Universidade
Estadual de LondRrina

MARCEL TAKAHIRO MORIWAKI

CARACTERIZACAO FILOGENETICA DE RIZOBIOS
ISOLADOS DE PLANTAS NAO-LEGUMINOSAS

Londrina
2017



MARCEL TAKAHIRO MORIWAKI

CARACTERIZACAO FILOGENETICA DE RIZOBIOS
ISOLADOS DE PLANTAS NAO-LEGUMINOSAS

Dissertacao apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Biotecnologia da Universidade
Estadual de Londrina como requisito para a
obtencéo do titulo de Mestre em Biotecnologia.

Orientador: Prof. Dr. André Luiz Martinez de
Oliveira

Londrina
2017



Ficha de identificacio da obra elaborada pelo autor, através do Programa de Geracao
Automatica do Sistema de Bibliotecas da UEL

Maoriwaki, Marcel Takghiro. . .
CARACTERIZACAO FILOGENETICA DE RIZOBIOS ISOLADOS DE
PLANTAS NAO-LEGUMINOSAS. / Marcel Takahiro Moriwaki. - Londrina,
2017.
107 1.

Ornientador: André Luiz Martinez de Oliveira.

Dissertacio (Mestrade em Biotecnologia) - Universidade Estadual de
Londrnina, Centro de Ciéncias Exatas, Programa de Pds-Graduagio em
Biotecnologia, 2017.

Inclui bibliografia.

1. Multilocus Sequence Analysis (MLSA) - Tese. 2. Plantas ndo-leguminosas -
Tese. 3. Microrganismos do género Rhizobium - Tese. 4. Filogenia - Tese. |
Qliveira, André Luiz Martinez de. Il. Universidade Estadual de Londrina. Centro de
Ciéncias Exatas. Programa de Pos-Graduacao em Bictecnologia. I11. Titulo.

CDU 66




MARCEL TAKAHIRO MORIWAKI

CARACTERIZACAO FILOGENETICA DE RIZOBIOS
ISOLADOS DE PLANTAS NAO-LEGUMINOSAS

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-
Graduacdo em Biotecnologia da Universidade
Estadual de Londrina como requisito para a
obtencao do titulo de Mestre em Biotecnologia.

BANCA EXAMINADORA

Orientador: Dr. André Luiz Martinez de Oliveira
Universidade Estadual de Londrina — UEL

Dra. Elisete Pains Rodrigues
Universidade Estadual de Londrina — UEL

Dra. Daniele Sartori
Universidade Estadual de Londrina — UEL

Londrina, 12 de junho de 2017.



AGRADECIMENTOS

Agradeco aos avos, que sempre lutaram para o bem da minha familia, pessoas
de grande importancia na minha vida e de quem sinto muitas saudades.

Aos meus queridos pais Hiro e Alice, pois sem eles nada seria possivel. Por todo
amor, educacao e ensinamentos proporcionados durante todos esses anos. Por
todas as horas de trabalho incansaveis, dedicadas exclusivamente a me oferecer
as melhores condicGes durante toda minha vida pessoal e académica. Devo tudo
a eles! Essa conquista também é de voceés!

Ao meu irmao Raphael, meus familiares e amigos que sempre estiveram ao meu
lado, me apoiando e aconselhando em todos os momentos.

Agradeco ao meu orientador, Prof. Dr. André Luiz Martinez de Oliveira, uma das
principais pessoas responsaveis pela conclusdo deste trabalho, por sua
paciéncia e tolerancia diante de minhas atitudes. Por todo seu conhecimento,
experiéncia e ideias compartilhadas, dedicando uma parte de seu tempo a mim.
Saiba que sempre terd meu reconhecimento e admiragdo por ser um profissional
extremamente competente e uma 6tima pessoa. Minha eterna gratiddo por me
orientar durante esses anos.

A Dra. Mariangela Hungria por conceder o laboratério para realizar o0s
experimentos, ao Dr. Renan Augusto Ribeiro, Dra. Jakeline Delamuta,
Doutoranda Luisa Helene, Dra. Rebeca Dallagnoll por cederem seus tempos
para me ajudar, por todo aprendizado e sabedoria transmitida. E a todos do
Laboratério de Biotecnologia Vegetal da Embrapa Soja que colaboram para a
realizacéo desse trabalho.

A Dra. Diva de Souza Andrade por seu conhecimento e disponibilizar seu tempo
para constituir a banca examinadora, aos colegas Amanda, Camila, Karina, Maria
e Monica, ao Nelson, todos os professores, funcionérios da pés —graduacdo em
Biotecnologia da Universidade Estadual de Londrina e pessoas que contribuiram
de alguma com o trabalho. Muito Obrigado!



MORIWAKI, Marcel Takahiro. Caracterizacéo filogenética de rizébios isolados de
plantas n&do-leguminosas. 2017. 108 f. Dissertagdo (Mestrado em Biotecnologia) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2017.

RESUMO

Os rizébios sao microrganismos de grande importancia para a manutencao da vida
no planeta, principalmente por realizarem a fixacao biolégica de nitrogénio (FBN) em
plantas leguminosas por meio de uma relacdo simbidtica entre a planta hospedeira e
0 microrganismo. Além disso, atuam como bactérias associativas na promocao do
crescimento de plantas ndo-leguminosas por outros mecanismos. A possibilidade
dos rizobios serem aplicados como inoculantes em diversas culturas torna a
caracterizacdo taxondémica e filogenética de grande relevancia em estudos de
identificacdo de espécies de interesse agricola. O gene 16S RNAr é considerado o
principal marcador utilizado em estudos de filogenia, porém, outras analises também
sdo recomendadas para um resultado mais preciso, como a metodologia MLSA
(Multilocus Sequence Analysis). Este estudo teve como objetivo analisar a relacdes
filogenéticas de 25 estirpes do género Rhizobium, isoladas a partir de plantas nao-
leguminosas como tomate (Solanum lycopersicum) e lulo (Solanum quitoense)
cultivadas em diferentes tipos de solos e também, obtidas diretamente de solos com
manejos distintos. Para o trabalho foram escolhidos os genes housekeeping ginll,
recA e rpoA, além do gene 16S RNAr. Os resultados foram analisados a partir de
uma arvore filogenética gerada com as sequéncias das estirpes dos genes
individuais e concatenados. Todas as arvores apresentaram uma divisdo de 3
grupos, onde se pdde observar uma alta diversidade intraespecifica e uma relacéo
no posicionamento entre os microrganismos estudados e as plantas hospedeiras
com seus respectivos solos. Os grupos 1 e 3 se destacaram por compreender o
maior numero de estirpes com potencial de representar uma nova espécie do género
Rhizobium. Esta hipotese foi elaborada com base no posicionamento caracteristico
de novas espécies assumido pelos microrganismos estudados nas arvores geradas
e nos valores de identidade nucleotidica comparados com os valores de referéncia
relatados por outros autores, porém analises complementares sdo necessarias para
chegar a confirmagdo de um microrganismo inédito. Com os resultados se
estabeleceram por meio da eficiente metodologia MLSA, as relagfes filogenéticas
entre as estirpes do estudo que apresentaram alta similaridade e homologia, com
grande chance de representarem novas espécies, contribuindo assim, para a
elaboracao de futuros trabalhos de descricdo de espécies de Rhizobium.

Palavras-chave: MLSA; plantas n&o-leguminosas e Rhizobium.



MORIWAKI, Marcel Takahiro. Phylogenetic characterization of rhizobia isolated
from non-leguminous plants. 2017. 108 p. Dissertation (Master’ s degree in
Biotechnology) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2017.

ABSTRACT

Rhizobia are microorganisms of great importance for the maintenance of life on the
planet, mainly for the biological fixation of nitrogen (BNF) in leguminous plants
through a symbiotic relationship between the host plant and the microorganism. In
addition, they act as associative bacteria in promoting the growth of non-leguminous
plants by other mechanisms. The possibility of rhizobia being applied as inoculants in
several cultures makes the taxonomic and phylogenetic characterization of great
relevance in studies of identification of species of agricultural interest. The 16S RNAr
gene is considered the main marker used in phylogeny studies, but other analyzes
are also recommended for a more accurate result, such as MLSA (Multilocus
Sequence Analysis) methodology. The objective of this study was to analyze the
phylogenetic relationships of 25 strains of the genus Rhizobium, isolated from non-
leguminous plants such as tomato (Solanum lycopersicum) and lulo (Solanum
quitoense) cultivated in different types of soils and also obtained directly from soils
different managements. For the work, housekeeping genes ginll, recA and rpoA,
besides the 16S RNAr gene, were chosen. The results were analyzed from a
phylogenetic tree generated with the sequences of the strains of the individual and
concatenated genes. All the trees presented a division of 3 groups, where a high
intraspecific diversity and a relationship in the positioning between the studied
microorganisms and the host plants with their respective soils could be observed.
Groups 1 and 3 were distinguished because they comprise the largest number of
strains with potential to represent a new species of the genus Rhizobium. This
hypothesis was elaborated based on the characteristic position of new species
assumed by the microorganisms studied in the generated trees and in the values of
nucleoid identity compared with the reference values reported by other authors, but
complementary analyzes are necessary to arrive at the confirmation of an
unpublished microorganism. With the results, the phylogenetic relationships between
the strains of the study that showed high similarity and homology were established
through the efficient MLSA methodology, with a high probability of representing new
species, thus contributing to the elaboration of future studies of Rhizobium species.

Keywords: MLSA; non-leguminous plants and Rhizobium.
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1 INTRODUCAO

Pesquisas que visam a descricdo da biodiversidade presente
na natureza apresentam grande potencial biotecnoldgico. Porém, a grande
maioria dos organismos vivos sdo ainda desconhecidos pelo ser humano,
principalmente virus, fungos e bactérias. Estima-se que apenas 10% dos
organismos procariotos foram descritos e estocados em cole¢des de culturas
no mundo todo. A pesquisa da diversidade microbiana, mediante estudos
taxondmicos, representa um amplo campo de pesquisas que possibilita o
entendimento das relacdes e processos que 0S organismos medeiam em um
determinado ecossistema (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).

A descricdo de espécies pertencentes ao género Rhizobium é
de grande interesse devido ao importante papel exercido por essas bactérias, a
fixacdo biolégica do nitrogénio (FBN), que ocorre principalmente em plantas do
tipo leguminosas. Porém, outra habilidade tem chamado a atencdo, a
capacidade destes microrganismos atuarem na promocao do crescimento
vegetal em associacdo com plantas n&o-leguminosas através de outros
mecanismos, como a producdo de fito horménios, sideréforos, antibidticos,
assimilacdo de nutrientes e protecdo do hospedeiro contra fito patdégenos
(JAMES & BALDANI, 2012).

O género Rhizobium pertence a familia Rhizobiaceae, que é
constituida atualmente por oito géneros: Rhizobium, Agrobacterium,
Carpophilus, Chelatobacter, Sinorhizobium (=Ensifer), Allorhizobium, Kaistia e
Shinella (KUYKENDALL 2005; PARTE, 2014). Inicialmente, o género
Rhizobium era conhecido por agrupar bactérias capazes de nodular e fixar
nitrogénio (N) em relacbes simbidticas com plantas da familia Leguminosae
(BODDEY et al., 2003; BALDANI E BALDANI, 2005; FRANCHE et al., 2009).
Nos ultimos anos, porém, foram isolados bactérias do género Rhizobium em
associacdo com plantas ndo-leguminosas, encontradas colonizando tanto a
regido rizosférica, quanto interior (endofiticas) ou superficie (epifiticas) dos
tecidos vegetais.

A taxonomia de procariontes tem como objetivo, classificar,
nomear e identificar os microrganismos. A classificagdo & definida como o

arranjo dos organismos em grupos taxondmicos e se baseia na similaridade de
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caracteristicas fenotipicas e genotipicas. A nomenclatura refere-se ao nome
das unidades ou taxon definidas na classificacdo, seguindo o Caodigo
Internacional para Nomenclatura de Bactérias (LAPAGE et. al.,, 1992). A
identificacdo é o processo de determinagdo segundo caracteristicas, se um
organismo pertence a uma das unidades definidas pela classificacdo e
nomenclatura (VANDAMME et al., 1996). Atualmente, a taxonomia polifasica
tem sido a estratégia empregada para a descricdo bacteriana, que consiste na
integracdo de dados e informacfes fenotipicas, genotipicas e filogenéticas
(MOORE et al., 2010).

Os estudos filogenéticos se fundamentam na similaridade das
sequéncias génicas para estabelecer as relagdes evolutivas dos organismos.
Os dados obtidos sdo analisados por softwares de bioinformatica e os
resultados reproduzidos na forma de dendograma ou arvores filogenéticas. O
sequenciamento do gene 16S rRNA é considerado a principal analise para
estabelecer as relacbes filogenéticas de microrganismos, porém, nao é
suficiente para a distingdo de estirpes proximamente relacionadas. Para suprir
essa necessidade, a técnica Multilocus Sequence Analysis (MLSA) tem sido
indicada. No MLSA, as sequéncias de genes housekeeping, que sdo esséncias
para metabolismo dos microrganismos, sdo comparadas individualmente e
concatenadas para a montagem das arvores filogenéticas.

Pelo fato dos microrganismos do género Rhizobium
apresentarem maior preferéncia por plantas leguminosas e serem encontrados
em maior nimero nesse tipo de planta hospedeira, a identificacdo e aplicacéo
destes microrganismos em plantas néo-leguminosas tornou-se um grande
desafio encarado pelo grupo de pesquisa liderado pelo professor Dr. André
Luiz Martinez de Oliveira. Seguindo esta linha de pesquisa, o estudo foi
elaborado visando esclarecer as relacdes filogenéticas de estirpes de
Rhizobium isoladas de plantas nado-leguminosas, dando continuidade ao
trabalho de Zuluaga e colaboradores (2015), onde estes microrganismos foram
isolados a partir de amostras de solo, raizes de tomate (Solanum lycopersicum)
e lulo (Solanum quitoense) cultivados em solos de diferentes tipos de manejo
obtidos na fazenda escola da Universidade Estadual de Londrina.

Os resultados poderao ser utilizados em trabalhos posteriores

com o objetivo de identificagdo de novas espécies de microrganismos e a
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elaboracdo de produtos comerciais com aplicacdo na agricultura, visando a
menor utilizacdo de fertilizantes quimicos e contribuindo desta forma, para o

desenvolvimento biotecnolégico e agronémico de maneira sustentavel.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Determinar as relacdes filogenéticas de bactérias do género
Rhizobium, isoladas de plantas ndo-leguminosas, como tomate (Solanum
lycopersicum), lulo (Solanum quitoense) e do solo.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Sequenciar o gene 16S RNAr e os genes housekeeping ginll,

recA e rpoA para o posicionamento taxonémico das bactérias do género

Rhizobium, por meio da técnica MLSA.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 IMPORTANCIA E CONTRIBUICAO DA FBN NA AGRICULTURA.

O nitrogénio (N) € um elemento essencial a vida, presente
em muitas biomoléculas como acidos nucléicos, enzimas, proteinas, DNA e
RNA (FERGUSON, 1998; SMIL, 2004). Na natureza, o N existe principalmente
sob a forma gasosa e constitui aproximadamente 78% da atmosfera. Sendo
considerado, um dos elementos mais limitantes para o desenvolvimento dos
ecossistemas (DALTON & KRAMER, 2006).

A maioria dos organismos obtém o N sob as formas de amonia
(NHs) ou nitrato (NOs -) (CHENG, 2008; CANFIELD, 2010; THAMDRUP, 2012).
Desse modo, para que o N seja utilizado por organismos como plantas e
conseguentemente pelos animais, primeiro o N precisa ser incorporado no solo,
onde este processo ocorre atraveés das seguintes maneiras: pela aplicacao de
fertilizantes quimicos nitrogenados produzidos industrialmente pelo processo
Haber-Bosch (HABER, 1923; SMIL, 2004), através de processos geoquimicos
como relampagos (GRUBER, 2008) e pela fixacdo biolégica de nitrogénio
(FBN), tornando-o assim assimilavel pelas plantas, onde este N permanece no
solo pela decomposicdo da matéria organica.

A FBN ocorre através da acdo da enzima nitrogenase (BURK,
LINEWEAVER, HORNER; 1934), encontrada em um grupo de microrganismos
denominados diazotréficos (MCGLYNN, BOYD, PETERS, ORPHAN; 2013).
Entre os microrganismos diazotréficos, se destacam os rizobios, bactérias que
fixam o N em diversos tipos de plantas em diferentes graus de especificidade.
Os rizébios podem ser encontrados em vida livre, associados ou na maioria
das vezes estabelecendo relagbes simbiodticas com plantas leguminosas. O N
encontrado no ambiente sob a forma de N2, é relativamente inerte, devido a
estabilidade da tripla ligacdo entre os dois atomos que o tornam inacessivel
para os eucariotos (MACKAY, 2004; JIA, 2014). Desse modo, a FBN catalisada
pela enzima nitrogenase, torna o N assimilavel para as plantas e assim para os
eucariotos atraves da alimentacéo.

A nitrogenase € constituida por um complexo enzimatico de

duas proteinas: o componente redutase, onde o Ferro (Fe) esta presente e o
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componente catalitico, composto pelo complexo Ferro Molibdenio (MoFe). A
atividade enzimética para a reducdo do nitrogénio gasoso (N2) em amonia
(NH3) é um processo dependente de altos niveis de ATP (BURGESS, 1996;
SEEFELDT, 2009), porém em condicdbes aerObicas a enzima ¢é
irreversivelmente inativada, necessitando de mecanismos de protecdo por
parte de microrganismos aerobios a fim de evitar a perda da atividade
catalitica.

A FBN tem um profundo impacto econémico e ecoldgico,
devido o N representar o nutriente que mais limita a producédo agricola em todo
o mundo (SMIL, 2004). Para contornar essa limitacao foi desenvolvido ha cerca
de 100 anos atras, um processo industrial para a producédo de fertilizantes
quimicos nitrogenados, conhecido como Haber-Bosch (STOLTZENBERG,
2014). Este processo foi essencial para a producdo agricola mundial e para o
desenvolvimento da sociedade, pois quase metade da populacdo humana
poderia n&o existir sem a sua aplicacao.

Apesar da grande importancia do processo Haber-Bosch,
muitos problemas estdo associados com a sua pratica. Por ser um processo
industrial e exigir elevadas condi¢cbes de temperatura (350-550 ° C) e pressao
(250-350 atm) (BRUINJIN, 2015), o procedimento necessita de alta demanda
energética, cerca de 3% a 5% de gas natural anualmente (MYROLD &
BOTTOMLEY, 2007). Além disso, hd uma grande liberacdo de dioxido de
carbono (CO2) durante as etapas de producdo, em torno de 275 milhdes de
toneladas por ano (RAZON, 2014). Outra adversidade € a baixa eficiéncia de
fertilizantes nitrogenados, em que apenas 60% é incorporado pelas culturas e
40% perdido pela lixiviacdo (GALLOWAY, 2004; ERISMAN et al., 2008). O N
nao aproveitado das plantacdes pode levar a eutrofizacdo de rios e lagos,
induzindo a liberacé&o de oxido nitroso (N20), um gas extremamente toxico com
potencial 300 vezes superior ao CO2 em intensificar o aquecimento global
(GRESSHOFF, 2014). Dessa maneira, a FBN se mostra uma 6tima opc¢ao para
um menor consumo energético e consequentemente, diminuicdo da poluicdo
gerada pelo processo Haber-Bosch.

Globalmente, estima-se que 200 milhdes de toneladas de N
Sao necessarios anualmente para as culturas agricolas, das quais cerca de 170

milhdes de toneladas provém pelo processo industrial Haber-Bosch
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(CANFIELD et al. 2010). Estudos apontam que aproximadamente 140 milhdes
de toneladas de N atmosférico sdo biologicamente fixados por ano
(HERRIDGE et al., 2008), porém a maior parte, aproximadamente 100 milhdes
de toneladas, resulta da fixacdo biol6gica em ecossistemas naturais terrestres
(GALLOWAY, DENTENER, CAPONE; 2004). Entdo a FBN em culturas
agricolas, representa ainda uma pequena porcdo do total deste processo.
Pesquisas indicam para o ano de 2018, um aumento de cerca de 18% no
consumo de fertilizantes nitrogenados para América Latina (FAO, 2015).

Se uma reducdo de 10 % do uso de fertilizantes quimicos
nitrogenados ocorrerem até 2020 na Unido Européia, uma economia de quase
US$ 20 bilhdes sera obtida. O valor podera ser ainda maior, levando em
consideracdo 0s custos totais economizados com a preservagdo do meio
ambiente (GOOD, BEATTY, 2011; NG et al, 2013). No Brasil, a FBN contribui
com uma economia de aproximadamente US$ 7 bilhGes anuais em culturas de
soja (EMBRAPA, 2015). No caso da cana-de-agucar, a economia gerada
corresponde a cerca de R$ 200 milhées por ano, se for considerado que
processo de FBN contribui com cerca de 65% do N fixado nesta cultura (REIS
et al, 2006).

Em areas do mundo onde ha pouco ou nenhum acesso a
fertilizantes nitrogenados, a FBN é uma 6tima alternativa para aumentar a
produtividade e assim, diminuir a fome e a pobreza. Em areas com acesso a
fertilizantes, a FBN reduziria os danos ambientais provocados pela
dependéncia de adubos quimicos. Ao considerarmos os desafios que producéo
de alimentos enfrentard, necessitaremos de métodos que permitam o aumento
da producédo agricola, mas que sejam economicamente viaveis e sustentaveis
simultaneamente. A dependéncia de insumos quimicos na agricultura pode néo
ser suportavel a longo prazo, tornando a FBN uma prética a ser cada vez mais
empregada, afim de contornar este problema.

A FBN tem se mostrado indispenséavel para a sustentabilidade
da agricultura brasileira, haja vista o fornecimento de nitrogénio as culturas
resultando em maior economia e menor impacto ambiental (HUNGRIA et al.,
2007). Sendo assim, a FBN € uma das principais alternativas para aumentar a

produtividade agricola, para suprir a demanda de alimentos futuramente, e
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reduzir os problemas ambientais e econdémicos ligada a utilizacdo de

fertilizantes quimicos nitrogenados.

3.2 RIZOBIOS E LEGUMINOSAS

Leguminosae ou Fabaceae, familia das plantas leguminosas,
compreendem cerca de 750 géneros e 19.000 espécies, sendo divididas em
trés subfamilias (Caesalpinioideae, Mimosoideae e Papilionoideae). As
leguminosas séo plantas que apresentam flores e produzem vagens, podendo
ocorrer sob diversas formas como ervas dicotiledoneas, arbustos, cipoés,
trepadeiras lenhosas ou arvores em habitats terrestres e ocasionalmente em
meios aquaticos (LEWIS et al., 2005).

As plantas leguminosas incluem espécies de grados e
pastagens importantes para consumo humano e animal, podendo ser utilizadas
também para a producéo de papel, como combustivel, elaboracdo de produtos
quimicos e medicamentos, e para fins ornamentais (LEWIS et al., 2005).
Algumas leguminosas de importancia nutricional humana e animal incluem as
espécies Arachis hypogaea (amendoim), Glycine max (soja), Phaseolus
vulgaris (feijdo) e Pisum sativum (ervilha). Outras plantas leguminosas tém um
grande valor agricola e ecol6gico, como as espécies Vicia spp. (ervilhaca)
utilizada na adubacéo verde e Trifolium repens (trevo branco) cultivada em
associacdo com gramineas para favorecer a entrada N em pastagens
(ANDREWS et al, 2007, 2011 e RIVAS et al, 2009; SPRENT, 2009).

Os rizobios apresentam grande afinidade por plantas do tipo
leguminosas. Estes microrganismos colonizam a rizosfera de plantas
leguminosas, infectam as suas raizes e fixam biologicamente o N (nitrogénio).
A FBN é estabelecida através de uma relagdo simbidtica entre os rizébios e
planta hospedeira (SOHRABI et al.; 2012 e ESKIN; 2012). A simbiose & um tipo
de mutualismo, relacdo em que ambos os organismos se beneficiam. Ela &
considerada uma das mais importantes interacbes entre plantas e
microrganismos na natureza, pois desempenham um papel essencial no ciclo
do nitrogénio (DIOGNON-BOURCIER et al.,, 2000 e LUPWAYI, KENNEDY,
CHIRWA,; 2011).
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A fixacdo do N por rizobios resulta na formacédo de nddulos
caracteristicos nas raizes de leguminosas. Estes nodulos tem a funcédo de
proteger intracelularmente os rizébios, e enquanto recebem o carbono da
planta hospedeira, os microrganismos fornecem em troca o N que a planta
necessita, estabelecendo assim, uma relacdo simbiética entre 0s organismos
(POOLE et al, 1994; HALVERSON e STACEY, 1986). O processo de
nodulacdo e fixacdo de N depende da capacidade de sobrevivéncia,
competitividade e eficiéncia das espécies de rizobios. No solo, varios fatores
interferem na eficiéncia do processo, como temperatura, luz e a interacdo com
outros microrganismos presentes na rizosfera (PREVOST et al, 2003;
HUNGRIA e KASCHUK, 2014). O sucesso da simbiose depende também de
um esfor¢o muito coordenado entre hospedeiro e a bactéria, em razdo de uma
troca de sinais moleculares especificos entre os dois organismos (PARNISKE e
DOWNIE; 2003).

A cultura de leguminosas necessitam de 35% a 60% menos
fertilizantes nitrogenados em comparagdo com plantas nao-leguminosas,
reduzindo substancialmente o requisito de N a partir de fontes externas, gracas
a FBN (JENSEN et al.,, 2012; BHATTACHARYYA e JHA, 2012). Estudos
demostraram que a contribuicdo da simbiose varia de 13 a 360 kg N ha?,
sendo muito maior que sistemas nao-simbiéticos (10 a 160 kg N hal), tornando
ainda mais evidente a eficiéncia da FBN em leguminosas (BOHLOOL et al.,
1992). Foi relatado que a quantidade de N fixado em culturas de leguminosas,
como amendoim variou de 126 a 319 kg N ha, soja de 33 a 643 kg N ha' e
feijdo-caupi de 25 a 100 kg N ha! (PEOPLES e CRASWELL, 1992).

A FBN contribui também com o crescimento de plantas néo-
leguminosas por ser muito empregado na rotacao de culturas para enriquecer o
solo com N. Desta maneira, a FBN é uma Otima opcdo para suprir as
necessidades de N de uma maneira eficiente e barata, tanto em culturas
leguminosas quanto nao-leguminosas (ROYCHOWDHURY, BANERJEE,
SOFKOVA e TAH; 2013).

Além de favorecer o desenvolvimento das culturas agricolas e
beneficiar agricultores (HARU e ETHIOPIA, 2012), a simbiose promove o
aumento do teor de proteinas em leguminosas, que € vital para a dieta

principalmente de comunidades pobres que as utilizam como alimento
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principal. Consequentemente, a exploracdo da FBN contribui para melhor
nutricdo do solo e saide humana (POPELKA et al., 2004).

3.3 ESPECIFICIDADE NA SIMBIOSE RIZOBIO-LEGUMINOSA.

A especificidade na simbiose se refere a capacidade que as
espécies de rizébios possuem em estabelecer uma relagéo simbiética com uma
espécie de planta leguminosa exclusiva, ou seja, em alguns casos a planta
hospedeira tem o seu préprio parceiro simbidtico (GYORGYPAL, IYER e
KONDOROSI; 1988). O estudo da especificidade permite entender de que
maneira é estabelecida a simbiose e, a partir disso, desenvolver formas para
que este processo ocorra em plantas e microrganismos incapazes de
estabelecer esta relacdo. A capacidade de fixar biologicamente o N evoluiu em
diversas linhagens de rizobios, porém, ndo sédo todas as plantas do tipo
leguminosa capazes de estabelecer uma relacdo simbidtica, atualmente séo
conhecidas aproximadamente 12 mil espécies de leguminosas com esta
capacidade.

A simbiose € desencadeada por privacdo de nitrogénio (N) na
planta hospedeira, que seleciona 0 seu parceiro rizébio entre bilhdes de
bactérias na rizosfera. A maioria das leguminosas sdo conhecidas por serem
promiscuas, isso significa que elas podem ser noduladas por diferentes
espécies de rizébios. Entretanto, algumas espécies sdo extremamente
restritivas, aceitando apenas uma pequena parcela de simbiontes.

A taxonomia de rizbbios nao reflete globalmente as
caracteristicas simbidticas como a sua gama de plantas hospedeira. Por
exemplo, embora a espécie Sinorhizobium sp.NGR234 nodule 232 espécies de
leguminosas, de 112 géneros distantes, algumas estirpes de R. leguminosarum
bv. viciae ndo nodulam plantas especificas como a ervilha (Pisum sativum)
(OVTSYNA et al, 1998; MASSON-BOIVIN et al, 2009).

A utilizacdo de algumas estirpes de rizobios na forma de
inoculantes falharam em varios ambientes, devido a razes como a alta
especificidade da planta hospedeira com determinado microrganismo
(STREETER, 1994). A combinacéo perfeita entre leguminosas e 0 seu parceiro

rizobio, resulta na formacdo de nodulos efetivos que apresentam como
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caracteristica uma coloracéao interior avermelhada, demonstrando o sucesso da
fixacdo de N (SIRONVAL, BONNIER e VERLINDEN; 1957). Se a inoculacéo
ocorrer de maneira imperfeita, nédulos ineficazes podem ser formados,
consequentemente, a FBN ndo ocorrerda (GWATA, WOFFORD, BOOTE, e
MUSHORIWA, 2004).

A especificidade € estabelecida tanto nas fases iniciais, de
interacdo associada a infecgdo bacteriana e formagéo de nodulos, quanto nas
fases tardias relacionadas a fixacdo de N. A combina¢do de uma ampla gama
de compostos secretados por ambas, planta e bactéria, € o componente chave
para estabelecer simbiose, onde o reconhecimento do exsudato caracteristico
da raiz (flavonoides), por parte do rizébio, e a estrutura do fator de nodulacdo
(FN), por parte da planta, determinam o hospedeiro e 0 seu microrganismo
simbionte (HARU e ETHIOPIA, 2012).

Uma vez que o primeiro passo € a exsudacao de flavonoides
pela planta, esta etapa pode ser considerada a mais importante. Estes
exsudados sdo continuamente secretados na rizosfera, mas o numero e
concentracdo destes compostos aumentam quando as bactérias compativeis
sdo detectadas pela planta hospedeira (ZAAT et al, 1989; DAKORA et ai, 1993,
HASSAN e MATHESIUS, 2012).

Os flavonoides variam de acordo com as espécies vegetais e
s6 sdo reconhecidos por determinadas espécies de rizobios, conferindo assim,
o primeiro nivel de especificidade simbi6tica (HASSAN e MATHESIUS, 2012).
Alguns flavonoides secretados por plantas leguminosas sdo a genisteina e
daidzeina, isoflavonas produzidos pela soja e a flavona 7,4 dihidroxiflavona
(DHF), sinal originado pelo trevo branco. Apos a identificacdo dos flavonoides
pelos rizébios, uma atracdo quimiotatica inicial € estabelecida, seguida pela
sintese do “sinal de retorno” chamado de Fator de Nod (DENARIE et al., 1996).

O reconhecimento bacteriano dos flavonoides proporciona a
oportunidade de escolha das plantas, promovendo a expressdo de genes
simbidticos de uma cepa especifica de rizobio (SPAINK, 2000). Estes sinais
ativam trés grupos principais de genes de nodulacdo nas bactérias, os genes
nodABC presentes em quase todos os rizobios (GIRAUD et al., 2007),
envolvidos na sintese da estrutura basica dos Fatores Nod. Os genes nodA e

nodC determinam a gama de hospedeiros do rizébio, varios produtos
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sintetizados pelo gene nodA reconhecem e transferem acidos graxos
especificos para os oligdbmeros de quitina presentes nos fatores de nodulacéo e
0 gene nodC, determina o comprimento dessa cadeia.

Fatores Nod bacterianos sdo compostos de quatro a cinco
unidades de N-acetilglucosamina, com ligacdes beta 1-4 (a cadeia principal de
quitina) e um acido graxo (D’HAEZE e HOLSTERS, 2002). Os Fatores Nod
diferem nos seus acidos graxos, no comprimento da cadeia, na saturacdo da
unidade Acil e modificagbes como glicosilacdo, sulfatacdo e metilagdo nas
extremidades redutoras e nado redutoras da cadeia principal (RICE-EVANS,
2001; SIMMS e TAYLOR, 2002; BROUGHTON, ZHANG, PERRET e
STAEHELIN, 2003). Estas substituicbes sdo especificas para cada hospedeiro
e estdo envolvidas com o segundo nivel de especificidade na simbiose ( LONG,
1996). Além dos Fatores Nod, muitos polissacarideos da superficie bacteriana
também estdo envolvidos na especificidade simbidtica, incluindo
exopolissacarideo  (EPS), lipopolissacarideos (LPS), polissacarideos
extracelulares (SSPE) e polissacarideos capsulares (DEAKIN e BROUGHTON,
2009).

O reconhecimento dos fatores é mediado por receptores
especificos para o Fator Nod (NFRs), constituidos de quinases de
serinal/treonina, localizados na membrana das raizes (LIMPENS et al., 2003;
MADSEN et al., 2003; RADUTOIU et al., 2003; ARRIGHI et al., 2006). Estes
NFRs reconhecem a estrutura do Fator Nod causando a sua discriminacao,
resultando no segundo nivel de especificidade simbidtica (SIMMS e Taylor,
2002).

Os NFRs transmitem um sinal desconhecido para o nucleo da
raiz, causando a assimilacdo de ions de célcio (OLDROYD et al., 2011). Isso
provoca uma alteracdo na polaridade das células vegetais, resultando no
crescimento da raiz em uma nova direcdo (GAGE, 2004). A camara de infeccéo
se amplia e se transforma em um espaco apoplastico globular, em seguida, o
crescimento da raiz € alterado de radial para um alongamento polar na ponta
da raiz (FOURNIER et al.,2015), provocando o crescimento do corddo de
infeccdo. Tanto a epiderme e o coOrtex reconhecem os fatores de nodulacéo, a
epiderme regula a infeccdo de rizobios e o cortex da raiz é responsavel pela
formacdo dos nodulos (OLDROYD E DOWNIE, 2008). As células corticais
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evoluem para um ndédulo primordial e quando encontram o cordao de infeccéo,
oS rizobios entram nas células e sdo encapsulados dentro de uma membrana
peri-bacterdide (OLDROYD e DOWNIE, 2008). Isso permite que as bactérias
sofram sucessivas divisGes, para posterior formacgéo de nédulos.

Alguns rizObios secretam também proteinas que estédo
envolvidas na nodulacéo através do sistema de secrecéo tipo Il (FAUVART e
MICHIELS, 2008; DEAKIN e BROUGHTON, 2009). Estas proteinas, chamadas
de proteinas exteriores de nodulacdo (Nops), podem contribuir para a
supressdo da resposta imune de leguminosas ou modular o rearranjo do
citoesqueleto das células da raiz durante o desenvolvimento de nodulos
(BARTSEYV et al., 2004; SKORPIL et al., 2005; SOTO et al., 2009).

Como foi relatado, rizébios de diferentes géneros infectam as
mesmas espécies de plantas, mas algumas espécies de plantas podem ser
infectadas apenas por determinadas espécies de rizébios (BOTHA, JAFTHA,
BLOEM, HABIG e LAW, 2004). O estudo deste fenbmeno é essencial para
fornecer informagdes para aperfeigoar a eficiéncia de inoculantes destinados a
plantas leguminosas, evitando que novos produtos apresentem

incompatibilidade ao serem testados.

3.4 BACTERIAS ASSOCIATIVAS EM PLANTAS NAO-LEGUMINOSAS.

Espécies de Rhizobium sdo conhecidas por realizarem a
fixacdo do N, podendo ser de vida livre, associativas ou comumente
estabelecendo simbiose com plantas leguminosas. No caso de bactérias
associativas podem ser encontradas na superficie radicular, no interior
(bactérias endofiticas) e na rizosfera (bactérias rizosféricas) das plantas.
Bactérias endofiticas foram definidas como microrganismos detectados dentro
de plantas superficialmente esterilizadas ou extraidos do interior dos tecidos
vegetais, ndo causando efeitos danosos ao hospedeiro (HALLMANN et
al.,1997; MONTEIRO et al, 2012).

Bactérias associativas em culturas nao-leguminosas atuam
como bactérias promotoras do crescimento vegetal (BPCV). Recebem esta
denominagéo, por promover o desenvolvimento das plantas através de outros

mecanismos além da fixagdo do N, como a producdo de fitohormdnios,
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sideroforos e solubilizagcdo de minerais (KUMAR e RAM, 2014). Curiosamente,
algumas estirpes de Rhizobium estabelecem relagcbes simbidticas com
espécies de plantas ndo-leguminosas do género Parasponia, que resulta em
nodulacdo com cepas isoladas apenas desta ndo-leguminosa (TRINICK,1979).
Quando a Parasponia spp. € inoculada com espécies do género Rhizobium
isolados de leguminosas, se observa uma nodulacéo ineficaz.

Foi relatado que espécies de Rhizobium sdo capazes de
colonizar as raizes de ndo-leguminosas com tanta eficiéncia quanto colonizam
plantas leguminosas (CHABOT et al., 1993), demonstrando a adaptacao destes
microrganismos. Espécies do género Rhizobium foram encontradas em
diferentes culturas, como algoddo (MCINROY & KLOEPPER, 1995), milho
(GUTIERREZ-ZAMORA & MARTINEZ-ROMERO, 2001), trigo (SHARMA et al.,
2005), cana-de-acucar (BELLONE & BELLONE, 2006), cenoura (ANTOUN et
al., 1998) e arroz (ZHANG et al., 2011).

A colonizacéo de Rhizobium em n&o-leguminosas pode ter sido
promovida pela capacidade de adaptacdo do microrganismos, aliada a antiga
pratica de rotacdo de culturas entre leguminosas e nao leguminosas. Neste
contexto, a espécies Rhizobium leguminosarum bv. trifolii foi encontrado como
um enddfito natural do arroz provavelmente como resultado de uma tradicéo de
700 anos no Egito, de cultivar arroz em rotacdo com a cultura de trevo
Berseem ou Trevo do Egito (YANNI et al.,, 1997). Esta espécie de rizébio
demonstrou promover o crescimento de culturas de arroz por meio da
solubilizacéo de fosfato e producao de AIA (YANNI et al., 2001).

Um estudo conduzido na China descreveu um grupo de novos
isolados do género Rhizobium obtidos a partir de raizes de espécies silvestres
de arroz (Oryza alta). Estes isolados do arroz, potencialmente fornecem
nitrogénio para a planta e promovem o seu crescimento. Esta nova espécie foi
nomeada como Rhizobium oryzae (PENG et al. 2008). Em outro estudo, foi
verificado que rizobios inoculados em arroz podem melhorar as taxas de
germinacdo das sementes, estimular o crescimento radicular e da parte aérea,
além de aumentar a producao de graos (YANNI e DAZZO, 2010).

No Meéxico, foram isolados a partir de raizes de milho
superficialmente esterilizadas, estirpes de Rhizobium etli bv. phaseoli,

simbionte do feijdo. Estas estirpes foram encontradas em locais onde o feijao e
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milho eram cultivados em rotacdo (GUTIERREZ-ZAMORA E MARTINEZ-
ROMERO, 2001). No México também, foi relatada a presenca da espécie
Rhizobium daejeonense em associagcdo na rizosfera da planta Agave
americana, a estirpe se mostrou capaz de sintetizar o acido indol-3-acético
(AlIA), solubilizar o fosfato e apresentou atividade da enzima nitrogenase
(TORRE-RUIZ et al., 2016).

A espécie Rhizobium capsici, encontrada em associa¢cdo com o
pimentdo verde (Capsicum annuum var. Grossum), foi identificada e isolada a
partir das raizes desta planta ndo-leguminosa em Taiwan (LIN et al. 2015).
Novas espécies deste género também foram encontradas em associacdo e
isoladas de diferentes plantas, como estirpes de R. alamii da rizosfera de
girassbis (BERGE et al.,, 2009); R. pseudoryzae (ZHANG et al. 2011) e R.
oryzicola (ZHANG et al., 2015) ambas isoladas do arroz; R. straminoryzae (LIN
et al.,, 2014) isoladas da palha de arroz; R. Populi (ROZAHON et al., 2014)
isolada endofiticamente da planta ndo-leguminosa Populus euphratica na
China; R. lemnae (KITTIWONGWATTANA E THAWAI, 2014), encontrada
endofiticamente na planta ndo-leguminosa Lemna aequinoctialis; R. helianthi
(WEI et al., 2015) isolada a partir da rizosfera de girassois; R. tropici
(MCINROY e KLOEPPER, 1995) encontrada associada endofiticamente nos
caules de arvores de algodao hibrido (Populus trichocarpa x P. deltoides) e R.
undicola associada endofiticamente em folhas e raizes de banana (Musa spp.)
(MARTINEZ et al., 2003).

Muitos estudos de inoculacdo de espécies de Rhizobium em
culturas de plantas ndo-leguminosas, demonstraram a capacidade destes
microrganismos atuarem como BPCV. Chabot e colaboradores (1996),
estudaram a aplicacdo de espécie R. leguminosarum bv. phaseoli em culturas
de milho e alface, onde observaram a capacidade destes microrganismos
atuarem como BPCYV através de mecanismos como a solubilizacdo de fosfato e
producao de sideroforos e fitohormonios como AlA.

Na inoculacdo em nao-leguminosas como tomate e pimenta,
constatou a capacidade da espécie R. leguminosarum bv trifolli e viciae em
colonizar as raizes e favorecer crescimento dos frutos por mecanismos como a
producdo de siderdforos e AIA (GARCIA-FRAILE et al.,, 2012). O efeito da

inoculagcdo de R. leguminosarum em sementes de tomate e pimenta foi
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positiva, uma vez que as mudas se desenvolveram mais em comparacdo com
as plantas ndo inoculadas. No caso dos frutos, o efeito da inoculacdo também
foi positivo em ambos, tomate e pimenta, embora na pimenta foi mais ligada a
produgédo de frutos, com aumentos significativos na massa fresca e no caso do
tomate, mais ligada a qualidade, uma vez que foram encontrados maiores
percentagem de Nitrogénio, Fosforo, Potassio e Magnésio (GARCIA-FRAILE et
al., 2012).

As espécies R. alamii (ALAMI et al., 2000) e R. etli
(GUTIERREZ-ZAMORA & MARTINEZ-ROMERO, 2001), se comportaram
como BPCV em culturas de girassol e milho, respectivamente, porém o0s
mecanismos de promogé&o de crescimento ndo foram esclarecidos.

O isolamento e caracterizacdo de bactérias associativas em
plantas ndo-leguminosas, representa um amplo campo de pesquisas e de
grande interesse mundial. Portanto, a descoberta e aplicacdo de novos
microrganismos podem beneficiar culturas economicamente importantes,

resultando em uma melhor produtividade e sustentabilidade.

3.5 INTERACAO ENTRE RIZOBIOS EM PLANTAS NAO-LEGUMINOSAS

A inoculacdo de rizObios em culturas leguminosas é
provavelmente o emprego de bactérias mais difundido na agricultura devido a
capacidade de fixacdo de N apresentado por estes microrganismos. No
entanto, o suprimento de N em culturas ndo-leguminosas ndo apresenta a
mesma eficiéncia quanto na simbiose estabelecida em leguminosas (BALDANI
& BALDANI, 2005). Apesar disso, os rizobios também possuem a capacidade
de atuarem como bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV)
associado a culturas de nao-leguminosas (MOREIRA et al., 2010, HUNGRIA,
2011; JAMES & BALDANI, 2012). Em um estudo, Chabot e colaboradores
(1996) demonstraram a colonizacéo de alface e milho pela espécie Rhizobium
leguminosarum bv. phaseoli. Hoflich (2000) avaliou a colonizagédo de espécies
de Rhizobium strain R39 em raizes de milho, trigo e beterraba. Em outro
trabalho realizado por Garcia-Fraile P. e colaboradores (2012), foram
observados a colonizacdo de raizes de tomate e pimenta por espécies de

Rhizobium leguminosaraum bv. phaseoli e trifolli.
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A colonizacao radicular é o primeiro passo na interacdo de
bactérias associativas em plantas nao-leguminosas (KLOEPPER e
BEAUCHAMP, 1992), para tal, os microrganismos devem ser capazes de se
adaptar e sobreviver na rizosfera destas plantas. As aberturas ou fissuras da
epiderme das raizes secundarias sao os locais pelo qual os rizébios penetram
(PERRINE-WALKER et al.,, 2007), podendo colonizar tanto a superficie
radicular (rizoplano) como o interior dos tecidos vegetais (endofitico). Apds a
entrada, algumas bactérias associativas ascendem pelo xilema para as partes
aéreas das plantas (YANNI e DAZZO, 2010). Algumas espécies de rizébios
foram encontradas endofiticamente em raizes, caules e folhas de plantas néo-
leguminosas, tais como: arroz, milho, trigo e canola entre outras (PERRINE-
WALKER et al., 2007; YANNI e DAZZO, 2010; OSORIO FILHO et al., 2014;
HAHN et al., 2014).

Os rizbbios podem atuar no desenvolvimento das plantas
através da fixacdo de N, mas o0s principais mecanismos envolvidos na
promocao do crescimento de ndo-leguminosas sao a producao e excrecao de
fitohormdnios, sideréforos, antibidticos, solubilizacdo de nutrientes e protecao
do hospedeiro contra fitopatbgenos (DUTTA, MISHRA E KUMAR, 2007;
KUMAR E RAM, 2014). Estes mecanismos executados por BPCV em plantas
ndo-leguminosas, ocorrem através de uma combinagcdo de efeitos diretos e
indiretos. Os efeitos diretos sao a sintese de horménios vegetais e vitaminas, a
inibicdo da sintese de etileno, melhoria na absorcdo de nutrientes, maior
resisténcia ao estresse, solubilizacdo de fosfato inorganico e mineralizacao de
fosfato organico. Os efeitos indiretos sdo capazes de diminuir ou prevenir 0s
efeitos  deletérios  manifestados por microrganismos  patogénicos,
principalmente através da sintese de antibiéticos e/ou compostos fungicidas
por meio da competi¢cdo por nutrientes como a producéo de sideroforos ou pela
inducao da resisténcia sistémica contra agentes patogénicos. Outro mecanismo
indireto € a promocao do crescimento vegetal através da interagdo com outros
microrganismos benéficos (BULGARELLI et al., 2013).

Os principais fitohorménios produzidos por rizébios promotores
do crescimento sdo auxinas, citocininas e giberelinas, (ZAHIR et al, 2004;
KHALID et al, 2006). Estes fitohormbnios s&o essenciais para o0

desenvolvimento da planta durante seu ciclo de vida (CHIWOCHA et al., 2003).
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A capacidade de algumas espécies de Rhizobium associativas produzirem
fitohormdnios depende das caracteristicas do microrganismo, da planta
colonizada e do meio em que se encontram (HUMPHRY et al., 2007).

O acido indol acético (AIA) é a auxina natural comumente
encontrada nas plantas e exerce um efeito positivo sobre o crescimento de
raizes laterais e pelos radiculares, aumentando a absorcdo de nutrientes
(MIRANSARI e SMITH, 2014). Os outros fitohorménios como as giberelinas
atuam no crescimento da raiz primaria, enquanto que as citocinas
complementam a acdo das giberelinas por induzir a divisdo celular,
promovendo o crescimento da radicula (CROZIER et al., 2001; TAIZ e
ZEIGER, 2004). O etileno é outro fitohormodnio envolvido no desenvolvimento
das plantas que em altas concentracdes pode ser prejudicial a ela (LI et al.,
2005). Para controlar os niveis de etileno, algumas espécies de rizobios
associativos sintetizam a enzima ACC deaminase (acido 1-carboxilico-1-
aminociclopropano) que inibe a acdo da enzima ACC oxidase, envolvida na
sintese de etileno, impedindo desta forma seu acumulo nos vegetais (GLICK et
al., 2007).

A solubilizacdo do fosfato representa mais um mecanismo de
promocado do crescimento em plantas ndo-leguminosas por rizobios. O fosfato
esta envolvido em diversos processos metabdlicos como a fotossintese,
transferéncia de energia, transducao de sinal, biossintese de macromoléculas e
a respiracao (KHAN et al., 2010), porém o fosfato ndo pode ser assimilado
diretamente pelas plantas. Para a sua solubilizacdo, os microrganismos
associativos liberam compostos de dissolu¢gdo mineral como: acidos organicos
(Acido 2-cetoglucénico, acido glutamico, acido nitrico, acido sulfdrico e acido
carbbnico) e enzimas extracelulares (fosfodiesterase) que atuam na
mineralizacdo do fosfato organico (SHARMA et al., 2013). Além de favorecer a
assimilacdo do fosfato, foi observado um aumento na concentracdo de
nutrientes como Nitrogénio, Fosforo, Potassio, Calcio, Magnésio, Zinco, Saédio,
Molibdénio e Ferro em plantas ndo-leguminosas colonizadas com espécies de
rizébios associativos (YANNI et al, 2001).

Outro mecanismo muito explorado em bactérias associativas é
producdo de antibidticos, sideroforos, enzimas hidroliticas entre outros

compostos, na protecdo do hospedeiro contra fitopatégenos (TARIQ et al,;



29

2014). Os sideroforos, quelantes especificos de Fe (lll), sequestram o Ferro da
rizosfera, tornando-o menos disponivel para os fitopatogénos, enquanto que,
algumas enzimas liberadas pelos microrganismos como a quitinase, degradam
a parede celular de fungos que possam prejudicar a planta. O emprego destes
mecanismos no controle de doencas, além de levar a uma reducédo do uso de
fertilizantes quimicos e pesticidas, proporciona uma melhor fertilidade do solo.

Alguns estudos demonstraram que fatores Nod produzidos por
rizobios induziram a restauracdo da divisdo celular e embriogénese na
auséncia de auxinas e citocininas em plantas ndo leguminosas como milho e
algodao (DYACHOK et al., 2000), além destes fatores serem reconhecidos por
plantas como o tomate (STAEHELIN et al., 1994). Outro beneficio relatado,
refere-se ao alivio do estresse hidrico proporcionado por BPCV (ALAMI et al.,
2000), isso ocorre por meio da alteracdo da condutancia estomatica das folhas
(MATIRU e DAKOTA, 2005) e alterac6es na morfologia da raiz, proporcionando
um uso mais eficiente da 4gua, nutrientes causando assim, maior tolerancia a
seca (ANYIA et al., 2004).

Diante das inumeras vantagens apresentadas, as bactérias
associativas sdo 6Otimas opcdes a serem testadas em inoculantes de culturas

nao-leguminosas, devendo esta area ser mais explorada.

3.6 TAXONOMIA DE RIZOBIOS

A taxonomia envolve a classificacdo, nomenclatura e
caracterizacdo dos microrganismos, oferecendo uma melhor compreensao das
relacbes dos organismos com o ambiente. As primeiras identificacbes eram
baseadas na morfologia bacteriana (SCHLEIFER, 2009), anos depois,
propriedades bioquimicas também foram incluidas seguindo o Manual Bergey
de Determinacao Bacterioldgica (1923). A partir da década de 1960, o emprego
de técnicas de caracterizagcdo genotipica promoveu um grande avanco nos
estudos de taxonomia microbiana. Atualmente, as pesquisas de novas
espécies bacterianas adotam uma abordagem polifasica, onde sédo avaliadas
as caracteristicas fenotipicas, genotipicas e filogenéticas.

Os niveis de classificacao taxonémica bacteriana consistem no

dominio, compreendendo Archaea e Bacteria. Para cada Dominio sdo descritos
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os Filos, Classes, Ordens, Familia, Géneros, Espécies e Subespécies,
seguindo as regras internacionais descritas pelo “International Code of
Nomenclature of Bacteria” (VANDAMME et al.,1996).

Rhizobiaceae Conn 1938 é uma familia que pertence a ordem
das Rhizobiales e classe das Alphaproteobacteria, constituida atualmente pelos
seguintes géneros: Rhizobium (Agrobacterium e Allorhizobium), Carpophilus,
Chelatobacter, Ensifer (Sinorhizobium), Kaistia, e Shinella (PARTE, 2014).
Entre os citados, o género Rhizobium contém o maior nUmero de espécies.

A familia Rhizobiaceae em sua primeira classificacdo era
constituida apenas pelo género Rhizobium. Os primeiros microrganismos foram
isolados a partir de nddulos radiculares em plantas leguminosas por Beijerinck
(1888) e nomeados como Rhizobium leguminosarum (FRANK, 1889),
considerada a espécie tipo do género (WILLEMS, 2006). As primeiras
descricbes de espécies tinham como base a planta hospedeira onde os
microrganismos eram isolados. Porém, este conceito foi modificado apos a
comprovacdo de que uma leguminosa poderia abrigar diferentes espécies de
rizobios (TEREFEWORK et al., 2001). Na década de 1980, Jordan baseado em
caracteristicas morfoldgicas, fisiolégicas e bioquimicas, reclassificou algumas
espécies de rizobios com base em seu tempo de crescimento. As bactérias de
crescimento lento formaram um novo género conhecido como Bradyrhizobium.
Em outro estudo, Jarvis e colaboradores (1986) analisaram cistrons de rRNA
das espécies Rhizobium e Bradyrhizobium, confirmando uma disparidade
filogenética existente entre os géneros.

Com a aplicacdo da taxonomia polifasica, o género Rhizobium
foi subdividido. Chen e colaboradores (1988), utilizando métodos de
hibridizacdo DNA-DNA, em estirpes do género Rhizobium de rapido
crescimento isolados em soja, definiram por uma reclassificacdo destes
microrganismos em um novo género, o Sinorhizobium. Desta forma, a espécie
Rhizobium fredii foi renomeada para Sinorhizobium fredii. Além deste, a analise
polifasica permitiu a criacdo de outros géneros como: Azorhizobium (DREYFUS
et al.,, 1988), Mesorhizobium (JORDAN, 1984; LINDSTROM et al., 1995) e
Allorhizobium (DE LAJUDIE et al., 1998).

Os estudos filogenéticos baseados nas sequéncias 16S RNAr,

provocaram uma nova classificacdo no género Rhizobium. As andlises
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revelaram uma maior proximidade filogenética das espécies Rhizobium,
Agrobacterium e Allorhizobium, classificando-as na familia Rhizobiaceae junto
com o0 género Sinorhizobium. Os géneros Azorhizobium, Bradyrhizobium e
Mesorhizobium, foram posicionados mais distantes e passaram a pertencer as
familias Hyphomicrobiaceae, Bradyrhizobiaceae e Phyllobacteriaceae,

respectivamente (Bergey's Manual of Systematic Bacteriology, 2001).
Género Rhizobium

O Rhizobium foi o primeiro género descrito de bactérias que

formam nédulos em raizes (FRANK, 1889). Atualmente sdo consideradas 100

espécies (http://www.bacterio.net), sendo Rhizobium leguminosarum a estirpe
tipo do género.

Alguns autores incluiram os géneros Agrobacterium e

Allorhizobium no género Rhizobium, surgindo assim novas espécies como: R.

radiobacter, R. rhizogenes, R. rubi, R. undicola e R. vitis. Outras espécies do

género sao: R. elti, R. galegae, R. gallicum, R. giardini, R. hainanense, R.

hautlence, R. indigoferae, R. leguminosarum, R. mongolense, R. tropici,

. acidisoli, R. alkalisoli, R. alvei, R. azibense, R. borbori, R. calliandrae,

. capsici, R.cauense, R.cellulosilyticum, R.ciceri, R. daejeonense,

. endophyticum, R. endolithicum , R. fabae, R. flavum, R. freirei, R. grahamii,

. halophytocola, R. helianthi, R.herbae, R. huakuii, R. jaguaris, R. ipomoeae,

. laguerreae, R. larrymoorei, R.lemnae, R.loessense, R.loti, R. lupini,

. lusitanum, R. marinum, , R.mayense, R.mediterraneum, R.meliloti,

R
R
R
R
R
R
R. mesoamericanum, R. mesosinicum, R. metallidurans, R. miluonense,
R. multihospitium , R. nepotum, R. oryzae, R. pakistanense, R.paknamense,
R. petrolearium, R. phaseoli, R.pisi, R. puerariae , R.pseudoryzae,
R. pusense, R. selenitireducens, R. skierniewicense, R. soli, R.sophorae,
R. sophoriradicis, R. sphaerophysae , R. subbaraonis, R. sullae,
R. taibaishanense, R.tarimense, R.tianshanense, R.tibeticum, R. trifolii,
R. tubonense, R. vallis, R. vignhae, R. yanglingense e R. yantingense  (LPSN,
2017).

Nos ultimos anos algumas espécies foram identificadas como:

R. anhuiense (ZHANG et al. 2015) isoladas de nédulos de fava (Vicia faba) e
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ervilha (Pisum sativum); R. lentis, R. bangladeshense e R. binae (RASHID et al.
2015) isoladas de lentilha (Lens culinaris); R. ecuadorense (RIBEIRO et al.
2015) isolado de feijao equatoriano (Phaseolus vulgaris L.); R. paranaense
(DALL’AGNOL et al. 2014) isolado de feijao (Phaseolus vulgaris L); R.
leucaenae (RIBEIRO et al., 2012) isolado de noédulos da planta Leucena
(Leucaena leucocephala).

Outras espécies foram encontradas em plantas né&o
leguminosas como: R. oryzicola (ZHANG et al. 2015) isolada no arroz; R.
smilacinae (ZHANG et al. 2015) isolada na planta Smilacina japénica; R.
lemnae (KITTIWONGWATTANA e THAWAI 2014,) isolada endofiticamente de
Lemna aequinoctialis; R. populi (ROZAHON et al. 2014) isolado endofitico de
Populus euphratica; R. rhizoryzae (ZHANG et al. 2014) isolado de raizes de
arroz e R. straminoryzae (LIN et al. 2014) isolado da palha de arroz; R. alamii

(BERGE et al., 2009) isolado da rizosfera de plantas ndo-leguminosas.

Género Ensifer

O género Ensifer (sin. Sinorhizobium) foi isolado pela primeira
vez por Casida (1982), possui 18 espécies identificas, sendo E. fredii a espécie
tipo. As bactérias do género medem cerca de 2 pm, possuem motilidade
através de 3 a 5 flagelos, suas colonias apresentam um tamanho de 10 a 15
mm de diametro, de coloracdo creme, circulares com margens onduladas,
convexas, viscosas, Umidas e opacas. A temperatura 6tima de crescimento das
espécies fica em torno de 30 °C e o0 pH de 6 a 7. Os microrganismos sao
aerodbicos e o crescimento € inibido em 4% de NaCl. As espécies do género
utilizam varias fontes de carbono, reduzem nitritos e nitratos, porém néao fixam
N (GARCIA et al., 2012).

Algumas espécies do género Ensifer se destacam como: E.
meliloti (DANGEARD 1926; YOUNG 2003) isolado da planta Medicago
truncatula; E. terangae (DE LAJUDIE et al. 1994 ; YOUNG 2003) isolado da
planta leguminosa Acacia laeta, tipica do continente africano. As novas
especies descritas sdo: E. americanos isolados de raizes de plantas do género

Acacia spp., nativas do México; E. morelensis isolados da Leucena (Leucaena
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leucocephala); E. psoraleae isolada da planta nativa da india conhecida como
Babchi (Psoralea corylifolia) e E. sesbaniae isolado da planta nativa da india,
conhecida como ervilha Sesbania (Sesbania cannabina) (WANG et al. 2013).

Incluidas no género Enfiser, as bactérias do grupo
Sinorhizobium se apresentam na forma de bastonetes de até 3 um de
comprimento. Suas colénias medem de 2 a 4 mm de diametro, consideradas
de rapido crescimento. O género contém estirpes que toleram uma ampla faixa
de temperaturas entre 10 °C a 44 °C, altos valores de pH entre 10 a 11 e
concentracdo de até 4,5% de NaCl. A primeira bactéria do género foi isolada
por Scholla e Elkan (1984) em raizes de plantas leguminosas, atualmente sao
conhecidas 11 espécies de Sinorhizobium. Estes organismos sdo capazes de
formar nédulos em raizes de leguminosas de zonas tropicais, fixando N através
da simbiose. Apenas as caracteristicas fenotipicas ndo distinguem os géneros
Sinorhizobium e Rhizobium. Por isso, pesquisadores compararam 0 gene
ribossomal 16S, constando a diferenca entre os géneros. Estudos do gene 16S
rRNA da estirpe E. medicare WSM 419 demonstraram maior semelhanga com
as espécies E. meliloti e E. fredii, em comparacdo com sequéncias de outros
géneros relacionados como Bradyrhizobium, Mesorhizobium, e Rhizobium
(REEVE et al. 2010).

Outros géneros conhecidos como rizébios, mas classificados

em outras familias sdo: Mesorhizobium, Azorhizobium e Bradyrhizobium.

Género Mesorhizobium

O género Mesorhizobium foi proposto em 1997 por Jarvis,
constituindo inicialmente a familia Rhizobiaceae. Contudo, outras analises
revelaram que o género mostrou maior proximidade filogenética da familia
Phyllobacteriaceae, sendo incluida no novo grupo. As bactérias do género sao
Gram-negativas, na forma de bastonetes e sao aerobicas (GARCIA, 2012). O
género Mesorhizobium contém 32 espécies das quais se destacam: M. loti
considerada a estirpe tipo (JARVIS et al. 1982), M. huakuii isolado da planta
nativa da China conhecida como Ervilhaca Leite Chinesa (Astragalus sinicus)
(CHEN, 1991), M. ciceri (NOUR et al., 1994), M. mediterraneum (NOUR et al.

1995), M. amorphae isolados da planta conhecida como Arbusto Indigo
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(Amorpha fruticosa) (WANG et al. 1999), M. gingshengii isolados de Astragalus
sinicus (ZHENG et al. 2013), M. robiniae isolados da raiz de Acacia-bastarda
(Robinia pseudoacacia) (ZHOU et al. 2010), M. erdmanii e M. jarvis
(MARTINEZ-HIDALGO et al. 2015), entre outras espécies.

Género Azorhizobium

Os microganismos do género Azorhizobium pertencem a
familia Hyphomicrobiaceae e possuem apenas 3 espécies descritas. As
espécies se apresentam na forma de bastonetes semelhantes aos
microrganismos do género Rhizobium, crescem a uma temperatura de até 43
°C e utilizam apenas a glicose como carboidrato. As espécies conhecidas séo:
Azorhizobium caulinodans, estirpe tipo isolada do caule da planta leguminosa
conhecida na india como Manila Agathi (Sesbania rostrata) (DREYFUS et al.,
1988), A. doebereinerae isolada de uma leguminosa conhecida como Cambai-
amarelo (Sesbania virgata) (MOREIRA et al. 2006) e A. oxalatiphilum (LANG
et al. 2013).

Género Bradyrhizobium

@] género Bradyrhizobium pertence a familia
Bradyrhizobiaceae, possui 33 espécies descritas e este género foi criado
inicialmente para classificar rizobios de crescimento lento. A espécie
Bradyrhizobium japonicum, estirpe tipo do género, foi a primeira espécie
isolada por Kirchner em 1896.

Os microrganismos do género sao descritos como Gram-
negativos, na forma de bastonetes, de tamanho variavel entre 0,5-0,9 a 1,2-3
MM e mobilidade por um flagelo. As colonias s&o superiores a 1 mm de
diametro, crescem a uma temperatura otima de 30 °C e utilizam diversos tipos
de acucares (VINCENT, 1970). Algumas espécies podem fixar N e crescer em
ambientes com pouco oxigénio (GARCIA et al., 2012).

Exemplos de espécies isoladas do género sao: B. elkanii, B.
liaoningensis isolado em raizes de soja (XU et al., 1995); B. yuanmingene
isolado a partir da planta do género Lespedeza (YAO et al., 2002; EUZEBY et
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al.,, 2004); B. betae isolado das raizes de Beta vulgaris conhecida como
beterraba (RIVAS et al., 2004); B. lablabi isolado a partir da planta Lablab
purpureus conhecida como Lablab (TRINICK, 1980); B. cytisii isolado a partir
da Cytisus villosus, conhecida como vassoura negra, com prevaléncia na
Espanha e Norte da Africa (CHAHBOURNE et al., 2011); B. pachyrhizi isolado
a partir de nédulos de Pachyrhizus erosus, conhecida popularmente como
Jacatupé (RAMIREZ-BAHANA et al., 2009).

Outras espécies isoladas incluem: B. dagingense isolados
partir de Glycine max (WANG et al., 2013); B. pachyrhizi e B. oligotrophicum
isolados a partir de Pachyrhizus erosus (RAMIREZ-BAHANA et al., 2013); B.
lupini (PEIX et al. 2015) isolado da planta do género Lupinus, onde a espécie
Lupinus albus é conhecida como Tremoceiro; B. erythrophlei e B. ferriligni
(YAO et al. 2015) isolado da leguminosa Erythrophleum fordii, arvore nativa da
China.

3.7 CARACTERISTICAS FENOTIPICAS, GENOTIPICAS E FILOGENETICAS
DO GENERO RHIZOBIUM

3.7.1 Caracteristicas Fenotipicas

Os métodos fenotipicos se baseiam na descricao
morfofisioldgica dos procariotos, sendo indispensavel nos estudos taxonémicos
de rizébios. (LEITE et al., 2009; MELLONI et al., 2006). As caracteristicas
morfolégicas incluem a forma bacteriana, presenca/auséncia de flagelos,
corpos de inclusdo e coloracdo de Gram. A descricdo bioquimica considera
resultados do crescimento microbiano em diferentes condicdes como: valores
de pHs, temperaturas, concentracdes de sais, diferentes fontes de carbono e
presenca de antibioticos.

Microrganismos do género Rhizobium, s&o bacilos moveis de
tamanho variavel de 0,5 - 1 a 1,2 - 3,0 um, aerdbicos, Gram-negativos e nao
formam esporos. Suas colénias medem de 2 a 4 mm de diametro dentro de 3-5
dias em agar de sais minerais de levedura-manitol (YMA), séo circulares, com
bordas inteiras, convexas, de coloracdo creme, aparéncia mucoide e superficie
pouco brilhante (GRAHAM E PARKER 1964; ELBANNA et al 2009;
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KUYKENDALL et al., 2015). A turbidez se desenvolve apos 2 ou 3 dias em
caldo aerado ou agitado As temperaturas 6timas de crescimento variam de 25
°C a 30 °C, entretanto, algumas espécies foram encontrados na Austrélia e
China em zonas de altas temperaturas, superiores a 40°C, (YATES et al 2004;
WEI et al 2008). O pH ideal de crescimento fica na faixa de pH entre 6,0 a 7,0
(JORDAN, 1984; KUYKENDALL et al., 2015) porém, algumas espécies como
Rhizobium tropici, Mesorhizobium loti e Bradyrhizobium sp. apresentam bom
desenvolvimento em pHs abaixo de 5,0 (GRAHAM et al., 1994; HUNGRIA e
VARGAS, 2000). Algumas espécies como Sinorhizobium meliloti e S. medicae
toleram faixas de pHs entre 3,5 a 9,5 (ELBOUTAHIRI et al., 2010). O tempo de
geracdo das estirpes de Rhizobium sdo de 1,5-5,0 h. As espécies do género
apresentam ampla tolerdncia a salinidade, concentragbes de 1% até 3% de
NaCl (FTERICH, et al 2011; KUYKENDALL et al., 2015), outras estirpes sao
muito sensiveis, conseguindo sobreviver em meios com apenas 0,5% NacCl
(ELBANNA et al., 2009). As espécies do género utilizam uma grande variedade
de carbonos e sais de acidos organicos como Unicas fontes de carbono, sem
formacdo de gas. Produzem uma reacdo acida em meio de sais minerais
contendo manitol ou outros carboidratos. Os sais de amonio, nitrato, nitrito e a
maioria dos aminoacidos podem servir como fontes de nitrogénio. As estirpes
de algumas espécies crescem em meio de sais minerais simples com
hidrolisado de caseina, sem vitamina, como Uunica fonte de carbono e
nitrogénio, mas as estirpes de muitas espécies requerem um ou mais fatores
de crescimento, como biotina, pantotenato ou &cido nicotinico. A peptona é
pouco utilizada. A caseina, o amido, a quitina e o 4gar ndo sdo hidrolisados
(KUYKENDALL et al., 2015). Outro importante teste realizado € a capacidade
do microrganismo em solubilizar fosfato (RIVAS et al., 2009), buscando
identificar rizobios com capacidade de atuar com BPCV. Todas as espécies
conhecidas de Rhizobium incluem cepas que induzem hipertrofismos nas
plantas como nodulos radiculares com ou sem fixacdo de nitrogénio simbiotica
(KUYKENDALL et al., 2015).

Outras técnicas podem ser aplicadas na caracterizacdo
fenotipica, como as analises quimiotaxondmicas que permitem identificar a
composicdo celular procaridtica. Algumas destas analises séo realizadas pela

caracterizacdo de componentes especificos de parede e membranas celulares,
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como acucares de parede celular, acidos graxos celulares, lipideos polares,
conteudo de G+C (guanina e citosina) do DNA, polissacarideos extracelulares
e aplicacdo de metodologias de fingerprinting quimico (pirélise-espectrometria
de massas, caracterizagdo de metabdlitos celulares totais por HPLC) (MANFIO,
2003).

O método SDS-PAGE permite analisar as proteinas totais por
meio da eletroforese, sendo utilizada para distinguir estirpes de rizébios muito
relacionadas (VANDAMME et al., 1996). Esta técnica foi empregada por Lima
et al. (2005) em estudos descritivos de espécies de Bradyrhizobium spp.
isoladas na Amazonia.

A ELISA (Enzyme-linked Imuno Sorbent Assay) € um método
sorolégico que identifica os constituintes antigénicos das células pela acéo de
enzimas (NISHI, 1994), utilizada na caracterizacdo de estudos taxonémicos. A
analise de perfil de &cidos graxos foi aplicada por Kay e colaboradores (1994)
na distincdo de estirpes de Bradyrhizobium e R. meliloti isolados em solos
italianos. Graham & Vance (2000) encontraram rizébios isolados de Dalea
purpurea e Dalea candida nos Estados Unidos, apresentando similaridade
guanto a acidos graxos com cepas de R. gallicum procedentes da Franca.
Tighe e colaboradores (2000) analisaram o perfil de acidos graxos de rizobios
dos géneros Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Rhizobium e Sinorhizobium
utiizando a metodologia Sherlock. Delamuta e colaboradores (2013)
empregaram a mesma metodologia na descricio de espécies do género
Bradyrhizobium.

Os resultados dos testes em que 0s microrganismos foram
submetidos refletem a sua capacidade de adaptacdo no ambiente em que foi
isolado (ELBOUTAHIRI et al. 2010). Com isso, é possivel classificar as estirpes
bacterianas, além de conhecer melhor as suas condi¢gfes de crescimento. Os
dados fenotipicos obtidos, comparado com as caracteristicas genotipicas e
filogenéticas, formam um conjunto de informacbes necessarias para a

taxonomia de microrganismos.
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3.7.2 Caracteristicas Genotipicas

A "abordagem polifasica”, onde se combinam técnicas de
caracterizagdo genotipica, filogenética e fenotipica, estd sendo adotada em
estudos diversidade bacteriana em todo o mundo.

Técnicas de biologia molecular sdo empregadas, de forma
geral, em estudos de caracterizagdo genotipica, consideradas de grande
contribuicdo para a taxondémia. Algumas técnicas utilizadas na descricdo da
diversidade microbiana, incluindo rizébios s&o: conteddo de bases
nucleotidicas de DNA (% G + C), métodos de rep-PCR, RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA), hidridizagcdo DNA-DNA (homologia DNA- DNA) e
PCR-RFLP (Restrictions Fragment Length Polymorphism)(VANDAMME et al.,
1996; CHUEIRE et al., 2000; FERNANDES et al., 2003;GRANGE et al., 2007;
CAUWENBERGHE et al., 2014).

Rep-PCR, RAPD e RFLP

O método de rep-PCR faz o uso de primers (oligonucleotideos)
especificos que amplificam sequéncias repetidas do DNA pela técnica de PCR,
proporcionando a formacédo de perfis eletroforéticos que promovem a chamada
impressao digital do organismo (fingerprinting). Os marcadores mais utilizados
sdo REP-PCR (35-40 pb) (MISHRA et al.,, 2012), ERIC-PCR (124-127 pb)
(RASHID et al., 2012) e BOX-PCR, que consiste de 154 pb e trés subunidades
(box a, b e ¢) (ROWS et al.,, 2014). Estes métodos sdo uma poderosa
ferramenta para estudar a diversidade genética em nivel de espécie (CHUEIRE
et al., 2000; FERNANDES et al., 2003;), fornecendo uma analise complementar
a caracterizacdo por outras metodologias. No caso de bactérias diazotroéficas,
recomenda-se a obtencdo de perfis de rep-PCR, devido essa técnica ser
reconhecida como uma metodologia oficial para a identificacdo de rizobios
visando a producao de inoculantes comerciais.

A impressao digital da técnica BOX-PCR foi usada para
separacao de estirpes muito relacionadas como Rhizobium e Bradyrhizobium
(LIU et al., 2005). Em outras analises com rep-PCR, as espécies estudadas
foram: B. japonicum (JUDD et al., 1993; VINUESA et al., 1998), R. tropici (VAN
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BERKUM et al., 1994), R. leguminosarum bv, trifolii (LEUNG e BOTTOMLEY,
1994), R. galegae (SELENSKA-POBELL et al., 1995) e R. meliloti (DE BRUIJN,
1992; ROSSBACH et al., 1995). Foi relatado também, o uso da técnica ERIC-
PCR em estudos com estipes do género Rhizobium isoladas de lentilha
(RASHID et al.,, 2014) e sua aplicacdo na diferenciacdo de estirpes de R.
leguminosarum (LAGUERRE et al., 2003, MOSCHETTI et al., 2005) .

Na técnica RAPD se utiliza um Unico primer de sequéncia
aleatdria e de baixa especificidade, gerando assim, um grande numero de
fragmentos amplificados por PCR. As sequéncias sdo identificadas por
marcadores moleculares informando o nivel de polimorfismo. A técnica de
RAPD-PCR é um pouco mais discriminatoria e rdpida que a metodologia ERIC-
PCR, as impressfes digitais podem ser obtidas com mais facilidade (SIKORA
et al., 1997). Alguns estudos aplicaram a técnica RAPD na caracterizacdo de
isolados de Rhizobium e Bradyrhizobium tanto em culturas puras quanto em
nédulos (DE BRUIJN, 1992; HARRISON et al.,, 1992; JUDD et al.,, 1993;
LOUREIRO, 1994; VERSALOVIC et al., 1994; SADOWSKY & MOAWAD,
1995). Niemann e colaboradores (1997) em um estudo comparativo,
observaram o poder de resolucdo dos métodos de RAPD e ERIC na
discriminacao de estirpes de R. meliloti.

A metodologia PCR-RFLP permite a analise de polimorfismos
em pequenas sequéncias amplificadas por PCR, digeridas por enzimas de
restricdo. O espaco intergénico (16S-23S) amplificado por PCR tem sido alvo
de trabalhos com RFLP, método empregado pela sua rapidez e habilidade em
estabelecer as relacdes filogenéticas dos rizébios (PAFFETTI et al.,, 1996;
WANG et al., 2006).

Em estudos com R. leguminosarum bv. trifolii, a técnica RFLP
revelou a diversidade genética de isolados desta espécie (DEMEZAS et al,
1991). Van Damme et al., (1996) demostraram a eficiéncia da técnica RFLP em
trabalhos de diversidade intra-especifica de rizébios, 0 mesmo foi observado
em outras pesquisas por Selenska-Pobell et al.(1996), Chueire et al.,( 2000),
Doignon-Bourcier et al.( 2000), Tan et al.,( 2001) e Fernandes et al.(2003); e
Porém, quando se considera dois géneros diferentes de rizobios, o poder de
discriminacéao intraespecifica de RFLP pode ser extremamente baixo (JENSEN
et al., 1993; PAFFETTI et al., 1996).



40

Contetdo DNA (%G+C)

O contetdo de guanina mais citosina do genoma (%G+C) é
considerado um indicativo de identidade filogenética de uma bactéria e uma
ferramenta padrédo na distincdo de géneros e espécie de microrganismos,
especialmente na distingdo de cepas com similaridade fenotipica (ROSSELLO-
MORA & AMANN, 2001). O conteudo (%G+C) é adotado na taxonomia ha
muitos anos, utilizada em livros como o Bergey's Manual of Systematics of
Archaea and Bacteria. Os valores de genomas de procariotos varia de 16% a
75% (LIGHTFIELD et al, 2011), apesar desta variacdo, o conteudo das estirpes
de uma espécie particular € constante. O contetdo (%G+C) de espécies do
género Rhizobium varia de 57% a 66% (KUYKENDALL et al., 2015).

As cepas da mesma espécie podem ter uma variacdo de 3%
no teor de G + C e ndo mais de 10% para os membros de um género
(VANDAMME, 1996). Porém, ndo € seguro assumir que organismos com
conteudo (%G+C) bastante semelhantes, também apresentam sequencias de
bases de DNA semelhantes, pois duas sequéncias de bases bastante
diferentes podem ser construidas a partir das mesmas propor¢cées de AT e GC.
Apenas se dois microrganismos forem semelhantes filogeneticamente € que o
seu contetdo G+C sugere uma relacdo. Os dados do contetddo de G+C sao
relevantes, se as informacdes taxondmicas obtidas forem confirmadas por
outros métodos, levando em consideracao que a variacao dentro de um género
€ normalmente inferior a 10%, enquanto que a diferenca entre géneros é
bastante superior a este valor. Os valores do contetdo G + C séo estimados a
partir das propriedades fisicas induzidas no DNA extraido e/ou digerido, ou
seja, os nucleotideos néo séo calculados (MEIER-KOLTHOFF et al, 2014).

Hibridizagdo DNA-DNA

A hibridizacdo DNA-DNA (DDH) foi baseada na capacidade
das moléculas de DNA de cadeia simples hibridizarem com base na homologia
entre dois genomas. Um valor de 70% recombinacdo DNA-DNA é considerado

como o limiar para a demarcacao de espécies bacterianas, equivalente a 5 ° C
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da temperatura de melting (ATm), ambos os valores devem ser considerados
(WAYNE et al, 1987). Quanto maior a similaridade dos genomas, maior sera a
temperatura de melting necesséaria para separar as fitas novamente. Estirpes
que possuem uma hibridizacdo variando entre 25 e 60% s&o consideradas
espécies diferentes pertencentes ao mesmo género e percentuais inferiores a
10% compreendem géneros distintos (WANG et al., 2006). A maior parte das
espécies de rizébios foi definida obedecendo a estes critérios. A hibridizacao
empregada em estudos de Martinez-Romero (1994) relatou casos de baixa
homologia de DNA entre as espécies Sinorhizobium fredii, Rhizobium tropici,
Mesorhizobium plurifarium. Apesar de ser amplamente utilizada em
laboratérios, a técnica de hibridizacdo ndo permite a elaboracdo de um banco
de dados que permita a recuperacéo de informagdes para futuras comparagoes
e analises (RICHTER & ROSSELLO-MORA 2009; RAMOS et al., 2011) além
disso, os resultados da DDH podem variar entre diferentes laboratérios (CHO
E TIEDJE, 2001e LINDSTROM et al, 2015).

3.7.3 Caracteristicas Filogenéticas

O sequenciamento dos genes 16S rRNA e housekeeping séo
frequentemente realizados na caracterizacao filogenética de microrganismos
(VANDAMME et al., 1996). As sequéncias sao alinhadas e comparadas com
base em sua similaridade, se duas sequéncias apresentam grande
similaridade, demonstram fortes indicios de possuirem o mesmo ancestral, ou
seja, serem homodlogas (AMABIS & MARTHO, 1990). A similaridade é
simplesmente uma forma de expressar o quanto duas sequéncias s&o
parecidas, seu valor é baseado na identidade e/ou conservacao da sequéncia.
Os valores de identidade nucleotidica obtidos nas comparacdes, indicam a

guantidade de nucleotideos alinhados, ou seja, o0 quanto eles sao idénticos.
Gene ribossomal 16S
A taxonomia de procariontes sofreu uma revolugdo na década

de 1970, quando o uso do gene 16S rRNA foi incluido em andlises filogenéticas
por Carl Woese (OREN, 2009). A utilizacdo do gene 16S rRNA na década de
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1990 resultou em um aumento significativo no numero de descricdes de novas
espécies (TAMAMES & ROSSELLO-MORA, 2012). O nimero de sequéncias
disponiveis nos repositorios publicos aumentou de 10000 no ano 2000, para
250000 e 3000000 nos anos 2004 e 2012, respectivamente. Atualmente,
relatar uma sequéncia quase completa do gene rRNAL16S € necessario para a
descricéo de novo taxon bacteriano.

Os genes ribossomais (rRNA) estdo entre as moléculas mais
conservadas durante a evolugcdo em todos os seres vivos, devido a sua fungéo
estrutural nos ribossomos. Apesar de altamente conservados, apresentam
variabilidade genética em alguns dominios, tornando as sequéncias
ribossomais proveitosas para a caracterizacao filogenética (GARRITY e HOLT,
2001). O gene 16S podem ser sequenciado facilmente e comparado com
outras milhares de sequéncias depositadas em bancos de dados. Os valores
de similaridades de 97% e 95% foram definidas como limites para estirpes
pertencentes a mesma espécie e género, respectivamente (SCHLOSS e
HANDELSMAN, 2005; BORNEMAM e TRIPLETT, 1997).

SEGOVIA et al. (1993) e YONG et al. (1991) propuseram a
analise da distancia filogenética entre estirpes de Rhizobium através do
sequenciamento do gene 16S rRNA. LAGUERRE et al (1994) demostraram a
utilizacdo de sequéncias iniciadoras da regido do gene ribossomal 16S na
identificacdo de géneros como Rhizobium, Bradyrhizobium e Agrobacterium.
Além de diversos outros trabalhos com rizébios realizados por YOUNG et al.
1991; EARDLY et al., 1992; LAGUERRE et al., 1993; AMARGER et al.,1997;
VINUESA et al. 1998; CHUEIRE et al., 2000; LAFAY et al., 2001; MOSTASSO
et al., 2002; CHUEIRE et al., 2003; GRANGE; HUNGRIA, 2004; YOUNG et al.,
2004; SILVA et al., 2005; VINUESA et al., 2005; MENNA et al., 2006.

Apesar de essencial, apenas o gene 16S rRNA néo é suficiente
para a descricdo de novas espécies (STACKEBRANDT e GOEBEL 1994;
TINDALL et al, 2010). O namero de corte para a similaridade do gene 16S
rRNA, ndo pode ser aplicado como um limite padréo para todas as bactérias e
0 gene ribossomal pode ser ocasionalmente sujeito a transferéncia horizontal e
recombinacdo genética, assim, a filogenia de 16S rRNA pode nao refletir a
correta filogenia das bactéria (VAN BERKUM e FUHRMANN 2000, WILLEMS
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2001, VAN BERKUM et al, 2003, EARDLY et al, 2005, VINUESA et al, 2005,
MARTENS et al, 2007 & 2008, THOMPSON et al, 2013).

Embora os dados obtidos com a sequéncia do gene 16S rRNA
permita identificar um microrganismo ao nivel de género, ndo é muito eficiente
na diferenciacdo de espécies (MIGNARD e FLANDROIS, 2006). Portanto, os
pesquisadores passaram a utilizar outras ferramentas para complementar a
esta analise, como a metodologia MLSA (Multi-Locus Sequence Analysis), que
compara as sequéncias de genes housekeeping das estirpes bacterianas.

MSLA (Multi-Locus Sequence Analysis)

Gevers et al., (2005) definiram MLSA como um método para a
caracterizacdo genotipica de um grupo mais diverso de procariotos, usando as
sequéncias de multiplos genes de manutencao codificadores de proteinas. Os
genes “housekeeping” codificam proteinas envolvidas na manutencao
fisioldégica de procariotos (KRAWIEC e RILEY 1990; HARRISON et al 2010).
Esses genes tém funcbes altamente limitadas e mudaram pouco ao longo do
tempo (WOESE, 1992, VINUESA et al., 2005, JANDA E ABBOTT, 2007). Os
genes “housekeeping” sdo considerados marcadores adequados para a
filogenia microbiana, pois, apesar de evoluirem, possuem sequéncias
conservadas a ponto de oferecer informagbes que auxiliem nos estudos
filogenéticos.

Os genes “housekeeping” mais empregados em estudos com
rizobios sdo: DNA recombinase A (recA) (VINUESA et al., 2005) que codifica a
proteina responsavel pela recombinacdo homdloga em bactérias; ginll e ginA
(SILVA et al., 2005) que codificam as enzimas glutamina sintase GSI e GSlI,
respectivamente; atpD (VINUESA et al., 2005) que codifica a subunidade 8 da
ATP sintase; rpoB (KHAMIS et al., 2003) que codifica a subunidade 3 da RNA
polimerase e o gene dnaK (EARDLY et al.,2005) que codifica uma chaperona
envolvida em varios processos celulares. Além destes, 0s genes nod
(nodulagéo) e nif (fixagao) sao frequentemente utilizados na caracterizacao de
rizobios (HAUKKA et al., 1998; LAGUERRE et al., 2001), juntamente com o
gene ribossomal 16S rRNA.
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Vinuesa et al., (2005) demonstraram que 0S genes
“‘housekeeping” serviram adequadamente para a técnica MLSA e na
caracterizacéo filogenética de varias espécies. Da mesma forma em estudos
com Rhizobium (LI, 2016); Bradyrhizobium (RIVAS et al.,, 2009), Ensifer
(MARTENS et al.,, 2008), Mesorhizobium (WOLDE-MESKEL et al.,2005). A
selecédo dos genes apropriados € importante para estimar a filogenia com base
em sequéncias de genes concatenados. O comité que avalia a definicdo de
espécies em bacteriologia sugeriu usar um minimo de cinco genes de
manutencdo em MLSA (STACKEBRANDT et al., 2002). Outros autores como
Konstantinidis et al, (2006) propuseram um minimo de trés genes para estudos
de diversidade microbiana com MLSA. Estudos filogenéticos com estirpes do
género Rhizobium, conduzidos por Jiao Y. S. (2015), Zou L. (2016), Lu J.
(2011) e colaboradores, obtiveram sucesso na descricdo de espécies utilizando
trés genes housekeeping na analise por MLSA.

O método MLSA tornou-se a abordagem preferida para as
andlises taxondmicas na ultima década, devido a diminuicdo dos custos de
sequenciamento de genes, e também, pelo aperfeicoamento dos programas de
bioinformética. Considerada pelas suas vantagens, a melhor metodologia

disponivel para os estudos taxonémicos.

ANI (Average nucleotide identity)

A técnica Average Nucleotide Identity tem sido adotada por
diversos estudos descritivos nos ultimos anos. Esta abordagem conhecida
como ANI (KONSTANTINIDIS e TIEDJE, 2005), fornece informacdes baseadas
na comparacdo do genoma inteiro entre dois organismos e foi recentemente
aceita como uma alternativa ao método tradicional de hibridizagdo DNA/DNA.
O ANI avalia um grande numero de genes, de lenta e rapida evolucao, isto
minimiza o efeito da transferéncia horizontal de genes, fazendo com que seja
considerado o meétodo de maior resolucdo para estudos descritivos
(KONSTANTINIDIS e TIEDJE, 2005). O valor de ANI igual a 95%, equivale ao
valor de 70% de DDH (CHAN et al., 2012, KONSTANTINIDIS E TIEDJE, 2005),
ou seja, pertencem a mesma espécie de procarioto. Os céalculos de ANI podem

ser determinados com o auxilio de softwares, onde os dados gendmicos séo
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comparados e utilizados para fins taxondmicos. As descricbes de espécies
onde ANI foram utilizadas para suportar ou complementar os valores de
hibridizacdo DNA/DNA foram publicados por Dall’agnol et al. (2013) (2014),
Delamuta et al. (2013) e Lopez-Lépez et al. (2012). Da mesma forma, o
emprego da metologia ANI levou a descoberta de novas linhagens rizébios por
Lépez-Guerrero et al. (2012) e Ribeiro et al. (2013).

4 MATERIAL E METODOS

4.1 ISOLADOS BACTERIANOS

As estirpes do género Rhizobium caracterizadas neste trabalho
foram escolhidos apés um estudo de descricdo iniciado por Zuluaga e
colaboradores (2016). Neste estudo, os rizObios foram isolados a partir de
amostras de solo, a rizosfera e o endosfera de raizes de tomate (Solanum
lycopersicum) e lulo (Solanum quitoense) cultivados em solos de diferentes
tipos de manejo provenientes da fazenda escola da Universidade Estadual de
Londrina. Os solos coletados receberam o seguinte manejo: solo de mata
secundaria (com vegetacdo mista arbodrea/herbacea), solo de horticola
convencional (com cultura de abdbora) e solo organico (sem cultura no
momento da amostragem, mas com histérico de cultivo de milho). Estas
estirpes foram caracterizadas como pertencentes ao género Rhizobium a partir
de sequéncias parciais do gene 16S rRNA nos estudos prévios realizados por
Zuluaga e colaboradores (2016). Estes isolados foram armazenados em
glicerol a -20 °C e mantidos na colecdo de bactérias promotoras do
crescimento vegetal do Laboratério de Bioquimica Molecular da Universidade
Estadual de Londrina. Do estudo inicial de descricdo, 25 estirpes foram
selecionadas para este trabalho, 9 isolados de tomate (Solanum lycopersicum);
14 isolados de lulo (Solanum quitoense) e do 2 isolados de solo.

As estirpes selecionadas para o estudo foram nomeadas com
as letras iniciais segundo as plantas e o0 meio em que foram isoladas, seguidas
de uma abreviacgéo indicando o tipo de solo utilizado no cultivo. Desta forma,
os isolados das plantas Solanum lycopersicum (tomate), Solanum quitoense

(lulo) e do solo, receberam a denominacgao SL, SQ e SO, respectivamente. Os
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tipos de solo receberam as seguintes abreviacdes: Fal. (fallow), pousio ou solo
de mata; Org. (organic) uso com manejo organico; Con. (conventional) uso sob

manejo convencional (Tabela 1).

Tabela 1 — Espécies de plantas/meio onde os rizobios foram

isolados e tipos de solos utilizados nos cultivos.

Plantas/meio Tipos de solo
Solanum lycopersicum (tomate) - SL Fallow — Fal.
Solanum quitoense (lulo) - SQ Organic — Org.
Solo - SO Conventional — Con.

4.2 CARACTERIZACAO MOLECULAR

4.2.1 Extragdo do DNA Total

Os 25 isolados de bactérias do género Rhizobium mantidos em
criopreservacdo foram reativados pelo cultivo em meio liqguido DYGS
(RODRIGUES NETO, et al.,1986.), a 30 °C por 24 horas, sob agitacao orbital a
180 rpm. A partir das culturas bacterianas obtidas, uma aliquota de 1 mL de
cada amostra foi transferida para microtubos de 1,5 mL, que passaram por uma
centrifugacdo de 2 min a 12000 g, sendo descartando o sobrenadante. Em
seguida, foram adicionados 400 pL de tampé&o STE (100 mM NaCl, 10 mM Tris
HCL, 1 mM EDTA, pH 8,0) aos precipitados contendo as células bacterianas,
gue foram homogeneizados em vortex por 1 min e centrifugados por 2 min a
12000 rpm. Na amostra homogeneizada, foram adicionados 100 pL da solucéo
fenol saturado com Tris-HCI 10 mM pH 8,0, misturadas em vortex por 1 min, e
centrifugadas durante 5 min a 15000 g, provocando a lise das células.

A centrifugacdo provocou a separagdo das fases aquosa e
organica por forca centripeta. Como o DNA bacteriano se encontra na fase
aguosa, foram transferidos 160 pL desta fase para um microtubo de 1,5 mL,
gue recebeu mais 40 pL de tampédo TE e 100 pL de cloroférmio. Os tubos
foram homogeneizados em vortex por 1 min e centrifugados por 5 min a 15000
g, este procedimento foi repetido mais 2 vezes até ndo ser mais possivel

observar mais a presenca de precipitado na interface das amostras.
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Dos extratos de DNA obtidos, 160 pL dos sobrenadantes foram
transferidos para tubos de 1,5 mL, que receberam mais 5 pL da enzima RNAse
(10 mg/mL). As amostras foram incubadas por 10 min a 37 °C para a lise da
molécula de RNA. No ultimo passo da extracédo, cada tubo recebeu 100 pL de
cloroférmio, seguido de homogeneizacdo em vortex por 1 min e centrifugacéo
por 5 min a 15000 g, transferiu-se 140 uL do sobrenadante para um microtubo

que foi armazenado a -20 °C para ser utilizado nas etapas seguintes.

4.2.2 Amplificacdo do DNA por PCR

A amplificagdo das amostras de DNA ocorreu por meio da
técnica PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase), utilizando os primers para 0s
genes 16S RNAr e genes housekeeping recA (proteina de recombinacéo
RecA), gInll (Glutamina sintetase Il) e rpoA (RNA polimerase subunidade a)
(Tabela 2). Em cada reacdo de amplificagcdo foi utilizado uma solucéo
composta de 50 ng de amostra de DNA, 2 pL do primer iniciador de cada
regido selecionada (20 pmol/uL), 2 yL de dNTPs (mistura com 2,5 mM de cada
nucleotideo), 5 yL de tampao 10x (10 mM Tris-HCL pH 8,3), 2,5 uL de MgCl2
(50 mM), 1,5 U de Taq DNA polimerase e completando com agua ultrapura até
o volume final de 50 pL.

As amostras foram amplificadas utilizando um termociclador,
com ciclos de tempo e temperatura especificos para cada primer de acordo
com a Tabela 2. A eletroforese foi realizada em gel de agarose 1%, tampéao
TBE 0,5 x, onde em cada poco foram aplicados 0,5 yL de cada amostra
amplificada diluidas em 0,3 yL do tampéao da amostra 6x (Azul de Bromofenol
0,25%, glicerol 30% e tampédo TBE 0,5X). A corrida ocorreu a uma voltagem de
60 Volts, a temperatura ambiente por aproximadamente 1 h. Os produtos de
amplificagédo foram corados com brometo de etidio e o perfil das bandas
formadas foi verificado em um foto documentador sob radiacdo UV. Apos a
andlise, os fragmentos amplificados passaram por uma etapa de purificagdo
prévia a reacdo de sequénciamento com o kit High Pure PCR Product
Purification (Roche), seguindo as instru¢cdes do fabricante. Apds a analise do
produto em gel de agarose, as amostras foram submetidas as reacdes de

seguenciamento.



Tabela 2 — Primers e condi¢cbes de amplificacéo.
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Gene | Primer Sequéncia 5’-3’ Ciclos pB
Y1 5 -TGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGC- 3 | 1 x (93 °C por 2 min), 35 x (93°C | (regido 20 a 43 E. coli
16S por 45 seg; 62 °C por 45 seg; 72 gene 16S rRNA)
Y3 5-TACCTTGTTACGACTTCACCCCAGTC-3 °C por 2 min), 1 x (72 °C por 5 (regido 1487 a 1507
min) e (15 °C por 15 min) E. coli gene 16S rRNA)
(YOUNG et al., 1991). 1500 pb
*362f 5-CTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGG-'3 25 a 35 ciclos de 95 ° C (2 min), (regido 339 a 362)
42 ° C (30 s) e 72 ° C (4 minutos).
*786f 5-CGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGG-3 (WEISBURG et al., 1991) (regido 746 a 786)
recA6f 5-CGKCTSGTAGAGGAYAAATCGGTGGA-3 | 2 min 95°C, 35X (45s95°C, 30s
58°C, 90's 72°C), 7 min 72°C. 396 pb
recA | recA555 5-CGRATCTGGTTGATGAAGATCACCAT'3 (STEPKOWSKI et al., 2005)
r
TSglnllf | 5-AAGCTCGAGTACATCTGGCTCGACGG-3’ | 2min 95 °C, 35%(45s 95 °C, 30 s 480 pb
58 °C, 1.5 min 72 °C), 7 min 72
ginll | TSginlir 5-SGAGCCGTTCCAGTCGGTGTCG-3 °C. (STEPKOWSKI et al., 2005).
RRrpoAf 5-GGAAATCGCCATCAAGATGG-'3 2 min 95 °C, 35 x (45s 95°C, 30s 603 pb
rpoA 58°C, 90s 72°C), 7 min 72°C
RRrpoA 5-ACGCTTGGCGAGATCTTC"-3’ (RIBEIRO et al., 2009)
r

* primers utilizados no sequénciamento

Em estudos realizados por Zuluaga e colaboradores (2016), foi
obtido o perfil BOX das estirpes utilizadas neste trabalho. As amostras de DNA
foram amplificadas utilizando o primer BOX AIR, seguindo as condi¢cdes de
amplificacdo descritas por Kaschuk et al. (2006). Os produtos da amplificacéo
foram submetidos a eletroforese em géis de agarose a 1,5%, corados com
brometo de etideo e fotografados sob radiacédo UV.

As bandas resultantes foram analisadas pelo programa
Bionumerics (Applied Mathematics, Kortrijk, Bélgica) utilizando o algoritmo
UPGMA (“‘unweighted pair-group method with arithmetic mean”) e o coeficiente

de Jaccard a 3 % de tolerancia (JACCARD, 1912).

4.2.3 Reacdes de Sequénciamento e Analise Filogenética

As reacfes de sequénciamento foram montadas em placas de

96 pocos utilizando o kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
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(Applied Biossystems). Em cada poco, foram transferidos 3 yL do produto de
PCR purificado; 1 uL dos respectivos iniciadores (20 mM); 1,3 uL do terminador
Big Dye; 2,5 yL do tampé&o 5X e agua ultrapura completando para 20 pL. A
reagdo foi realizada utilizando um termociclador estabelecendo um ciclo de
desnaturacao inicial (96 °C, 1 min), seguida de 35 ciclos de desnaturacéo (96
°C, 15 seg), anelamento (50 °C, 15 seq) e extenséao (60 °C, 4 min).

Apos a amplificagdo, o DNA foi precipitado utilizando 65 pL de
etanol absoluto e 2 uL de acetato de aménio (7,5 M) em cada poco. As placas
foram centrifugadas por 45 min a 4000 g. Uma suspenséao foi formada onde o
sobrenadante foi descartado, o precipitado lavado com 150 L de etanol 70%
e centrifugando durante 20 min a 4000 g a 20°C. O sobrenadante foi
descartado, a placa foi seca e incubada a 37 °C por 30 min. e o DNA
ressuspendido com 10 uL de formamida. O sequenciamento ocorreu utilizando
0 sequénciador automatico ABI-3500 (Applied Biosystems).

Com o programa Bioedit versdo 7.2.5, as sequéncias obtidas
foram corrigidas com base no banco de dados do NCBI e alinhadas com o
programa MEGA 7 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis). As arvores
filogenéticas dos genes 16S RNAr e housekeeping foram construidas utilizando
o programa MEGA 7, com base no algoritmo Maximum Likelihood (SAITOU;
NEI, 1987) e modelo de distancia Kimura 2-parameter (KIMURA, 1980). O
suporte estatistico para as arvores foi avaliado por bootstrap (FELSENSTEIN,
1985) com 1000 repeticbes (HEDGES, 1992). A identidade nucleotidica entre

as estirpes foi calculada pelo programa Bioedit, versao 7.2.5.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 BOX-PCR

Com a observacdo do dendograma (Figura 1), foi possivel
notar que todas as amostras apresentaram perfis distintos, excluindo a
possibilidade das estirpes estudadas representarem clones. Uma alta
diversidade intraespecifica foi observada nas diversas ramificagbes formadas.
Os microrganismos isolados da mesma planta hospedeira apresentaram

valores de similaridade superiores a 70%, se agrupando n0os mesmos ramos.
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Apenas as estirpes 1SL Org., 27SL Org., 22SQ Fal. e 27SQ Fal. se agruparam
nos mesmos ramos tanto no dendograma quanto nas arvores filogenéticas,
apesar disso a maioria das estirpes que se posicionaram proximas no

dendograma, permaneceram nos mesmos grupos nas arvores filogenéticas.

Fonte: Autor

Figura 1 — Dendrograma construido com base nos perfis eletroforéticos
obtidos pela técnica BOX-PCR, com auxilio do programa Bionumerics utilizando o algoritmo
UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic mean) e o coeficiente de Jaccard com

3% de tolerancia.

5.2 ANALISE FILOGENETICA DA REGIAO 16S DO DNAR

A arvore filogenética estudada com sequéncias parciais do
gene 16S (Figura 2) foi gerada com base no posicionamento das estirpes em
um dendograma constituido por todas as 100 espécies tipo do género
Rhizobium, relatadas no banco de dados List of Prokaryotic Names with
Standing in Nomenclature (LPSN; http://www.bacterio.net) (Anexo A). A arvore
estudada compreendeu 32 espécies tipo, onde suas sequencias foram
alinhadas com as estirpes estudadas e cortadas no tamanho de 1027pb (Figura
2).

% 39SL-Con.

15SL - Fal.
42SL - Org.
32SQ-Con.

' 11S0-Con.

1SL - Org.
27SL - Org.
18S0 - Org.
26SQ - Org.
42SQ - Org.
43SL -Fal.

~ 36SL-Fal.

41SL -Con.
37SQ-Fal.
165Q - Org.
6SL - Fal.
98Q - Org.
17SQ -Fal.
398Q - Org.
47SQ-0Org.
43SQ-Con.

| 228Q-Fal.

27SQ-Fal.
40SQ - Org.


http://www.bacterio.net/
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O termo técnico utilizado para denominar todo tipo de arvore
filogenética € dendrograma. Em filogenia chama-se dendrograma qualquer
diagrama ramificado que conecta espécies (AMORIM, 2009). Atualmente
também utiliza-se o termo “Arvores Filogenéticas” especificamente para os
dendrogramas da Filogenia.

Para um melhor entendimento do trabalho, as estirpes foram
divididas em trés grupos ou clusters, com base na disposi¢cao dos ramos entre
as arvores. O grupo 1 compreendeu as estipes tipo R. lusitanum, R.
miluonense, R. mayense R. rhizogenes, R. rubi, R. hainaense, R. leucanae, R,
callandrae, R. multihospitium, R. freirei, R. jaguaris, R. tropici, R. vallis e R.
paranaense, este grupo é conhecido por alguns autores como grupo Tropici
(RIBEIRO et al.,, 2012). O grupo 2 foi constituido pelas espécies R. etli, R.
ecuadorense, R. pisi, R. leguminosarum bv viciae, R. anhulense, R. laguerreae,
R. pisi, R. sophorae, R. leguminosarum trifoli, R. phaseoli, R. indigoferae, R.
sullae, R. gallicum, R. alamii e R. mesosinicum. E o grupo 3 formado pela
estirpe tipo R. radiobacter, R. larrymoorei e R. pusense. A espécie
Bradyrhizobium diazoefficiens foi inserida na arvore como um grupo externo,
com o propésito de se diferenciar das outras estirpes (Figura 2).

Na arvore filogenética da regido parcial 16S do DNAr (Figura
2), se observa que cinco estipes isoladas do tomate (6SL Fal.,15SL Fal., 36SL
Fal., 39SL Con., 42SL Org.) e seis de lulo (9SQ Org., 16SQ Org., 26SQ Org.,
40SQ 0rg.,42SQ Org. e 47SQ Org.) foram inseridas no grupo 1. Nota-se a
formacéo de dois grandes ramos ou clados, onde no primeiro grande ramo as
estirpes estudadas 6SL Fal., 36SL Fal., 16SQ Org., e 47SQ Org. se
posicionaram proximas das estirpes tipo R. lusitanum, R. miluonense e R.
mayense, e 0S microrganismos 15SL Fal., 26SQ Org e 42SL Org.
demonstraram maior proximidade pela espécie R. rubi (Figura 2). Os valores
de identidade nucleotidica apresentados pelas estirpes R. lusitanum, R.
miluonense, R. mayense e R. rubi variaram de 93,5% a 99,8%; 93,6% a 99,9%,
93,6% a 99,9% e de 93,4% a 99,6%, respectivamente (Tabela 4). Como estas
estirpes tipo foram consideradas de maior proximidade, os maiores valores de
identidade correspondem as estirpes estudadas. Os valores ultrapassaram o
limite determinado pelos estudos realizados por Vandamme e colaboradores

(1996), onde estirpes de espécies diferentes apresentaram menos de 97% de



52

identidade nucleotidica em sequéncias do gene 16SrRNA, portanto, as estirpes
estudadas do primeiro ramo do grupo 1 possuem chances de pertencerem a
linhagem das espécies tipo de maior proximidade, necessitando de analises
que complementem esta hipétese.

No segundo grande clado do grupo 1, a estirpe estudada 42SQ
Org., demonstrou maior proximidade pelas estirpes tipo R. multihospitium e R.
calliandrae e as amostras 40SQ Org. e 9SQ Org. se aproximaram mais das
espécies R. freirei e R. tropici, respectivamente (Figura 2). A estirpe 39SL Con.
posicionou-se em um ramo a parte, compartilhando de maior proximidade das
espécies tipo R. paranaense, R. jaguaris e R. vallis (Figura 2). Os valores de
identidade nucleotidica variam de: 93,5% a 99,8% para ambas as espécies R.
multihospitium e R. calliandrae; de 93,5% a 99,9% para a estirpe R. freirei; de
92,8% a 99,2% para a espécie R. tropici e de 93,5% a 99,7% para as estirpes
R. paranaense, R. jaguaris e R. vallis (Tabela 4). Os valores de identidade
nucleotidica exibidos pelas estirpes tipo do segundo clado do grupo 1, indicam
alta similaridade entre as estirpes do cluster que se originaram de um mesmo
ancestral, indicado pelo né correspondente ao ramo estudado. Com base nos
estudos de Vandamme et al. (1996), as estirpes estudadas apresentam
potencial de pertencerem as espécies consideradas mais proximas na arvore.

As espécies tipo do grupo 2, R. anhuiense, R. laguerreae, R.
sophorae, R. leguminosarum trifolii, R. ecuadorense, R. pisi e R. phaseoli foram
agrupadas no mesmo ramo com estirpe estudada 43SL Fal. (Figura 2). A
espécie R. phaseoli se colocou mais proxima da estirpe e exibiu um valor de
identidade nucleotidica de 93,3% a 99,6% (Tabela 4), com base nestes valores
a estirpe 43SL Fal. apresenta chance de pertencer a espécie R. phaseoli. A
estirpe 32SQ Con. se posicionou em um ramo préprio com maior proximidade
pela espécie R. alamii (Figura 2), que apresentou um valor de identidade de
94,7% a 99,3% (Tabela 4), indicando a possibilida da estirpe 32SQ Con.
representar um microrganismo da espécie R. alamii. Apesar do alto valor, o
posicionamento assumido pela estirpe 32SQ Con. chamou atencéo, pois se
colocou mais isolada do restante do grupo 2 (Figura 2). A similaridade entre as
estirpes tipo do grupo 2, ja havia sido observada em estudos anteriores
(RIBEIRO et al., 2013).
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O grupo 3 dividiu-se em dois clados principais que
compreenderam a maioria das estirpes pesquisadas no trabalho (Figura 2). O
primeiro grande ramo foi formado pelas estirpes estudadas 39SQ Org.,43SQ
Con. e 41SL Con., e o segundo clado foi composto pelas estirpes 1SL Org.,
27SL Org., 17SQ Fal., 37SQ Fal. , 22SQ Fal., 27SQ Fal., 50SQ Fal., 18SO
Org. e 11S0 Con.(Figura 2). As estirpes estudadas do primeiro ramo do grupo
3 apresentaram proximidade pela espécie R. radiobacter que apresentou
valores de identidade que variam de 94,4% a 99,3%. O segundo clado
compreendeu a estirpe tipo R. pusense, considerada mais proxima da estirpes
estudadas. A identidade nucleotidica da espécie R. pusense variou de 93,5% a
99,9% (Tabela 4), superando o limite de 97% de identidade (VANDAMME et
al.,1996). Os valores demonstram a alta similaridade das estirpes do grupo 3,
indicando a origem de um ancestral em comum, além disso, os resultados
sugerem que as estirpes estudadas possam pertecencer as espécie R.
radiobacter e R. pusense, porém outras analises que corroborem com este
resultado sdo necessarias.

O sequénciamento da regido 16S DNAr é muito utilizada em
estudos de diversidade bacteriana para uma definicdo em nivel de género. A
analise apenas do gene ribossomal torna dificil a discriminacdo de espécies
estreitamente relacionadas, para uma melhor definicdo das estirpes estudadas
€ necessario a analise de sequéncias de regibes parciais dos genes
housekeeping individuais e concatenados por meio da metodologia MLSA,
muita utilizada para a definicdo de novas espécies do género Rhizobium
(MARTENS et al., 2007; HUNGRIA et al.,2008).
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Rhizobium miluonense CCBAU 41251
Rhizobium lusitanum P1-77
Rhizobium mayense CCGE526"
47SQ Org 16S rRNA
36SL Fal 16S rRNA
16SQ Org 16S rRNA
06SL Fal 16S rRNA
[ | 15SL Fal 165 rRNA
|- 26SQ Org 16S rRNA
- 42SL Org 16S rRNA
Rhizobium rhizogenes (Agrobacterium rhizogenes) IFO 132577
-I_Rhizobium rubi (Agrobacterium rubi) ICMP 118337

Rhizobium hainanense 166T

Rhizobium leucaenae USDA 9039 CFN 299"
Rhizobium calliandrae CCGE524"

Rhizobium multihospitium CCBAU 834017

42SQ Org 16S rRNA

Rhizobium tropici CIAT 8997

09SQ Org 16S rRNA

100

40SQ Org 16S rRNA
Rhizobium freirei PRF 817
Rhizobium jaguaris CCGE525"

Rhizobium paranaense PRF 35"

Rhizobium vallis CCBAU 656477

39SL Con 16S rRNA

Rhizobium etli CFN 427

Rhizobium leguminosarum bv. viciae USDA 23707
I- Rhizobium phaseoli ATCC 144827

Rhizobium leguminosarum trifoli ATCC 14480

81

Rhizobium anhuiense CCBAU 23252

Rhizobium ecuadorense CNPSo 6717
Rhizobium laguerreae FB206™
Rhizobium pisi DSM 3013
Rhizobium sophorae CCBAU 03386"
- 43SL Fal 16S rRNA

Rhizobium sullae IS 1237

Rhizobium indigoferae CCBAU 710427
Rhizobium gallicum R602sp™

32SQ Con 16S rRNA

Rhizobium alamii GBV016"

Rhizobium mesosinicum CCBAU 250107

80 41SL Con 16S rRNA

93
43SQ Con 16S rRNA

39SQ Org 16S rRNA

Rhizobium radiobacter (Agrobacterium tumefaciens) IAM 12048
100 Rhizobium larrymoorei (Agrobacterium larrymoorei) 3-10"
37SQ FAL 16S rRNA

Rhizobium pusense NRCPB10™

17SQ Fal 16S rRNA

18S0 Org 16S rRNA

27SL Org 16S rRNA

01SL Org 16S rRNA

50SQ Fal 16S rRNA

11S0 Con 16S rRNA

22SQ Fal 16S rRNA
27SQ Fal 16S rRNA

Rhizobium vignae CCBAU 051767

Bradyrhizobium diazoefficiens USDA 1107

0.02

Fonte: Autor

Figura 2 - A arvore filogenética com 25 estirpes em estudo, baseadas apenas no gene 16S
RNAr, construida por meio do programa MEGA 7 e analisada segundo o modelo distancia K2P
e algoritmo Maximum Likelihood com suporte estatistico baseado na andlise bootstrap de 1000
repeticdes. O valor da barra indica a porcentagem de substituicdo nucleotidica. A estirpe
Bradyrhizobium diazoefficiens USDA 110 foi utilizada como outgroup.

Grupo 1

Grupo 2

Grupo 3
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5.3 ANALISE FILOGENETICA DE REGIOES PARCIAIS DOS GENES HOUSEKEEPING GLNII,
RECA E RPOA

Assim como a arvore estudada do gene ribossomal, os
dendogramas dos genes housekeeping foram gerados com base no
agrupamento das estirpes em arvores contendo todas as espécies tipo de cada
gene (Anexos B, C e D).

Para cada gene housekeeping foi construida uma &arvore
filogenética, onde foram utilizadas sequéncias que sofreram um corte no
tamanho de 444 pb, 343 pb e 415 pb para os genes ginll, recA e rpoA,
respectivamente. Os  dendogramas  estudados apresentaram  um
posicionamento das estirpes em 3 grupos, da mesma forma que a arvore de
regides parciais do gene 16S DNAr, porém com diferencas no numero de
espécies tipo e constituicdo dos grupos.

As estirpes 6SL Fal., 15SL Fal., 36SL Fal., 39SL Con., 42SL
Org., 9SQ Org., 16SQ Org., 26SQ Org., 40SQ Org., 42SQ Org. e 47SQ Org.
foram posicionadas no grupo 1, assim como na arvore do regifes parciais do
gene 16S DNAr (Figura 2). As estirpes 16SQ Org., 26SQ Org., 42SL Org. e
47SQ Org. se posicionaram proximas em todas as arvores baseadas nos
genes housekeeping. Nos dendogramas de regides parciais dos genes ginll e
recA (Figuras 3 e 4), a espécie tipo R. tropici se posicionou mais proxima das
estirpes estudadas e na arvore do gene rpoA se observou maior proximidade
do clado pela estirpe tipo R. freirei (Figura 5).

Os valores de identidade nucleotidica apresentados pela
espécie R. tropici variaram de 86% a 98,1% na arvore baseada no gene ginll e
de 85,3% a 96,1% para a arvore do gene recA (Tabela 4). A andlise do gene
rpoA revelou o valores de 89% a 99,2% de identidade da espécie R. freirei em
relacdo as estirpes estudadas (Tabela 4). Os valores apresentados
ultrapassaram o limite de 94% de identidade nucleotidica, valor referente ao
estudo dos genes housekeeping individuais que delimitam a descricao de uma
nova espécie proposto por Thompson et al. (2005). Desta forma, os resultados
indicam que as estirpes estudadas 16SQ Org., 26SQ Org., 42SL Org. e 47SQ
Org. pertencem as espécies R. tropici e R. freire, além de alta similaridade que

reflete em uma homologia entre os microrganismos . A analise das sequéncias
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dos genes concatenados e outros testes genotipicos sdo necessarios para se
definir uma espécie com mais precisao.

As estirpes estudadas 6SL Fal., 15SL Fal. e 36SL Fal. do grupo
1, se posicionaram proximas em todas arvores. No dendograma gerado do
gene glnll, as estirpes estudadas se posicionaram N0 mesmo ramo com maior
proximidade pela espécie R. tropici (Figura 3). Na arvore do gene recA, as
estirpes 6SL Fal. e 36SL Fal. se colocaram no mesmo ramo que a espécie R.
vignae (Figura 4). Os microrganismos 6SL Fal. e 36SL Fal. da arvore do gene
rpoA, formaram um clado a parte, préximo a espécie tipo R. lusitanum, a
estirpe 15SL Fal. formou um ramo com o microrganismo 39SL Org, exibindo
proximidade pela espécie tipo R. multihospitium (Figura 5). Na arvore do gene
ginll, a estirpe 39SL Org. se colocou em um ramo isolado, mas préximo ao
grande clado e com proximidade também pela espécie R. tropici (Figura 3).
Observando a arvore baseada no gene recA, a estirpe 39SL Org. se
posicionou mais distante do clado estudado e mais proximo da espécie R.
haianense (Figura 4). As estirpes 6SL Fal., 36SL Fal. e 15SL Fal. apresentaram
ainda altos valores de boostrap nas arvores analisadas, indicando a alta
confiabilidade estatistica no posicionamento e formacao dos ramos.

O valor de identidade nucleotidica da estirpe tipo R. tropici em
relacdo as estirpes do estudo variaram de 86% a 98,1% na arvore do gene
ginll. Os valores das estirpes do gene recA foram de 87,4% a 100% da
espécie R. vignae, e de 87,7% a 98,2% da espécie R. haianense (Tabela 4). A
analise do gene rpoA apresentou porcentagens de 88% a 97,2% para a estirpe
R. lusitanum (Tabela 4) e de 88,3% a 98,7% para espécie tipo R.
multihospitium (Tabela 4). As maiores porcentagens de identidade nucleotidica
correspondem as estirpes estudadas posicionadas mais proximas nas arvores,
logo os valores individuais das estirpes 6SL Fal., 15SL Fal., 36SL Fal. e 39SL
Org. foram superiores ao limite de 94% para a descricdo de uma nova espécie,
baseada na analise de genes housekeeping individuais realizada por
Thompson e colaboradores (2005). Os valores indicam alta similaridade das
estirpes, logo, demonstram a homologia existente entre elas e a possibilidade
destes microrganismos estudados pertencerem a linhagem das espécies R.

tropici de acordo com a analise do gene glnll, R. vignae e R. haianense
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referentes aos estudos do gene recA, e R. lusitanum e R. multihospitium
conforme dados obtidos da arvore filogenética do gene rpoA.

As estirpes 9SQ Org. e 40SQ Org. se destacaram no trabalho
devido ao posicionamento exibido entre os dendogramas gerados, onde foram
inseridas em um ramo isolado das outras estirpes, caracterizando-se como um
grupo monofilético. O ramo formado exibiu valores de bootstrap de 99% nas
analises dos genes ginll e recA (Figura 3 e 4), demonstrando alta confianga
estatistica na formacdo dos ramos. Na arvore do gene ginll, a estirpe tipo R.
freire se posicionou mais préxima das estirpes 9SQ Org. e 40SQ Org (Figura
3). No gene recA, as estirpes estudadas se colocaram mais proximas apenas
da estirpe tipo R. hainaense (Figura 4), e a analise do gene rpoA revelou maior
proximidade pela espécie R. freirei (Figura 5). O valor de identidade
nucleotidica da espécie R. freire em relacdo as estirpes da arvore do gene ginll
variou de 88,2% a 96,3%. A estirpe tipo R. hainaense apresentou porcentagens
de 87,7% a 98,2% de identidade na arvore do gene recA e a estirpe tipo R.
freirei apresentou valores de 89% a 99,2% em relacdo as estirpes estudadas
na analise do gene rpoA. Como 0s maiores valores foram superiores ao valor
limite de 94% (THOMPSON et al., 2005), as estirpes estudadas 9SQ Org. e
40SQ Org. possuem alta similaridade com as estirpes tipo e grande potencial
para pertencerem as espécies R. freire e R. haiaense de acordo com a analise
dos genes housekeeping, apesar do posicionamento em ramos isolados
caracteristicos de microrganismos ainda nao descritos.

A estirpe 42SQ Org. do grupo 1 demonstrou maior proximidade
por diferentes estirpes tipo. As estirpes mais préximas foram R. freire no gene
ginll (Figura 3), R. hainanense no gene recA (Figura 4) e R. tropici no gene
rpoA (Figura 5). Os valores de identidade nucleotidica individuais das espécies
tipo foram de 95,7%, 95% e de 98,5% para os genes (ginll, recA e rpoA,
respectivamente. Com base no posicionamento e nos valores individuais
superiores a 94%, a estirpe estudada 42SQ Org. apresenta alta similaridade e
homologia em relacdo as espécies tipo, com chance de pertencerem a alguma
das espécies de maior proximidade citadas anteriormente, necessitando de
analises complementares para uma definicéo.

O grupo 2 dos genes housekeeping apresentou uma

constituicdo semelhante a arvore do gene 16S RNA. A estirpe estudada 32SQ
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Con. se posicionou ho mesmo ramo que a espécie R. mesocinicum ( Figura 3),
que exibiu um valor individual de identidade nucleotidica de 94 %. Na arvore do
gene recA (Figura 4), observou-se um posicionamento da estirpe 32SQ Con.
no mesmo ramo que a espécie R. alamii que apresentou valores individuais de
identidade de 88,8%. Assim como a analise anterior, 0 estudo do gene rpoA
revelou o posicionamento da estirpe estudada no mesmo clado que a espécie
R. alamii (Figura 5), com um valor de identidade nucleotidica individual de
96%. Com base nos resultados, a estirpe 32SQ Con. possui grande potencial
para representar uma nova espécie, pois os valores de identidade nucleotidica
permaneceram dentro do limite de 94% (THOMPSON et al., 2005), com
excecao do gene rpoA que o ultrapassou em 2%, porém outros testes devem
serem aplicados para se obter a confirma¢édo de uma nova espécie.

Ainda no grupo 2, a estirpe 43SL Fal. se posicionou com maior
proximidade de diferentes estirpes tipos. Nas arvores baseadas nos genes ginli
e recA, a estirpe estudada se colocou no mesmo ramo que a estirpe tipo R.
vallis (Figura 3 e 4). No dendograma do gene rpoA, a estirpe 43SL Fal. formou
um ramo com a espécie R. etli (Figura 5). Os valores de identidade nucleotidica
individuais foram de 95,2%; 92,9% e de 97%, para 0s genes ginll, recA e rpoA,
respectivamente. Entre os resultados analisados, o valor apresentado no
estudo do gene recA, chamou a atencao, por permanecer abaixo do limite de
94% de identidade nucleotidica (THOMPSON et al., 2005). Como a maioria dos
valores foram superiores ao limite, a estirpe estudada 43SL Fal. pode pertencer
as espécies R. vallis e R. etli baseado nas analises dos genes ginll e rpoA,
respectivamente O valor apresentado pela estirpe R. etli do gene rpoA
contrastou com o0s obtidos nos outros genes pois foi muito superior,
necessitando de outras andlises genotipicas e fenotipicas para uma
confirmagdo de nova espécie.

Como na arvore do gene 16S, o grupo 3 compreendeu o0 maior
namero de estirpes estudadas e exibiu um elevado valor de bootstrap,
indicando a alta confiabilidade no agrupamento das estirpes e formacao dos
ramos. Somente uma diferenca foi observada entre os dendogramas, a estirpe
tipo R. haianense foi inserida no grupo 3 na arvore gerada para o gene rpoA
(Figura 5). Entre os microrganismos estudados do grupo, o ramo formado pelas

estirpes 41SL Con., 39SQ Org. e 43SQ Con, se destacou pelo posicionamento



59

no mesmo ramo em todas as arvores. As espécies tipo mais proximas foram as
estirpes R. radiobacter e R. haianense na arvore dos gene rpoA (Figura 5) e
somente a espécie R. radiobacter, nos dendogramas baseados nos genes ginli
e recA (Figuras 3 e 4). Os valores individuais de identidade nucleotidica
exibidos pela estirpe R. radiobacter em relacéo as estirpes 41SL Con., 39SQ
Org. e 43SQ Con, foram, respectivamente, 94,1%, 94,1% e 94,8%, na arvore
com base no gene gInll. No gene recA, estes valores foram de 92,1% para a
estirpe 41SL Con. e de 92,3% para as estirpe 39SQ Org. e 43SQ Con. A
analise do gene rpoA apresentou os valores de identidade das estirpes tipo R.
radiobacter e R. haianense, onde ambos foram de 97,7% para a estirpe 41SL
Con. e de 98% para as estirpes 39SQ Org. e 43SQ Com. Apesar da alta
similaridade apresentada na arvore do gene rpoA , as estirpes 41SL Con.,
39SQ Org. e 43SQ Com. demonstraram potencial para representar uma nova
espécie de rizdbio, devido ao posicionamento das estirpes em um ramo a parte
e os baixos valores de identidade observados na andlise dos genes ginll e
recA. Outros ensaios, porém sao necessarias para se obter uma descricdo
mais completa das estirpes.

As estirpes 1SL Org. e 27SL Org. foram posicionadas no
mesmo ramo e demonstraram proximidade pela espécie tipo R. pusense em
todas as arvores dos genes housekeeping (Figuras 3, 4 e 5). Os valores de
identidade nucleotidica individuais da estirpe tipo R. pusense foram de 94,1%
para ambas as estirpes estudadas na arvore do gene ginll. No gene rpoA, a
espécie tipo exibiu valores individuais de 98% para a estirpe 1SL Org. e de
99% para a amostra 27SL Org. Na analise no gene recA, os valores foram de
93,8% para as duas estirpes estudadas. Apesar dos altos valores de identidade
exibidos pela analise do gene rpoA, as estirpes 1SL Org. e 27SL Org. podem
representar uma nova espécie de rizobio com base posicionamento isolado do
ramo e nos valores de identidade proximos a 94% (THOMPSON et al., 2005),
encontrados no estudo dos genes ginll e recA.

As estirpes 22SQ Fal., 27SQ Fal., 37SQFal., 50SQ Fal., 11SO
Con. e 18S0O Org. se posicionaram NnosS mMesmosS ramos ou em ramos
adjacentes, mantendo a proximidade em todas as arvores dos genes
housekeeping. Proximo ao clado citado, a estirpe 17SQ Fal. e a espécie tipo R.

pusense se posicionaram no mesmo ramo, presente também em todas as
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arvores analisadas. Todas estas estirpes estudadas apresentaram maior
proximidade pela espécie tipo R. pusense. Os valores individuais de identidade
nucleotidica do gene ginll foram de 98,4% para as estirpes 22SQ Fal., 27SQ
Fal., 37SQFal., 50SQ Fal.,, 11SO Con. e 18SO Org. e de 99,5% para o
microrganismo mais proximo 17SQ Fal. As analises dos genes recA e rpoA
revelaram valores individuais que variaram de 96,1% a 99,7% e de 98,5% a
99,7%, respectivamente. Os altos valores de identidade indicam que as
estirpes 17SQ Fal., 22SQ Fal., 27SQ Fal., 37SQFal., 50SQ Fal., 11SO Con. e
18S0O Org. pertencem a alguma linhagem da espécie R. pusense. Como nos
demais estudos deste trabalho, outras analises, como o MLSA, sao
necessarios para uma descricdo mais precisa.

As porcentagens dos sitios conservados, variaveis e de
parcimbnia informativa dos genes estudados foram mostradas na Tabela 5. A
parciménia informativa dos genes housekeeping superaram os valores exibidos
pelo gene 16S rRNA, atrelando a isso, uma melhor resolugdo da &rvore
filogenética baseada no gene ribossomal. Os valores de parcimdnia foram de
8,2% (71 pb) para o gene 16S rRNA; 27,7% (110 pb) para o gene glnll; 32%
(111 pb) para o gene recA; 23,1% (79 pb) para o gene rpoA e 26,2% (300 pb)
para a analise concatenada (Tabela 5). Entre os genes housekeeping, 0 maior
valor de parcimbnia foi exibido pelo gene recA, enquanto que a menor
porcentagem foi apresentada pelo gene rpoA.

Com base na analise dos genes housekeeping individuais foi
possivel observar uma alta similaridade entre algumas estirpes do grupo 1 e 3,
pois apresentaram os maiores valores de similaridade nucleotidica do estudo.
As estirpes 9SQ Org. e 40SQ Org. do grupo 1 se destacaram pelo
posicionamento nas arvores, porém apresentaram altos valores de identidade.
A estirpe 32SQ Con. e os microrganismos estudados 41SL Con., 39SQ Org. e
43SQ Con do cluster 3, representam um grupo com chance de compreender
uma nova espécie de rizobio, pois exibiram valores de identidade dentro do
limite de descricdo. Para se obter mais dados referentes as relacdes
filogenéticas dos microrganismo estudados, a andlise das sequéncias dos
genes housekeeping concatenados, a partir da metodologia MLSA foi

realizada.



42SQ Org glnll
99 | 09SQ Org ginll
40SQ Org ginll
15SL Fal ginll
36SL Fal ginll
06SL Fal ginll

39SL Con ginll
26SQ Org glnll
47SQ Org glnll
16SQ Org ginll
42SL Org ginll

87

Rhizobium hainanense CCBAU 57015 ginll
Rhizobium multihospitium CCBAU 83401 ginll
Rhizobium freirei PRF 817 ginll

Rhizobium miluonense CCBAU 41251 ginll

Rhizobium tropici CIAT 899" ginll

Rhizobium leucaenae CFN 299" Glnl|
483: Rhizobium paranaense PRF 35" ginll
Rhizobium lusitanum P1-7" ginl|
4|: Rhizobium rhizogenes (Agrobacterium rhizogenes) IAM 135707 ginl|

84 Rhizobium mesosinicum CCBAU 41044 ginl

Rhizobium etli CFN 427 ginll

Rhizobium laguerreae FB206" ginll
43SL Fal ginll

Rhizobium vallis CCBAU 656477 ginll
Rhizobium ecuadorense CNPSo 671" glnll
Rhizobium pisi DSM 301327 ginli
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32SQ Con ginll

Rhizobium alamii CCBAU 75168 ginll
Rhizobium vignae CCBAU 05176 ginl

Rhizobium phaseoli ATCC 144827 ginl

Rhizobium anhuiense CCBAU 23252 ginll
Rhizobium leguminosarum bv. trifolii SCD10-1 ginll
Rhizobium sophorae CCBAU 03386 ginl|
Rhizobium indigoferae CCBAU 710427 ginl

97 I Rhizobium leguminosarum bv. viciae 38417 ginll

871/22SQ Fal ginll

37SQ Fal ginll
50SQ Fal ginll
27SQ Fal ginll

11S0O Con ginll
18S0 Org ginll
17SQ Fal ginll

96 L Rhizobium pusense YIC4072 ginll

Rhizobium radiobacter (Agrobacterium tumefaciens) LMG 140" glnl|

83

01SL Org glnll

100 ' 27SL Org glnli

39SQ Org ginll
n;IE 41SL Con ginll
43SQ Con ginll

0.02

Fonte: Autor

{hizobium gallicum R602" ginll
96 Rhizobium sullae 1S123" gnll

Bradyrhizobium diazoefficiens USDA 110"

Rhizobium rubi NBRC 13261 glnll

Figura 3 - A arvore filogenética das 25 estirpes em estudo baseadas apenas no gene ginll foi
construida por meio do programa MEGA 7, analisada segundo o modelo distancia K2P e
algoritmo Maximum Likelihood, com suporte estatistico baseado na analise bootstrap de 1000
repeticdes. O valor da barra indica a porcentagem de substituicdo nucleotidica. A estirpe
Bradyrhizobium diazoefficiens USDA 110 foi utilizada como outgroup.

Grupo 1

Grupo 2

Grupo 3
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16SQ Org recA
42SL Org recA
47SQ Org recA
26SQ Org recA

91

Rhizobium tropici CIAT 899 TrecA

Rhizobium freirei PRF 817 recA
39SL Con recA

Rhizobium hainanense 166" recA

42SQ Org recA

09SQ Org recA

99 140SQ Org recA

Rhizobium miluonense CCBAU 41251 recA
15SL Fal recA

06SL Fal recA

36SL Fal recA

Rhizobium vignae CCBAU 05176 recA

Rhizobium multihospitium CCBAU 834017 recA

Rhizobium lusitanum p1-77 recA

— —— Rhizobium leucaenae CFN 299" recA

Rhizobium paranaense PRF 357 recA

Rhizobium rhizogenes (Agrobacterium rhizogenes) LMG 1507 recA
Rhizobium calliandrae CCGE524" recA
Rhizobium jaguaris CCGE525" recA

89 Rhizobium mayense CCGE526 recA

—|: Rhizobium gallicum bv. gallicum R602sp™ recA

Rhizobium sullae 1S123" recA

325Q Con recA
Rhizobium alamii GVB 0167 recA

Rhizobium mesosinicum CCBAU 25010" recA

43SL Fal recA

Rhizobium vallis CCBAU 65647" recA
Rhizobium phaseoli ATCC 144827 recA

Rhizobium anhuiense CCBAU 232527 recA

Rhizobium ecuadorense CNPSo 6717 recA
Rhizobium pisi DSM 301327 recA
Rhizobium laguerreae FB206T recA
Rhizobium sophorae CCBAU 03386" recA
Rhizobium leguminosarum bv. viciae USDA 2370" recA
Rhizobium indigoferae CCBAU 710427 recA

Rhizobium etli CFN 427 recA

83 | Rhizobium leguminosarum bv. trifolii ATCC 144807 recA

4’7 Rhizobium larrymoorei (Agrobacterium larrymoorei) AF 3.10" recA

Rhizobium rubi (Agrobacterium rubi) HAMBI 1812" recA

18S0 Org recA
225Q Fal recA
85 |50SQ Fal recA
27SQ Fal recA
11S0 Con recA

99  17SQ Fal recA
Rhizobium pusense NRCPB10" recA

37SQ Fal recA
99 | 01SL Org recA
27SL Org recA
Rhizobium radiobacter (Agrobacterium tumefaciens) ATCC 19358" recA
43SQ Con recA

395Q Org recA
41SL Con recA

100

Bradyrhizobium diazoefficiens USDA 1107 recA

0.02

Fonte: Autor

Figura 4 - A arvore filogenética das 25 estirpes em estudo baseadas apenas no gene recA foi
construida por meio do programa MEGA 7, analisada segundo o modelo distancia K2P e
algoritmo Maximum Likelihood, com suporte estatistico baseado na analise bootstrap de 1000
repeticdes. O valor da barra indica a porcentagem de substituicAo nucleotidica. A estirpe
Bradyrhizobium diazoefficiens USDA 110 foi utilizada como outgroup.

Grupo 1

Grupo 2

Grupo 3
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26SQ Org rpoA

42SL Org rpoA

16SQ Org rpoA

47SQ Org rpoA

09SQ Org rpoA

40SQ Org rpoA

Rhizobium freirei PRF 81T rpoA

99 | 06SL Fal rpoA

36SL Fal rpoA

Rhizobium lusitanum P1-7T rpoA
Rhizobium miluonense CCBAU 41251T rpoA
15SL Fal rpoA

951 39SL Org rpoA

Rhizobium multihospitium CCBAU 83401T rpoA
Rhizobium tropici CIAT 899T rpoA

42SQ Org rpoA

Rhizobium rhizogenes NBRC 13257T rpoA
Rhizobium leucaenae USDA 9039 CFN 299T rpoA

70 Rhizobium paranaense PRF 35T rpoA

Rhizobium jaguaris CCGE526T rpoA
Rhizobium calliandrae CCGE524T rpoA
Rhizobium mayense CCGES525T rpoA
_71|_7 Rhizobium gallicum R602T rpoA

Rhizobium sullae WSM1592 rpoA
Rhizobium ecuadorense CNPSo 671T rpoA
Rhizobium phaseoli Ch24-10T rpoA

74

43SL Fal rpoA
Rhizobium etli CFN 42T rpoA

Rhizobium pisi DSM30132T rpoA
Rhizobium laguerreae FB206T rpoA

Rhizobium leguminosarum bv. viciae 3841T rpoA

Rhizobium leguminosarum bv. trifolii WSM1689 rpoA

|: 32SQ Con rpoA
70 Rhizobium alamii YR540 rpoA

Rhizobium vignae CCBAU 05176T rpoA
—94|—7 Rhizobium larrymoorei ATCC 51759T rpoA
Rhizobium rubi NBRC 13261T rpoA

g9 | Rhizobium hainanense 166T rpoA

Rhizobium radiobacter (Agrobacterium tumefaciens) ATCC 19358T rpoA
41SL Con rpoA

43SQ Con rpoA

39SQ Org rpoA

01SL Org rpoA

27SL Org rpoA

17SQ Fal rpoA

Rhizobium pusense LMG 25623T rpoA

100

18S0O Org rpoA

5| 11SO Con rpoA

50SQ Fal rpoA

37SQ Fal rpoA

22SQ Fal rpoA

27SQ Fal rpoA

Bradyrhizobium diazoefficiens USDA 110T rpoA

0.02
Fonte: Autor

Figura 5 - A arvore filogenética das 25 estirpes em estudo baseadas apenas no gene rpoA foi
construida por meio do programa MEGA 7, analisada segundo o modelo distancia K2P e
algoritmo Maximum Likelihood, com suporte estatistico baseado na analise bootstrap de 1000
repeticdes. O valor da barra indica a porcentagem de substituicdo nucleotidica. A estirpe
Bradyrhizobium diazoefficiens USDA 110 foi utilizada como outgroup.

Grupo 1

Grupo 2

Grupo 3
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5.4 ANALISE FILOGENETICA POR MLSA

Na andlise por MLSA, as sequéncias dos genes housekeeping
glnll, recA e rpoA foram concatenadas, alinhadas e cortadas a um tamanho de
1224 pb. O estudo de diversidade por MLSA revelou um posicionamento
distinto dos grupos em relacdo as outras arvores geradas neste trabalho,
entretanto, a constituicdo permaneceu a mesma (Figura 6).

Assim como nas arvores anteriores, 0 grupo 1 exibiu um ramo
agrupando as estirpes 16SQ Org., 26SQ Org., 47SQ Org. e 42SL Org.,
posicionadas proximas a estirpe tipo R. tropici (Figura 6), que expressou
valores de identidade nucleotidica individuais de 96,8%, 96,8%, 96,2% e de
96,8% para estirpes 16SQ Org., 26SQ Org., 47SQ Org. e 42SL Org.,
respectivamente. O ramo exibiu o valor de 99% de bootstrap indicando a alta
confianga no agrupamento das estirpes que o formam (Figura 6). Embora o
posicionamento adotado pelas estirpes em um ramo separado possa ser um
indicativo de nova uma nova espécie (Figura 6), os valores de identidade
nucleotidica foram considerados altos. Com base nos estudos de Konstandinis,
Ramette e Tiedje (2006), onde verificaram que espécies diferentes
apresentaram menos de 96% de identidade nucleotidica na analise
concatenada dos genes housekeeping, as estirpes 16SQ Org., 26SQ Org.,
47SQ Org. e 42SL Org., provavelmente pertencem a uma espécie descrita,
mais especificamente a alguma linhagem da espécie R. tropici. Além do
posicionamento e alta similaridade, a espécie R. tropici € muito presente nos
solos &cidos brasileiros, isolada pela primeira vez em feijio (MARTINEZ-
ROMERO et al., 1991), cultura muito empregada em rotacdo com o milho,
explicando a presenca das estirpes estudadas no solos organicos que
possuem um histdrico de cultivo de milho. A espécie R. tropici apresenta ainda,
um plasmideo de uma unica copia do gene nifH, que confere uma ampla gama
de hospedeiros ao microrganismo (AMARGER et al., 1994).

Os resultados do primeiro ramo sdo compativeis com 0s
encontrados no estudo das sequéncias individuais, onde foi observada alta
similaridade entre as estirpes e homologia, sustentando as informacgdes obtidas

pela analise por MLSA. A inclusdo de outras analises fenotipicas e genotipicas
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€ necessaria para uma melhor definicAo das espécies do primeiro ramo
analisado.

As estirpes 6SL Fal., 15SL Fal. e 36SL Fal. foram inseridas
proximas a especie R. tropici e os valores individuais de identidade nucleotidica
foram de 95,9%; 96,3% e 95,9% para as estirpes 6SL Fal., 15SL Fal., e 36SL
Fal., respectivamente. Analisando os valores citados, as estirpes 6SL Fal. e
36SL Fal. podem representar possiveis espécies ainda nao descritas baseadas
nos parametros deste trabalho, pois apresentaram percentuais inferiores ao
limite de 96% (Konstandinis et al.,, 2006), além de uma posicionamento
caracteristico de novas espécies. A estirpe 15SL Fal. pode também representar
uma nova espécie pelo valor considerado dentro do limite, pois o ultrapassou
em apenas 0,3%. Os valores de identidade nucleotidica das sequéncias dos
genes individuais foram superiores ao limiar estabelecido, contrastando com o
encontrado no estudo concatenado das estirpes 6SL Fal., 15SL Fal. e 36SL
Fal., havendo a necessidade de outras analises para se chegar a uma
confirmacgéo.

A estirpe 39SL Con. se colocou em ramo isolado,
apresentando maior proximidade pela espécie R. tropici. O valor de identidade
da espécie tipo em relacdo a estirpe estudada foi de 96,8%, ultrapassando o
limite de 96% (Konstandinis et al., 2006), resultado obtido na analise individual.
Com isso, pode-se sugerir que a estirpe 39SL Con. pertence a espécie R.
tropici.

As estirpes 9SQ Org. e 40SQ Org. do grupo 1 se destacaram
pelo posicionamento isolado em um mesmo ramo em todos os dendogramas,
um indicativo para novas espécies. O ramo formado pelas estirpes 9SQ Org. e
40SQ Org. exibiu um valor de 100% de bootstrap, demonstrando alta
confiabilidade estatistica no agrupamento destas estirpes (Figura 6). Proximo
ao ramo analisado, a amostra 42SQ Org. se colocou em um clado a parte
(Figura 6). Todas estas estirpes pesquisadas apresentaram maior proximidade
pela espécie R. freire, inclusive a estirpe 42SQ Org. (Figura 6). Os valores de
identidade nucleotidica individuais da espécie R. freire foram de 95,9% para as
estirpes 9SQ Org. e 40SQ Org. e de 95,1% para a estirpe 42SQ Org. Todos o0s
valores permaneceram dentro do limite de 96% (Konstandinis et al., 2006),
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demonstrando que as estirpes 9SQ Org., 40SQ Org. e 42SQ Org. podem
representar uma nova espécie do género Rhizobium.

O grupo 2 apresentou uma composicdo semelhante as outras
arvores analisadas. A estirpe 32SQ Con., inserida no grupo 2, revelou maior
proximidade pela espécie tipo R. alamii (Figura 6) , que expds um valor de
identidade nucleotidica de 91,7% para a estirpe estudada. De acordo com
Konstandinis e colaboradores (2006), o valor apresentado pela espécie R.
alamii sugere que a amostra 32SQ Con. representa uma nova espécie de
microrganismo, hipétese reforcada pelos resultados obtidos na analise
individual dos genes. A estirpe estudada 43SL Fal. do grupo 2, se colocou mais
proxima da espécie R. pisi (Figura 6), que exibiu um valor de identidade
nucleotidica de 94,7%, abaixo do limite de 96% (KONSTANDINIS et al., 2006),
caracterizando a estirpe 43SL Fal.,, como outra possivel nova espécie. Este
resultado diverge da analise individual dos genes, onde os valores
demonstraram alta similaridade entre as estirpes, necessitando de estudos que
complementem a descricdo da amostra 43SL Fal. A hipotese das estirpes
estudadas do grupo 2 pertencerem a linhagem da espécie R. phaseoli ndo esta
descartada, pelo fato deste microrganismo ser reportado em solos sul-
americanos (HERRERA-CERVERA et al.,1999), e a possibilidade de ter se
adaptado ao estresse causado pelas condi¢cdes do solo, pois esta estirpe néo
tolera meios com o pH &cido (MARTINEZ-ROMERO et al., 1991). Esta
suposicdo, se confirmada, pode ser aproveitada, uma vez que a espécie R.
phaseoli foi empregada em estudos de promocéo de crescimento em plantas
n&do-leguminosas, como o tomate (GARCIA-FRAILE et al., 2012), assim como,
a estirpe 32SQ Con. em pertencer a linhagem da espécie R. alamii,
microrganismo encontrado na rizosfera de girassois (BERGE et al., 2009).

No grupo 3, a estirpe tipo R. radiobacter (Figura 6),
considerada mais proxima das estirpes 41SL Con., 39SQ Org. e 43SQ Con.,
expressou, respectivamente, uma identidade nucleotidica de 94,7%, 94,9% e
95,2%. Os resultados obtidos foram similares aos observados nos
dendogramas anteriores, onde as estirpes estudadas se posicionaram em um
ramo a parte e exibiram valores de identidade nucleotidica inferiores ao limite
de descricdo, demonstrando o potencial das 41SL Con., 39SQ Org. e 43SQ

Con. em representarem novas espécies.
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O clado constituido pelas amostras 22SQ Fal.,, 27SQ Fal.,
37SQ Fal., 50SQ Fal., 11SO Con. e 18SO Org. do grupo 3 (Figura 6), se
colocaram proximos a espécie R. pusense, onde os valores de identidade para
estas estirpes foram de 98,3%, 97,9%; 98%; 98,3%; 98,3% e 97,9%,
respectivamente. Todos os valores citados permaneceram superiores ao limite
de descricdo de espécies (KONSTANDINIS et al., 2006), como nas analises
anteriores, portanto, as estirpes 22SQ Fal., 27SQ Fal., 37SQ Fal., 50SQ Fal.,
11SO Con. e 18SO Org. constituem um grupo com potencial pertencerem a
linhagem da espécie R. pusense. A estirpe 17SQ Fal. formou um ramo com a
espécie R. pusense, observado nas arvores anteriores. A espécie tipo exibiu
um valor de identidade de 99,6%, isto demonstra o potencial da estirpe 17SQ
Fal. em pertencer a alguma linhagem da espécie R. pusense, assim como as
estirpes do estudo citadas anteriormente.

As estirpes 1SL Org. e 27SL Org. se agruparam no mesmo
ramo no grupo 3 (Figura 6), disposicdo semelhante encontrada nas arvores
anteriores. O valor de 100% de bootstrap indica a alta confianga no
estabelecimento do ramo (Figura 6), ou seja, em 1000 comparacbes das
sequéncias (bootstrap 1000), todas posicionaram as estirpes estudadas no
mesmo ramo. A espécie R. pusense, considera mais proxima, exibiu uma
identidade nucleotidica de 95,3% e 97,9% para as estirpes 1SL Org. e 27SL
Org., respectivamente. O valor referente a estirpe 1 SL Org. permaneceu
inferiores ao limite de 96%, indicando uma possivel nova espécie, 0 mesmo
observado nas andlises anteriores. Mas o valor apresentado para estirpe 27SL
Org. foi superior, um indicativo de pertencer a uma espécie R. pusense, apesar
da organizacdo das estirpes em um ramo isolado, contrastando com 0s outros
resultados. Isso mostra a necessidade de testes complementares para se obter

uma definigdo correta sobre as estirpes 1SL Org. e 27SL Org.
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Bradyrhizobium diazoefficiens USDA 110 '
Rhizobium multihospitium CCBAU 834017

100 | 06SL Fal

36SL Fal

15SL Fal

100 [ 09SQ Org

40SQ Org

42SQ Org

Rhizobium freirei PRF 81"

Rhizobium miluonense CCBAU 41251 '

Grupo 1

75
39SL Con

Rhizobium tropici CIAT 899 T

26SQ Org

47SQ Org

16SQ Org

42SL Org

Rhizobium rhizogenes (Agrobacterium rhizogenes) (IAM 135707 ginll) (LMG 150" recA) (NBRC 13257 rpoA)

Rhizobium lusitanum P1-77

Rhizobium paranaense PRF 35 T

Rhizobium leucaenae CFN 299"

—— Rhizobium hainanense (CCBAU 57015" gInll) (166" recA e rpoA)

Rhizobium rubi (Agrobacterium rubi) (NBRC 13261 T ginll e rpoA) ( HAMBI 18127 recA)

77 100 | 27SL Org
01SL Org

97

43SQ Con
41SL Con Grupo 3
39SQ Org
Rhizobium radiobacter (Agrobacterium tumefaciens) (LMG 1407 ginll) (ATCC 19358" recA
100 Rhizobriﬁmusense (YIC4072 ginll) ( NRCPB10" recA) (LMG 25623 rpoA)
17SQ Fal
37SQ Fal
18S0 Org
27SQ Fal
22sQ Fal
50SQ Fal
91111S0 Con
Rhizobium vignae CCBAU 05176 7

Rhizobium alamii (CCBAU 75168 glnll) (GVB 016 recA) (YR540 rpoA)

{ Rhizobium gallicum R602 T Grupo 2
100 Rhizobium sullae (151237 ginll e recA) (WSM1592 rpoA)

Rhizobium phaseoli (ATCC 144827 ginll e recA) (Ch2410 rpoA)

43SL Fal

Rhizobium pisi DSM 301327

Rhizobium ecuadorense CNPSo 671"

Rhizobium etli CFN 427

Rhizobium laguerreae FB206"

Rhizobium leguminosarum byv. trifolii (SCD10-1 ginll ) (14480 recA) (WSM1689 rpoA)

Rhizobium leguminosarum bv. viciae (USDA 2370 gInll e recA) (38417 rpoA)

Rhizobium sophorae CCBAU 03386 T

0.02

Fonte: Autor

Figura 6 - A arvore filogenética das 25 estirpes em estudo baseadas na analise por MLSA foi
construida por meio do programa MEGA 7, analisada segundo o modelo distancia K2P e
algoritmo Maximum Likelihood, com suporte estatistico baseado na analise bootstrap de 1000
repeticdes. O valor da barra indica a porcentagem de substituicdo nucleotidica. A estirpe
Bradyrhizobium diazoefficiens USDA 110 foi utilizada como outgroup.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O estudo das sequéncias dos genes housekeeping permitiu
uma discriminacdo mais eficaz e precisa das estirpes que somente a analise de
regides parciais do gene 16S DNAr. Desta maneira, as expectativas do
trabalho foram correspondidas em relacdo a metodologia MLSA, principal
ferramenta para a classificacdo de novas espécies de rizébios.

Os resultados obtidos se mostraram muito analogos,
apresentando alta diversidade intraespecifica, um padrdo na ramificacdo e
valores de identidade nucleotidica sem discrepancia. O posicionamento das
estirpes nas arvores exibiu uma relacdo entre os microrganismos estudados e
as plantas hospedeiras onde foram isolados com seus respectivos solos. As
estirpes isoladas de tomate cultivado em solo de mata, se agruparam no
mesmo clado no grupo 1, assim como estirpes obtidas do lulo cultivado em solo
de manejo organico. No grupo 3, as estirpes isoladas de tomate cultivado em
solo organico, de lulo em solo de mata e do solo, se agruparam em seus
respectivos clados, ou préximos, seguindo a relacdo observada. Este
posicionamento pode ser devido as caracteristicas das estirpes, como foram
isoladas da mesma planta hospedeira e do mesmo tipo de solo, estas estirpes
possuem muitas semelhancas, com chance de pertencerem a mesma espécie.
E possivel notar também, a capacidade de adaptacdo das estirpes do género
Rhizobium, observada pela colonizacédo das plantas hospedeiras tomate e lulo,
do tipo ndo-leguminosas.

No grupo 1, as estirpes 16SQ Org., 26SQ Org., 47SQ Org. e
42SL Org., agrupadas no mesmo ramo, apresentaram alta similaridade e
homologia, indicando uma descendéncia em comum com chances de
pertencerem as linhagens das espécies tipo de maior proximidade de acordo
com a analise do gene 16S RNAr, representarem um microrganismo da
especie R. tropici baseado nos estudos dos genes individuais (gInll e recA) e
MLSA, e constituir uma estirpe da espécie R. freire de acordo com o gene
rpoA.

Os microrganismos 6SL Fal., 15SL Fal., 36SL Fal. e 39SL
Con., todos isolados do tomate, apresentaram valores superiores ao limite

indicando a possibilidade de pertencerem as espécies de maior proximidade
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na analise do gene 16S RNAr. Na analise do gene ginll, as estirpes 6SL Fal.,
15SL Fal., 36SL Fal. e 39SL Con. demonstraram pertencerem a espécie R.
tropici. Na arvore do gene recA, as estirpes 6SL Fal., 15SL Fal. e 36SL Fal.
apresentaram possibilidades de representarem microrganismos da espécie R.
vignae e a estirpe 39SL Org. em constituir a espécie R. haianense. No estudo
do gene rpoA, as estirpes 6SL Fal. e 36SL Fal. se colocaram como linhagens
da espécie R. lusitanum e o0s microrganimos 15SL Fal. e 39SL Org.
pertencentes a espécie R. multihospitium. Na pesquisa por MLSA, as amostras
6SL Fal., 15SL Fal. e 36SL Fal. apresentaram potencial em representar uma
nova espécie baseado nos parametros utilizados neste trabalho, porém a
estirpe 39SL Con. demonstrou integrar a espécie R. tropici.

As estirpes 9SQ Org. e 40SQ Org. demonstraram pertencerem
as espécies R. tropici e R. freire, respectivamente, de acordo com a analise do
gene 16S RNAr. Na arvore do gene ginll e rpoA, as estirpes estudadas foram
incluidas na espécie R. freire e a andlise do gene recA as estirpes foram
inseridas como microrganismos da espécie R. haianense. A estirpe 42SQ Org.
demonstrou pertecer as espécies R. multihospitium e R. calliandrae com base
na analise do gene 16S RNAr. O estudo dos genes housekeeping individuais
classificou a estirpe 42SQ Org. como pertencente as espécies R. freire, R.
haianaense e R. tropici nos genes glnll, recA e rpoA, respectivamente. Os
valores de identidade nucleotidica divergiram quanto ao resultado final, onde
na analise por MLSA as estirpes 9SQ Org., 40SQ Org. e 42SQ Org.
apresentaram chances de representarem uma nova espécie. Estes resultados
mostram a necessidade de outras andlises fenotipicas e genotipicas que
corroborem com a descricao correta das estirpes.

No grupo 2, a estirpe 32SQ Con. demonstrou ser candidata a
uma nova espécie pelo posicionamento em um ramo a parte do grupo e por
exibir valores de identicidade nucleotidica abaixo do limite estipulado em todas
as arvores com excecao do dendograma do gene 16S RNAr, onde a estirpe
32SQ Con. se colocou com um microrganismo da espécie R. alamii. A estirpe
43SL Fal. apresentou baixos valores de identidade na analise por MLSA e
assim grandes chance de representar uma nova espécie, porém o estudo
individual dos genes revelou a possibilidade da estirpe estudada em pertencer

a espécie R. phaseoli com base no esuto do gene 16S RNAr. A andlise dos
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genes ginll e recA incluiram a estirpe estudada na linhagem da espécie R.
vallis. A andlise do gene rpoA revelou a possibilidade da estirpe 43SL Fal. em
representar um microrganismo da espécie R. freire. Este resultado demonstra a
necessidade de mais ensaios para uma definicdo correta sobre as estirpe 43SL
Fal., e 32SQ Con.

No grupo 3, as estirpes 1SL Org., 27SL Org. 41SL Con., 39SQ
Org. e 43SQ demonstraram potencial de representar um nova espécie de
acordo com os parametros utilizados neste trabalho, tanto na analise individual
guanto concatenada dos genes housekeeping, apenas o estudo do gene
ribossomal indicou a possiblidade destas estirpes em pertencerem a espécie R.
radiobacter, com excecdo das estirpes 1SL Org. e 27SL Org que se
posicionaram em ramos disintos nas outras arvores. As estirpes 22SQ Fal.,
27SQ Fal., 37SQ Fal., 50SQ Fal., 11SO Con., 18S0 Org. e 17SQ Fal. exibiram
valores de identidade nucleotidica superiores ao limite estabelecido em todas
as andlises, demonstrando a capacidade destas estirpes em representar
microrganismos da espécie R. pusense, porém, estudos complementares sdo
necessarios para uma melhor definicao.

As analises necessarias para uma completa descricdo de
espécie sdo os testes fenotipicos como a forma bacteriana, presenca/auséncia
de flagelos, corpos de inclusdo, coloracdo de Gram, crescimento microbiano
em diferentes condigcbes como: valores de pHs, temperaturas, concentragdes
de sais, diferentes fontes de carbono, presenca de antibidticos e andlises
guimiotaxondmicas. Além disso, testes genotipicos e filogenéticos sé&o
necessarios como hibridagdo DNA-DNA ou ANI (Average Nucleotide Identify),
perfil de &cidos graxos e contetdo de bases nucleotidicas de DNA (% G + C).
Como sugestdes para estudos posteriores estdo, a andlise do gene nif
envolvido na fixagdo de N; a substituicdo do gene rpoA pelo gene gyrB, que
pode contribuir com aumento do numero de estirpes tipo na arvore; testes de
inoculacdo com as estirpes estudadas, especialmente as amostras 32SQ Con.
e 43SL Fal. que demonstraram similaridade com as espécies R. alamii e R.
phaseoli, microrganismos empregado em estudos com plantas n&o-
leguminosas como girassol e tomate, respectivamente.

O estudo filogenético, portanto, analisou a diversidade de

espécies do género Rhizobium isolados de plantas ndo-leguminosas, no que
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tange a bioprospeccao de microrganismos e selecionou estirpes em potencial
para serem submetidas a testes complementares e assim serem confirmadas
como novas espécies. A partir disso, estudos que visam a elaboracdo de
produtos comerciais destinados a cultura de plantas n&o-leguminosas, com o
objetivo de promover um maior rendimento e menor impacto ambiental, podem
ser conduzidos, resultando em melhor qualidade de vida dos produtores e

consumidores.
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Estirpe 16S glnll recA rpoA
Rhizobium alamii GBV016" (CCBAU 75168) AM931436.1 KM373719.1 GU552971.1 | NZ_JQMB010000
(YR540) 11.1*
Rhizobium anhuiense CCBAU 23252 KF111868.2 JQ585847.1 JQ585891.1 X
Rhizobium calliandrae CCGE524T JX855162.1 X JX855189.1 KF761517.1
Rhizobium ecuadorense CNPSo 6717 JN129381.1 JN129306.1 JN129351.1 JN129366.1
Rhizobium etli CFN 427 U28916.1 EU488776.1 EU488824.1 EU488844.1
Rhizobium freirei PRF 817 EU488742.2 EU488789.1 EU488827.1 EU488836.1
Rhizobium gallicum R602T (R-4387) U86343.1 EU488785.1 AM182124.1 EU488840.1
Rhizobium hainanense CCBAU 57015 (166) U71078.2 GU726294.1 HQ394252.1 KF738132.1
Rhizobium indigoferae CCBAU 710427 AF364068.1 JN580717.1 EF027965.1 X
Rhizobium jaguaris CCGE525T (CCGE526) JX855169.1 X JX855192.1 KF761519.1
Rhizobium larrymoorei 3-10T (ATCC 51759) Z730542.1 X FN432355.1 NZ_KI912457.1*
Rhizobium laguerreae FB206T JN558651.2 JN558671.1 JN558681.2 MRDMO01000007.
1*
Rhizobium leguminosarum bv. viciae USDA U29386.1 AM236080.1* | AM236080.1* AM236080.1*
23707 (3841)
Rhizobium leguminosarum trifoli ATCC 144807 AY509900.1 KF749082.1 EF113135.1 CP007045.1*
(SCD10-1) (WSM1689)
Rhizobium leucaenae CFEN 2997 EU488741.1 EU488777.1 EU488817.1 EU488845.1
Rhizobium lusitanum P1-77 AY738130.2 EF639841.1 DQ431674.1 JF318205.1
Rhizobium mayense CCGE526T (CCGES525) JX855172.1 X JX855195.1 KF761518.1
Rhizobium mesosinicum CCBAU 250107 DQ100063.1 DQ310809.1 EU120732.1 X
(CCBAU 41044)
Rhizobium miluonense CCBAU 412517 EF061096.1 HM047120.1 HM047131.1 JF318206.1
Rhizobium multihospitium CCBAU 834017 EF035074.2 EF490040.1 EF490029.1 JF318207.1
Rhizobium paranaense PRF 357 EU488753.1 EU488787.1 EU488826.1 EU488842.1
Rhizobium phaseoli ATCC 14482T (Ch24-10) EF141340.1 JN580716.1 EF113136.1 | AHJU02000001.1
*
Rhizobium pisi DSM 301327 AY509899.1 JN580715.1 DQ431676.1 KC293535.1
Rhizobium pusense NRCPB10'(YIC4072) (LMG FJ969841.2 KR154018.1 HQ166059.1 | FNBB01000002.1
25623) *
Rhizobium radiobacter LMG 1407 (ATCC NR_041396.1* | JN580718.1 FM164311.1 KC293536.1
193587)
Rhizobium rhizogenes ATCC 113257 (IAM AY945955.1 FJ816281.1 AM182126.1 BAYX01000002.1
13570) (LMG 150) (NBRC 13257) *
Rhizobium rubi CMP 118337 ( NBRC 13261) AY626395.1 | BBJU0100000 KF206814.1 BBJU01000015.1
(HAMBI 1812) 3.1 *
Rhizobium sophorae CCBAU 033867 KJ831229.2 KJ831241.1 KJ831252.1 MRDKO01000003.
1*
Rhizobium sullae 1S 1237 (WSM1592) Y10170.1 FJ816280.1 FJ816279.1 NZ_ATZB010000
06.1*
Rhizobium tropici CIAT 8997 EU488752.1 EU488791.1 EU488815.1 EU488833.1
Rhizobium vallis CCBAU 656477 FJ839677.1 GU211771.1 GU211770.1 X
Rhizobium vignae CCBAU 051767 GU128881.1 GU128895.1 GU128902.1 | NZ_JNNU010000

12.1*

Bradyrhizobium diazoefficiens USDA 1107

BA000040.2*

BA000040.2*

BA000040.2*

BA000040.2*

Fonte: Autor * genoma
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Tabela 4 — Matriz de identidade nucleotidica (%) das estirpes do estudo e

referéncia.
Similaridade 16S rRNA glnll recA rpoA MLSA
Entre as estirpes 93,4-100 86 —100 85,6 - 100 85,6 — 100 86,1 -100
estudadas

Entre as estirpes do estudo e estirpes de referéncia
Rhizobium anhuiense 93,3-99,7 87,3-94,5 86,5-92,1 X X
Rhizobium alamii 94,7 -99,3 84,9 -90 83,3 -88,8 88 -96 85,6 —-91,7
Rhizobium calliandrae 93,5-99,8 X 86,8—-91,5 | 86,6 —95,2 X
Rhizobium ecuadorense 93,2-99,6 88 - 96,3 85,6-91,8 | 86,6—-96,5 | 87,1-95,2
Rhizobium etli 93,1-99 86,2 -93,6 85-91,2 86,6 —97 86,2 -94,1
Rhizobium freirei 93,5-99,9 88,2-96,3 87,4-94,7 89-99,2 88,6 — 96,8
Rhizobium gallicum 93,4-97,7 86,2 -90,9 85,6 — 88,5 88 -95,2 87,6 —90,8
Rhizobium hainanense 93,5-99,7 87,1-96,8 87,7-98,2 86,3 -98 88-94,3
Rhizobium indigoferae 93,1-98 87,6 -94,1 85,3-91,5 X X
Rhizobium jaguaris 93,5-99,7 X 84,7-92,1 88 -96,5 X
Rhizobium larrymoorei 93,8 -98,8 X 85,3 —-88,5 86,6 — 94,2 X
Rhizobium 92,9-99,3 87,7-93,1 85,3-91,5 86,6 — 97 86,7 -94,4
leguminosarum bv.
viciae
Rhizobium 93,2-99,6 87,1-95 85,3-91,5 | 86,6 -97,2 86,7 -94,7
leguminosarum trifoli
Rhizobium laguerreae 93,3-99,7 86,2 -93 85-90 87,3-95,2 86,4—-93,4
Rhizobium leucaenae 93,3-99,4 87,1-94,8 88,8-93,2 87,5-96,5 88,2 -94,5
Rhizobium lusitanum 93,5-99,8 86,6 —94,4 86,2-91,5 88-97,2 87,3-4
Rhizobium mayense 93,6 — 99,9 X 85,3-91,5 88 -96,5 X
Rhizobium mesosinicum 94,7 -99,1 87,3-94,1 86,8-91,2 X X
Rhizobium miluonense 93,6 — 99,9 86,2 -96,8 87,1-94,4 88 -98,2 87,3-96,2
Rhizobium 93,5-99,8 88-94,4 86,2 — 95 88,3-98,7 87,8 -96
multihospitium
Rhizobium paranaense 93,5-99,7 87,1-94,2 87,7-93,5 88,3-96,7 88,4 —-94,2
Rhizobium phaseoli 93,2-99,6 85,1-91,1 86,2—-91,2 | 87,3-97,2 | 86,8-93,2
Rhizobium pisi 93,3-99,7 87,3-93,5 85,3-91,5 | 87,8-97,7 | 87,4-94,7
Rhizobium pusense 93,5-99,9 85,3-99,5 88-99,7 87 -99,7 87,3-98,3
Rhizobium radiobacter 94,4-99,6 88-94,8 85,9-93,5 86,3 —98 87,3-95,2
Rhizobium rhizogenes 93,4-99,6 87,5-92,4 84,7-91,5 87,5-97,5 87,6 —93,6
Rhizobium rubi 93,6 —99,8 84,6 — 88,9 83,9-87,1 | 858-95,2 | 86,2-90,4
Rhizobium sophorae 93,3-99,7 86,9 -94,3 84,7 -90,3 42,4 -44,1 72,4-76,4
Rhizobium sullae 93,8 -98,8 87,6 —90,3 86,5—88,3 | 87,5-95,2 88-90,6
Rhizobium tropici 92,8-99,2 86-98,1 85,3-96,1 | 88,5-98,5 | 88,4-96,8
Rhizobium vallis 93,5-99,7 86,4 - 95,2 86,5-92,9 X X
Rhizobium vignae 94 —97 87,1-90,9 87,4 -100 87-89,8 88,6 —91,6
Bradyrhizobium 85,6 — 87,7 83,1-86,6 76,9 - 81 79,8-81,9 | 80,5-82,7

diazoefficiens

Fonte: Autor




Tabela 5 — Informacfes sobre as sequéncias das estirpes utilizadas no estudo.

Nucleotideos

Locus Estirpes Conservado Variavel Parcimoénia Total
analisadas (n) informativa
16S rRNA 58 858 (83,5%) 161 (15,6%) 85 (8,2%) 1027
ginll 54 277 (62,3%) 167 (37,6%) 123(27,7%) 444
recA 58 194 (56,5%) 148 (43,1%) 110 (32%) 343
rpoA 53 144 (34,6%) 260 (62,5%) 96 (23,1%) 415
Genes 50 634 (51,7%) 556 (45,4%) 321 (26,2%) 1224
concatenados

Fonte: Autor




Tabela 6 — NUmeros de acesso das estirpes estudadas no trabalho.

Estirpe 16S glnli recA rpoA

1SL Org. KX884947 MFQ74245 MFQ74270 MFQ074295
6SL Fal. KX884952 MFQ074246 MFQ074271 MFQ074296
9SQ Org. KX884884 MFO74247 MFQ74272 MFQ74297
11S0 Con. KX884928 MFO074248 MFO074273 MFO074298
15SL Fal. KX884959 MFO074249 MFQ74274 MFO074299
16SQ Org. KX884890 MFQ074250 MFQ74275 MFQ074300
17SQ Fal. KX884891 MF074251 MFQ74276 MF074301
18S0 Org. KX884935 MFQ074252 MFQ74277 MFQ074302
22SQ Fal. KX884895 MFQ074253 MFQ74278 MFQ074304
26SQ Org. KX884899 MFQ074254 MFOQ074279 MFQ074305
27SQ Fal. KX884900 MF074255 MFQ074280 MF074306
27SL Org. KX884970 MF074256 MF074281 MFQ074307
325Q Con. KX884905 MFQ074257 MFQ74282 MFQ074308
36SL Fal. KX884979 MFQ074258 MFQ074283 MFQ074309
37SQ Fal. KX884906 MFQ074259 MFQ074284 MFQ074310
39SQ Org. KX884908 MFQ074260 MFQ74285 MF074311
39SL Con. KX884981 MF074261 MF074286 MF074312
40SQ Org. KX884909 MFQ074262 MFOQ074287 MF074313
41SL Con. KX884982 MF074263 MF074288 MF074314
42SQ Org. KX884910 MFQ074264 MF074289 MF074315
42SL Org. KX884983 MFQ074265 MFQ074290 MFQ074316
43SQ Con. KX884911 MFQ074266 MFQ074291 MFQ074317
43SL Fal. KX884984 MFQ074267 MFQ74292 MF074318
47SQ Org. KX884913 MF074268 MF074293 MF074319
50SQ Fal. KX884916 MFQ074269 MFQ074294 MFQ074320
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Anexo A - A arvore filogenética com todas as estirpes do género Rhizobium, obtidas no banco
de dados List of Prokaryotic Names with Standing in Nomenclature (LPSN;
http://lwww.bacterio.net), baseada apenas no gene 16S RNAr, construida por meio do programa
MEGA 7 e analisada segundo o modelo distancia K2P e algoritmo Maximum Likelihood com
suporte estatistico baseado na analise bootstrap de 1000 repeticGes. O valor da barra indica a

porcentagem de substituicdo nucleotidica.
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Anexo B - A arvore filogenética baseada no gene glnll com todas as estirpes do género
Rhizobium, construida por meio do programa MEGA 7 e analisada segundo o modelo distancia
K2P e algoritmo Maximum Likelihood com suporte estatistico baseado na analise bootstrap de
1000 repeticdes. O valor da barra indica a porcentagem de substituicdo nucleotidica.

15sSL Fal ginii
36SL Fal ginil
ossL Fal ginil

o5

Rhizobium tropici CIAT 899 ginll (EU488791.1)
26sSQ Org gini

a7sSQ oOrg ginil

16sSQ Org gini

azsL oOrg gin
39SL Con ginil
o9sQ Org gin
aosQ org gin

Rhizobium hainanense CCBAU 57015 ginil
Rhizobium multinospi

ium ccBAU 83401 ginil
Rhizobium miluonense CCBAU 41251 ginil

Rhizobium freirei PRF 81 ginil

azsQ org gini

Rhizobium lusitanum P1-7 ginil

Agrobacterium rhizogenes IAM 13570 gin
Rhizobium leucaenae CFN 299 GInl

Rhizobium paranaense PRFE 35 ginlil

7=

Mesorhizobium mediterraneum USDA 3392 ginil
Mesorhizobium tianshanense CCBAU 3306 ginil
Mesorhizobium ciceri USDA 32383 ginl

| Bradyrhizobium japonicum USDA 6 ginlil

o9 | Bradyrhizobium japonicum bwv. glycinearurm DSM 30140 gin
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Rhizobium endophyticum CCGE 2052 gin
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Rhizobium taibaishanense HAMBI 3214 ginl
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Sinorhizobium fredii USDAZ205 ginil
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Rhizobium grahamii CCGE 502 ginll
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— Rh
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Rhizobium sophorae CCBAU 03386 ginil

Rhizobium indigoferae CCBAU 71042 gin
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Rhizobium oryzae HAMEBI 3197 ginlil
oo | Agrobacterium tumefaciens LMG 140 ginlil
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Anexo C - A arvore filogenética baseada no gene recA com todas as estirpes do género
Rhizobium, construida por meio do programa MEGA 7 e analisada segundo o modelo distancia
K2P e algoritmo Maximum Likelihood com suporte estatistico baseado na analise bootstrap de
1000 repeticdes. O valor da barra indica a porcentagem de substituicdo nucleotidica.

coso oOrg reca
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SeSL Fal recAa
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Rhizobium sullae IS123 recA
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Rhizobium leguminosarum by, trifolii ATCC 14480 recA
Rhizobium indigoferae CCBAU 71042 recA
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Anexo D - A arvore filogenética baseada no gene rpoA com todas as estirpes do género
Rhizobium, construida por meio do programa MEGA 7 e analisada segundo o modelo distancia
K2P e algoritmo Maximum Likelihood com suporte estatistico baseado na analise bootstrap de
1000 repeticdes. O valor da barra indica a porcentagem de substituicdo nucleotidica.
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42SL Org rpoA
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Rhizobium miluonense CCBAU 41251 rpoA
06SL Fal rpoA
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Rhizobium lusitanum P1-7 rpoA
FRmzabium thizogenes NBRC 13257 rpoA

— Rhizobium leucaenae USDA 9039 CFN 299 rpoA

— Rhizobium calliandrae CCGE524 rpoA
72_| [ Rhizobium paranaense PRF 35 rpoA
Rhizobium jaguaris CCGE526 rpoA
Rhizobium mayense CCGE525 rpoA

|— Rhizobium mesoamericanum STM3625 rpoA

Rhizobium tibeticum CCBAU85039 rpoA

Rhizobium grahamii CCGE 502 rpoA
Rhizobium gallicum R602 rpoA
Rhizobium loessense CGMCC 1.3401 rpoA

Rhizobium sullae WSM1592 rpoA
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Sinorhizobium fredii NGR234 rpoA

Sinorhizobium meliloti 1021 rpoA

82 Rhizobium larrymoorei ATCC 51759 rpoA
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Qg
8
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Agrobacterium vitis S4 rpoA

Rhizobium flavum YW14 rpoA

Rhizobium marinum MGLOG rpoA
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