to 99%
V 56 28% 100%

a  Percentage based on the 200 consensus sequences.  Sequences with no homology to  B. japonicum (46) 

represents 23%.

b Identity of the clone sequence related to their homolog sequence in B. japonicum USDA110
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Table 2 List of clones with homology to know genes obtained through BLASTN

41

Group Clone Gene Bacteria specie Identities Expected 
value

GenBank 
accession 
numbers

Homologs  to  other 

Bradyrhizobium 

strains

i5

Putative  toxin 

secretion  ABC 

transporter

Bradyrhizobium  sp. 

ORS278

150/186 

(80%)
2e-40

FJ624080

i29

Putative  carboxylase, 

like  RuBisCO,  small 

subunit

Bradyrhizobium  sp. 

BTAi1

76/99 

(76%)
2e-11

FJ624081

Homologs  to  other 

nitrogen-fixing 

bacteria

i150

4-Hydroxybenzoyl-

CoA reductase  alpha-

subunit

Mesorhizobium loti

129/172 

(75%)
1e-15

FJ624082

i170
Conserved 

hypothetical protein

Rhodopseudomonas 

palustris

88/124 

(70%)
5e-07 

FJ624083

ii23
Virulence  factor 

MVIN family protein

Xanthobacter  

autotrophicus Py2

127/183 

(69%)
9e-12 

FJ624084

Homologs to other

non  nitrogen-fixing 

bacteria

i65 Peptidase M19
Sphingopyxis  

alaskensis RB2256

95/124 

(76%)
3e-16 

FJ624085

i157
Conserved 

hypothetical protein

Nitrobacter  

winogradsky

125/164 

(76%)
1e-22 

FJ624086



Figure legend:

Fig.  1  Ethidium  bromide-stained  1.5%  agarose  gel  of  RDA products.  Lane  M  is  1  Kb  Plus  Ladder 

(GibcoBRL); lane 1, first round of RDA products; lane 2, second round of RDA products; lane 3, third round 

of RDA products. Arrow indicates the band that was used for the library construction.

          M        1              2             3
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CAPÍTULO II

Utilização de seqüências únicas de Bradyrhizobium elkanii SEMIA 587 obtidas por 

RDA (Representational Difference Analysis) como marcadores moleculares dessa 

espécie
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Introdução

A aquisição  de  DNA através  de  transferência  gênica  horizontal  (TGH)  entre 

bactérias  é  uma  das  estratégias  evolucionárias  que  contribuem  para  a  formação  da 

diversidade  genética  dos  microrganismos  encontrados  no  solo.  Existem três  processos 

diferentes  pelos quais  a  TGH pode ocorrer:  a  conjugação,  onde  o material  genético  é 

transferido  pelo  contato  entre  as  células;  a  transdução,  onde  o  material  genético  é 

transferido  através  da  infecção  viral;  e  a  transformação,  onde  o  material  genético  é 

absorvido diretamente do ambiente pela célula. Para a transferência gênica obter sucesso o 

DNA exógeno  deve  tornar-se  integrado  no  genoma  bacteriano  ou, de  alguma  forma, 

manter-se estável na célula recipiente (Arber, 2000; Curz e Davies, 2000).

No  Brasil, a  inoculação  massiva  de  bradirrizóbios  gerou  o  estabelecimento  de 

populações na maioria dos solos onde a soja é cultivada. A área do cerrado brasileiro era, 

em princípio, livre de estirpes nativas de bradyrrizóbios. Nestas áreas, estirpes exóticas de 

B. japonicum e B. elkanii foram introduzidas há aproximadamente dez anos. Comparações 

entre as estirpes parentais e as estirpes reisoladas evidenciaram diferenças na morfologia, 

sorologia, fisiologia e na genética destes isolados. Além da variabilidade causada pelas 

condições  ambientais  estressantes  dos  cerrados, a  TGH também  é  responsável  pela 

variabilidade encontrada em estirpes naturalizadas (Barcellos et al., 2007). Outro exemplo 

de transferência gênica entre rizóbios foi relatado por Minamisawa e colaboradores (2002), 

onde a transferência horizontal de genes nod foi verificada entre estirpes de B. japonicum e 

B. elkanii, tanto no solo, quanto em co-cultivo em placas de Petri. 

Atualmente, apenas  quatro  estirpes  são  autorizadas  para  uso  em  inoculantes 

comerciais  no  Brasil,  são  elas:  Bradyrhizobium elkanii SEMIA 587  e  SEMIA 5019 e 

Bradyrhizobium japonicum SEMIA 5079 e SEMIA 5080 (FEPAGRO, 1999).  Giongo  e 

colaboradores (2008)  através  de  análises  por  rep-PCR  e  AFLP  de populações  de 

bradirrizóbios de cinco diferentes localidades envolvidas com o cultivo de soja no Estado 

do Rio Grande do Sul (Ibirubá, Cachoeira do Sul, Santa Rosa, Vacaria e Dom Pedrito) 

verificaram um  grande  nível  de  diversidade  genética  inter  e  intrapopulacional.  Uma 

biblioteca de 417 isolados ambientais de bradirrizóbios, coletados  nas  cinco localidades 

estudadas,  foi  mantida em glicerol  25% e  à  temperature  de -20ºC no  Laboratório  de 

Genética Molecular Vegetal.  Estes isolados serão, posteriormente, classificados em nível 
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de espécie  e serão utilizados na continuidade desse trabalho.  Dessa forma, pretende-se 

utilizar algumas das sequências obtidas da biblioteca de RDA que se mostraram exclusivas 

ao genoma de  B. elkanii para  o desenho de oligonucleotídeos.  Esses  oligonucleotídeos 

servirão  como  marcadores  moleculares  de  B.  elkani e serão  utilizados  com os  DNAs 

extraídos  dos bradirrizóbios ambientais  isolados, a  fim de averiguar-se a ocorrência  de 

TGH entre os genomas destas estirpes, tais como perda e/ou ganho de regiões gênicas.

 

Desenho dos oligonucleotídeos iniciadores

As sequências que originaram os oligonucleotídeos iniciadores foram selecionadas 

de  forma  a  abranger  todos  os  grupos  de  sequências  identificados  no  Capítulo  I  dessa 

Dissertação: grupo com homologia  a  bradirrizobios,  grupo com homologia  a  bactérias 

fixadoras de nitrogênio, grupo com homologia a bactérias não fixadoras de nitrogênio e 

também seqüências  onde não foram encontradas homologias nos  bancos  de dados.  Na 

escolha  das seqüências  que  originaram os  oligonucleotídeos também foram abrangidas 

seqüências  de  genes  já  descritos  e  com  função  conhecida,  seqüências  de  proteínas 

hipotéticas  conservadas  e  o  grupo  de  seqüências  com  função  desconhecida  e  sem 

homologia nos bancos de dados. 

Os  oligonucleotideos  iniciadores  foram  desenhados  pelo  programa  Primer3 

(Primer3: WWW primer tool:http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www.cgi). As 

seqüências que foram escolhidas para o desenho dos oligonucleotídeos iniciadores foram 

as seguintes:

Seqüência homóloga a outra espécie de Bradyrhizobium

Clone I5, gene codificador de um transportador do tipo ABC (secretor putativo de 

toxina), homólogo ao de Bradyrhizobium sp.ORS278, 80% de identidade (150 pb/186 pb), 

valor e de 2e-40, número de acesso no GenBank FJ624080.

 Oligo esquerdo: 5’ GCTCGTCATCGACCAACC 3’;

 Oligo direito: 5’ ACGACGAAACCGAAGCTG 3’;

 Tamanho do produto amplificado: 114 pb.
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Seqüências homólogas a outras espécies de bacterias fixadoras de nitrogênio

a) Clone  II23,  gene  mviN (codificador  de  um  fator  de  virulência  da  família 

MVIN), homólogo ao de Xanthobacter autotrophicus Py2, 69% de indentidade 

(127 pb/183 pb), valor e de 9e-12, número de acesso no GenBank FJ624084.

 Oligo esquerdo: 5’ GGTCGGCGTCACTTCCTAT 3’;

 Oligo direito: 5’ ATCAGGTAGACCGCCTCGAA 3’;

 Tamanho do produto amplificado:162 pb.

b) Clone  I150,  gene  codificador  da  subunidade  alfa  da  4-Hydroxibenzoil-CoA 

redutase, homólogo ao de Mesorhizobium loti, 75% de identidade (129 pb/172 

pb), valor e de 1e-15, número de acesso no GenBank FJ624082.

 Oligo esquerdo: 5’ GCCCCTGCCCTGATATTT 3’;

 Oligo direito: 5’ CGAAGGAAGGCACCAAGG 3’;

 Tamanho do produto amplificado: 125 pb.

c) Clone I170, gene codificador de uma proteína hipotética conservada, homólogo 

ao de Rhodopseudomonas palustris, 70% de identidade (88 pb/124 pb), valor e 

de 5e-7, número de acesso no GenBank FJ624083.

 Oligo esquerdo: 5’ CAGGGAGCCGACGAAGTAT 3’;

 Oligo direito: 5’ TCTTTCGGGATTCGTATTGC 3’;

 Tamanho do produto amplificado: 115 pb.

d) Clone I89, gene codificador de uma proteína hipotética conservada, homólogo 

ao  de Burkholderia  phytofirmans PsJN,  70% de  identidade  (98 pb/127 pb), 

valor e de 9e-18, número de acesso no GenBank FJ624081.

 Oligo esquerdo: 5’ CGGCATCTATGGCTTCGT 3’;

 Oligo direito: 5’ GCGGCAGTGTTGTACCAGAG 3’;

 Tamanho do produto amplificado: 100 pb.

Seqüências homólogas a outras espécies de bacterias não-fixadoras de nitrogênio

a) Clone I65, gene codificador da peptidase M19, homólogo ao de Sphingopyxis  

alaskensis RB2256, 75% de identidade (95 pb/124 pb), valor e de 3e-16, número 

de acesso no GenBank FJ624085.
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 Oligo esquerdo: 5’ CAACCTCGGCAATCTCGAC 3’;

 Oligo direito: 5’ AGCCCGCGACATCATTGT 3’;

 Tamanho do produto amplificado: 86 pb.

b) Clone I157, gene codificador de uma proteína hipotética conservada, homólogo 

ao de Nitrobacter winogradsky, 76% de identidade (125 pb/164 pb), valor   de 

1e-22, número de acesso no GenBank FJ624086.

 Oligo esquerdo: 5’ CAAAGACCAAGGAGGACGAC 3’;

 Oligo direito: 5’ CTGTCTTGGCGAACATCGT 3’;

 Tamanho do produto amplificado: 153 pb. 

 Seqüências sem homologia nos bancos de dados

a) Clone I93, tamanho da seqüência 160 pb.

 Oligo esquerdo: 5’ CTCCATTGACATCTGCAACC 3’;

 Oligo direito: 5’ GCCGAATTCGTCACTCAGTT 3’;

 Tamanho do produto amplificado: 133 pb.

b) Clone I126, tamanho da seqüência 234 pb.

 Oligo esquerdo: 5’ CGAGGTCATCAAGAGCGAGT 3’;

 Oligo direito: 5’ GAGCTCAGGCACAAGTTTCC 3’;

 Tamanho do produto amplificado: 186 pb.

c) Clone I273, tamanho da seqüência 175 pb.

 Oligo esquerdo: 5’ AATTTGCCATTCGCTCCA 3’;

 Oligo direito: 5’ GACAGCTCGACGCTGGAT 3’;

 Tamanho do produto amplificado: 138 pb.

Procedimentos experimentais e Resultados obtidos

Os  oligonucleotideos  iniciadores  foram  testados  usando  os DNAs de 

Bradyrhizobium  elkanii  SEMIA  587  e  B. japonicum USDA  110 como  moldes,  na 

concentração  de  20 ng por  reação.  As reações de  PCR  foram realizadas em  um 

termociclador do  tipo PCR  Express  ThermoHybaid.  As  condições  das  reações  foram: 

tampão 1 X, 0,25 mM de cada dNTP, 2,5 mM de MgCl2, 2 U Taq polimerase (Invitrogen) 
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em um volume final de 25 µl, nas seguintes condições: um ciclo inicial de desnaturação de 

94°C por 5 min., seguido de 30 ciclos de 94°C por 30 seg., 65°C por 30 seg., 72°C por 30 

seg., seguidos de um passo de extensão a 72ºC por 5 min. 

Todos  os  oligonucleotídeos  iniciadores  projetados  amplificaram  uma banda  de 

tamanho esperado quando o DNA de B. elkanii SEMIA 587, foi utilizado como molde. Em 

contraste, quando o DNA de  B. japonicum USDA 110  foi utilizado como molde  não  se 

obteve bandas de amplificação (Figura 1).

A                        B

                 1      2         3         4          5          6      7      8        9       10       11       12       13      14      15    16

Figura 1. Géis de agarose 2% mostrando o resultado das PCRs com alguns dos oligonucleotídeos iniciadores 

(OI) específicos para Bradyrhizobium elkanii SEMIA 587. DNA molde: canaletas 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13 e 15, 

DNA de Bradyrhizobium elkanii  SEMIA 587; canaletas 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 e 16, DNA de B. japonicum 

USDA 110. M) 1 Kb Plus Ladder (GibcoBRL); canaletas 1 e 2: OI i65 (86 pb); canaletas 3 e 4: OI ii23 (168 

pb); canaletas 5 e 6: OI i126 (186 pb); canaletas 7 e 8: OI i150 (125 pb). B) canaletas 9 e 10: OI i89 (100 pb); 

canaletas 11 e 12: OI i150 (125 pb); canaletas 13 e 14: OI i273 (138 pb); canaletas 15 e 16: controle positivo 

OI do gene nifH (314 pb).
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4. Perspectivas

Como  mencionado  anteriormente,  pretende-se  utilizar  os  oligonucleotídeos 

iniciadores nas populações de bradirrizóbios da coleção de amostras ambientais coletadas 

pela  Dra.  Adriana  Giongo  (Giongo  et  al.,  2008)  provenientes  de cinco  localidades 

produtoras de soja do Estado do Rio Grande do Sul: Ibirubá, Cachoeira do Sul, Santa Rosa, 

Vacaria  e  Dom Pedrito,  a fim de verificar  possíveis  alterações genéticas  ocorridas nos 

genomas  dos bradirrizóbios  estabelecidos  nestas  regiões.  Atualmente  esta  coleção  está 

sendo recuperada do glicerol e os isolados ainda viáveis  estão sendo cultivados em meio 

LM e submetidos a extração de DNA. Posteriormente tais isolados serão classificados em 

nível de espécie, através do método descrito por Giongo e colaboradores (2007).
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5. Considerações Finais

A escolha de se comparar os genomas de  Bradyrhizobium elkani SEMIA 587 e 

Bradyrhizobium japonicum USDA 110 deu-se pelo fato dessa última possuir o seu genoma 

totalmente  seqüênciado  e  provou  ser  uma  alternativa  eficaz.  Como  o  genoma  de  B. 

japonicum USDA 110 está disponível nos bancos de dados, uma comparação direta pôde 

ser realizada. Essa comparação com o genoma do  driver permitiu a rápida validação da 

técnica  de  RDA,  não  sendo  necessário  realizar  a  validação  com  experimentos  mais 

trabalhosos, como o Southern-blot. Informações adicionais também foram obtidas, como, 

por exemplo: a existência de regiões do  tester que somente são homólogas ao DNA do 

driver e  a  de  nenhum DNA de  outra  bactéria.  É  o  caso  dos  clones  i92  e  i184,  que 

apresentaram homologias com genes codificadores de proteínas reguladoras da transcrição. 

O número total de seqüências não redundantes obtidas através da técnica de RDA 

foi o de 200 seqüências, mas este ainda não é o número final, visto que mais clones ainda 

podem ser seqüenciados até que toda a biblioteca seja esgotada. Estas 200 seqüências não 

redundantes  foram  originadas  do  agrupamento  de  234  seqüências  iniciais,  ou  seja,  a 

redundância atual foi de aproximadamente 15%. 

A técnica de RDA revelou 46 seqüências sem homologia a B. japonicum. Destas, 

39 não apresentaram homologia com nenhuma seqüência descrita nos bancos de dados e 

sete mostraram homologia com seqüências de genes que codificam proteínas, alguns deles 

com função conhecida. Pode-se citar, por exemplo: o gene codificador de um transportador 

ABC (hlyB like protein) de Bradyrhizobium sp. ORS278, o gene que codifica a subunidade 

alfa  da  4-Hydroxibenzoil-CoA  redutase  de  Mesorhizobium  loti; o  gene  mviN de 

Xanthobacter autotrophicus Py2, o gene que codifica a peptidase M19 de Sphingopyxis  

alaskensis  RB225, e o gene que codifica a carboxilase de Bradyrhizobium sp. BTAi1. Os 

dois clones remanescentes obtidos pela técnica de RDA foram ambos classificados como 

codificadores de proteínas hipotéticas conservadas, ainda sem função predita. Um deles é 

homólogo a  uma região do genoma de  Rhodopseudomonas palustris e  o  outro,  a  uma 

região do genoma de Nitrobacter winogradskyi. 

As bactérias, em geral, possuem uma grande variedade de mecanismos para resistir 

a ação de agentes tóxicos, tais como: reações enzimáticas com β -lactamase, que hidroliza 

o anel β -lactâmico dos antibióticos, mutações no alvo das drogas para diminuir a afinidade 
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com a mesma, e, também, a capacidade de reduzir a permeabilidade do envelope celular. 

Um exemplo deste último mecanismo é o uso de transportadores que pertencem ao grupo 

da superfamília ABC, que utilizam a energia da hidrólise do ATP para expelir uma grande 

variedade de substâncias para fora  da célula.  Duas únicas  seqüências que podem estar 

envolvidas com a resistência aos antibióticos foram encontradas neste trabalho. Uma delas 

representa o gene que codifica a peptidase M19, que possui a habilidade de clivar o anel β -

lactâmico de antibióticos do tipo penem e carbapenem, como, por exemplo, a carbenicilina. 

O outro gene que pode estar envolvido com a resistência a antibióticos é o transportador 

ABC  (hlyB like  protein)  que,  como  dito,  pode  estar  envolvido  com  a  exportação  de 

moléculas nocivas para fora de célula. 

O gene que codifica uma proteína semelhante à RuBisCo encontrado em B. elkanii 

SEMIA 587 é homólogo ao gene que codifica uma Rubisco de classe I de Bradyrhizobium 

sp.  BTAi1,  uma  bactéria  fotorganomixotrófica.  Essa  classe  de  RuBisCo  tem  uma 

reconhecida função autotrófica fixadora de CO2. Esta é a primeira evidência de um gene 

envolvido na síntese de uma Rubisco na estirpe de estudo. Testes serão necessários para 

avaliar  a  funcionalidade  deste  gene  em  B.  elkanii SEMIA  587,  sua  capacidade 

fotossintética e fixadora de CO2. 

A possibilidade da técnica RDA de identificar seqüências únicas foi  confirmada 

neste trabalho, visto que vários fragmentos de DNA únicos ao DNA tester foram obtidos. 

Alguns  desses  genes,  como  já  mencionado,  podem  estar  envolvidos  em  mecanismos 

relacionados à resistência a antibióticos, motilidade, fotossíntese e transporte. Esses genes 

poderiam ser responsáveis por algumas das diferenças fenotípicas observadas entre essas 

as espécies de bactérias comparadas. Estudos futuros serão necessários para confirmar a 

expressão e funcionalidade dos produtos gênicos preditos. 

A partir  das  seqüências  únicas  obtidas  por  RDA,  oligonucleotídeos  iniciadores 

foram desenhados e testados usando como molde os DNAs genômicos de B. elkanii e B. 

japonicum. Foram obtidas amplificações somente com o DNA de  B. elkanii,  indicando a 

presença das  seqüências  somente no DNA  tester e  sua ausência  no DNA  driver.  Estes 

oligonucleotídeos  iniciadores  serão muito úteis  na caracterização  de novos isolados  de 

bradirrizóbios e também para verificar a aquisição de DNA através de transferência gênica 

horizontal entre os bradirrizóbios analisados.
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