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RESUMO 
 
 

Bactérias diazotróficas conhecidas como rizóbios são importantes por realizarem a 
fixação biológica de nitrogênio (FBN) em simbiose com leguminosas, sendo, em 
alguns casos, utilizadas como inoculantes microbianos, substituindo o uso de 
fertilizantes nitrogenados. A identificação e a classificação dos microrganismos 
capazes de realizar a FBN fornecem conhecimento sobre a evolução e a relação 
entre as espécies, permitindo estudar aquelas de maior interesse biotecnológico. Em 
relação à planta hospedeira, o feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) é a principal 
leguminosa utilizada na alimentação humana na América do Sul, América Central, 
África e em alguns países da Ásia. O objetivo deste trabalho foi determinar o grupo 
taxonômico e as relações filogenéticas de três estirpes de rizóbios (CNPSo 661, 666 
e 668), isoladas do centro principal de origem/diversidade genética da leguminosa 
hospedeira, o México, por meio de um estudo polifásico. Em estudos prévios, essas 
três estirpes foram identificadas como pertencendo a uma nova linhagem (PEL-3). 
As sequências do gene 16S rRNA posicionaram as três estirpes em um grande 
grupo, incluindo R. etli. A análise de sequências multilocus (multilocus sequencing 
analysis, MLSA) de quatro genes conservados (recA, glnII, gyrB e rpoA) posicionou 
as três estirpes em um grupo distinto de todas as outras espécies descritas, com 
100 % de suporte bootstrap e a identidade de nucleotídeos (nucleotide identity, NI) 
dos quatro genes concatenados com a espécie mais próxima, R. etli, foi de 95,0 %. 
Os valores médios de identidade de nucleotídeos do genoma total (average 
nucleotide identity, ANI) da estirpe CNPSo 668 com a espécie mais próxima, R. etli, 
foi de 92,9 %. Nas análises do gene de fixação do nitrogênio nifH e do gene de 
nodulação nodC, as estirpes foram agrupadas com outros simbiontes do feijoeiro. 
Outros aspectos fenotípicos e genotípicos foram determinados para o novo grupo e 
os dados suportaram a descrição das três estirpes CNPSo como uma nova espécie, 
para a qual o nome Rhizobium esperanzae foi proposto e aceito. A estirpe tipo 
representativa da nova espécie é a CNPSo 668T (= UMR 1320T = Z87-8T = LMG 
30030T = U 10001T).  
 
 
Palavras-chave:  Fixação biológica do nitrogênio. Filogenia de procariotos. 

Taxonomia de procariotos. Rhizobium. Rhizobium esperanzae 
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ABSTRACT 
 
 
Diazotrophic bacteria known as rhizobia are important due to their capacity of 
establishing the biological nitrogen fixation (BNF) process when in symbiosis with 
legumes; in some cases, the bacteria are used as microbial inoculants, replacing 
the use of nitrogen fertilizers. The identification and the classification of 
microorganisms capable of performing BNF are important to generate knowledge 
about their evolution and the relationships between species, allowing the study of 
those of greater biotechnological interest. In relation to the host plants, common 
bean (Phaseolus vulgaris L.) is the main legume used for human consumption in 
South America, Central America, Africa and some Asian countries. The objective of 
this study was to determine the taxonomic group and the phylogenetic relationships 
of three strains (CNPSo 661, 666 e 668) isolated from the main center of genetic 
origin/diversity of the legume host, Mexico, by means of a polyphasic study. In 
previous studies these three strains were identified as belonging to a new rhizobial 
lineage (PEL3). Sequences of the 16S rRNA gene positioned the three strains in a 
large clade including R. etli. Multilocus sequence analysis (MLSA) with four 
housekeeping genes (recA, glnII, gyrB and rpoA) positioned the three strains in a 
clade distinct from all other described species, with 100 % bootstrap support, and 
nucleotide identity (NI) of the four concatenated genes with the closest species R. 
etli was 95.0 %. Average nucleotide-identity (ANI) values of the whole genome of 
CNPSo 668T and the closest species, R. etli, was 92.9 %. In the analyses of the 
nitrogen-fixation gene nifH and of the nodulation gene nodC, the strains composed 
a cluster with other rhizobial symbionts of common bean. Other phenotypic and 
genotypic traits were determined for the new group and the data supported the 
description of the three CNPSo strains as a novel species, for which the name 
Rhizobium esperanzae was proposed and accepted. The type strain for the new 
species is CNPSo 668T (=UMR 1320T =Z87-8T =LMG 30030 T =U 10001T). 
 
 
Key-words:  Biologica nitrogen fixation. Phylogeny of prokaryotes. Taxonomy of 

prokaryotes. Rhizobium. Rhizobium esperanzae. 
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 1 INTRODUÇÃO  

 

As leguminosas possuem grande importância na sociedade devido a sua 

contribuição para a dieta alimentar de milhares de pessoas e animais, por serem 

ricas em proteínas, lipídeos, carboidratos, fibras e vitaminas do grupo B. O feijoeiro 

comum (Phaseolus vulgaris L.) é uma leguminosa cultivada de grande relevância 

mundial, presente na alimentação de mais de 200 milhões de pessoas nos trópicos, 

inclusive fazendo parte da alimentação diária dos brasileiros (BARBOSA, 2007; 

CGIAR, 2016).  

Essa leguminosa apresenta boa adaptação a diversas características 

edafoclimáticas, tornando possível seu cultivo em diferentes tipos de solo e clima. 

Para a produção de seus grãos, são necessárias altas quantidades de nitrogênio 

(N), nutriente responsável pela formação das moléculas de proteína, hormônios e 

ácidos nucleicos. Entretanto, o N presente no solo muitas vezes não está 

disponibilizado às plantas em quantidades suficientes e o nitrogênio atmosférico (N2) 

não pode ser utilizado diretamente pelas plantas, devido à forte ligação que existe 

entre os átomos de nitrogênio da molécula. Assim, uma característica importante do 

feijoeiro é sua capacidade de interagir com bactérias diazotróficas, que em simbiose 

são capazes de realizar o processo de fixação biológica do nitrogênio (FBN) 

(ARAUJO et al., 1996; DALLA´AGNOL et al., 2014). 

A FBN é realizada por microrganismos capazes de assimilar o N2, 

disponibilizando o N em formas assimiláveis às plantas e contribuindo para uma 

maior produção da cultura. Esses microrganismos podem ser de vida livre, 

associativos, endofíticos ou simbiontes; estes últimos são aqueles que estabelecem 

uma relação íntima com a planta, formando estruturas especializadas, os nódulos. 

Este grupo de microrganismos é conhecido como rizóbios. Devido ao processo 

eficaz realizado por estas bactérias, é estimado que a maior parte do fluxo de 

nitrogênio fixado biologicamente na natureza seja realizado por elas (KAHINDI et al., 

1997).  

Dentre os rizóbios simbiontes de feijoeiro descritos atualmente, a maioria 

pertence ao gênero Rhizobium, já tendo sido relatada a simbiose com mais de 20 

espécies descritas (LPSN, 2017), além de prováveis grupos novos; essas bactérias 

podem beneficiar a produção da cultura, gerando economia para os produtores e 

minimizando danos ecológicos causados pelo uso de fertilizantes nitrogenados. 
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Diversos estudos têm permitido a identificação e a classificação desses 

microrganismos por técnicas de sequenciamento de DNA e análises filogenéticas, 

resultando em maior compreensão da relação filogenética entres estes organismos, 

bem como permitindo a descoberta de estirpes de interesse biotecnológico, 

ecológico e agronômico (MENNA; BARCELLOS; HUNGRIA, 2009; ROMA NETO; 

RIBEIRO; HUNGRIA, 2010; DALL’AGNOL et al., 2013; MNASRI et al., 2014; 

RIBEIRO et al., 2015). 

A taxonomia polifásica é extensivamente utilizada para a classificação de 

novas espécies de microrganismos, onde diferentes metodologias são utilizadas 

para o agrupamento de dados referentes às características fenotípicas, genéticas e 

filogenéticas dos microrganismos em estudo (STACKEBRANDT et al., 2002; 

TINDALL et al., 2010). Dentre as metodologias para a análise filogenética, são 

empregados estudos do gene ribossomal 16S e de genes housekeeping, os quais 

correspondem a genes codificadores de proteínas do metabolismo basal dos 

microrganismos. Neste último caso, a técnica é chamada de Multilocus Sequence 

Analysis (MLSA) e os genes são selecionados de acordo com características 

específicas, como estarem amplamente distribuídos no grupo em estudo, estarem 

presentes no genoma em uma única cópia, conterem tamanho suficiente para o 

sequenciamento e informações para análise (THOMPSON; GIBSON; HIGGINS, 

2002; ZEIGLER, 2003; GEVERS et al., 2005; MAIDEN, 2006; VANDAMME; 

PEETERS, 2014; GLAESER; KÄMPFER, 2015).  

A metodologia de MLSA tem sido cada vez mais utilizada como ferramenta 

para inferir relações filogenéticas de diversas espécies de procariotos, incluindo os 

rizóbios. Outras técnicas, como o sequenciamento do genoma completo, também 

têm sido utilizadas, auxiliando na classificação destes microrganismos. Dessa forma, 

o uso de técnicas eficazes para a taxonomia de procariontes tem avançado 

consideravelmente, contribuindo para a caracterização e classificação dos 

microrganismos com maior rapidez e eficácia, podendo, assim, beneficiar a 

sociedade. 

O Brasil é reconhecido como um país com alta diversidade de espécies 

animais, vegetais e microbianas, incluindo os rizóbios, que por sua vez são de 

grande importância para a sustentabilidade agrícola do país. Desse modo, o 

conhecimento da diversidade, filogenia e taxonomia de rizóbios para a cultura do 

feijoeiro é de extrema importância para o Brasil.   
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2 OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GERAL 

Determinar a posição taxonômica e as relações filogenéticas de três estirpes de 

bactérias do gênero Rhizobium que estabelecem simbiose com o feijoeiro 

(Phaseolus vulgaris L.) e que foram isoladas do principal centro de 

origem/diversidade genética da planta hospedeira, o México 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

a) Avaliar as relações evolutivas das estirpes por meio da construção de árvores 

filogenéticas com os genes 16S RNAr, recA, glnII, gyrB e rpoA, 

individualmente e por MLSA (Multilocus Sequencing Analysis); 

b) Realizar avaliações fenotípicas nas estirpes CNPSo 661, 666 e 668; 

c) Realizar a genotipagem das estirpes pelo perfil de DNA por rep-PCR; 

d) Avaliar as relações evolutivas dos genes de fixação de nitrogênio nifH e de 

nodulação nodC nas estirpes do estudo; 

e) Conduzir uma análise polifásica dos dados genotípicos, fenotípicos e 

filogenéticos obtidos. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

3.1 FEIJOEIRO COMUM 

As leguminosas estão entre as espécies vegetais de maior importância para a 

humanidade, presentes em ecossistemas naturais, agrícolas e agroflorestais. São 

ricas em proteínas, lipídeos, carboidratos, fibras, vitaminas do grupo B e minerais, 

com diversas espécies utilizadas para o consumo humano e de animais. Acredita-se 

que a combinação entre leguminosas e cereais contém todos aminoácidos 

necessários para a dieta humana (KADAM; SALUNKHE, 1989; GRAHAM; VANCE, 

2003; EJIGUI et al., 2007; PAUL et al., 2008).  

As leguminosas compõem uma parcela da produção agrícola mundial, sendo 

responsáveis por parte do nitrogênio necessário para a saúde do homem. Na 

sociedade brasileira, os grãos do feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) têm grande 

importância pois são típicos da culinária nacional, estando presentes em refeições 

de, aproximadamente, 90 % da população, chegando a 19 kg de feijão/pessoa/ano 

(BARBOSA, 2007; MAPA, 2017).  

O gênero Phaseolus compreende diferentes espécies, sendo a mais popular e 

cultivada a Phaseolus vulgaris L., ou feijoeiro comum, com variedades como o 

Carioca, Roxo, Mulatinho, Preto, entre outros. Representa uma ótima fonte de 

nutrientes, contribuindo com 10 a 20 % dos nutrientes totais necessários na dieta de 

um adulto, como minerais (Fe, Ca, Mn, Mg, Cu, Zn e K), carboidratos e lipídeos, 

além de possuir entre 20 a 25 % do teor de proteína, variando de acordo com o tipo 

de feijão (DURIGAN; SGARBIERI; BULISAN, 1987; BASSINELLO, 2001 apud 

BONETT et al., 2007; PIRES et al., 2005).  

  O feijoeiro apresenta boa adaptação edafoclimática, podendo ser cultivado 

em diferentes tipos de solo e clima, sendo relevante para seu rendimento a 

temperatura, a precipitação pluvial e a radiação solar. O Brasil é o maior produtor 

mundial de grãos de P. vulgaris, com uma produção estimada em 3.418,3 mil 

toneladas até o final da terceira safra de 2017, superando em 36 % a safra de 

2015/2016 (CONAB, 2017; IBGE, 2017; MAPA, 2017). Entretanto, é uma planta 

sensível a condições climáticas extremas, como extremos de temperaturas, 

elevadas ou baixas e ventos fortes, exigindo cultivares melhoradas geneticamente, 

manejo adequado do solo e tolerância a doenças (ARAUJO et al., 1996).  
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3.2 NITROGÊNIO E O PROCESSO DE FBN 

O N é o nutriente exigido em maior quantidade pelas plantas (BISSANI et al., 

2008). As principais fontes para a assimilação de N pelos organismos na natureza 

são pela decomposição da matéria orgânica, descargas elétricas, combustão, 

vulcanismo, fertilizantes nitrogenados, ou pela fixação biológica do nitrogênio (FBN). 

O N é importante para o desenvolvimento vegetativo de diversas plantas, para a 

produção de órgãos reprodutivos e para a formação das sementes (GALLO; 

MIYASAKA, 1961; ANDRADE et al., 1998; COELHO et al., 1998; HUNGRIA; 

CAMPOS; MENDES, 2007). 

Este elemento está relacionado com a constituição da matéria orgânica das 

plantas, participando na formação de moléculas fundamentais como aminoácidos, 

proteínas, bases nitrogenadas, ácidos nucleicos, hormônios, clorofila e outros 

(HUNGRIA et al., 1994; GARCIA; CARDOSO; SANTOS, 2013). Sua deficiência inibe 

o crescimento vegetal e reflete em clorose e no acúmulo de carboidratos não 

metabolizados (KERBAUY, 2008). 

O N está presente na natureza como N molecular ou atmosférico (N2), íon 

nitrato (NO3
-), amônia (NH3), ou em compostos orgânicos nitrogenados. É abundante 

na atmosfera, representando 78 % de sua constituição, porém, nesse estado não 

está disponível às plantas e animais, devido à tripla ligação covalente entre os 

átomos de N, a qual é muito forte (HUNGRIA et al., 1994; GALLOWAY et al., 2003; 

TAIZ; ZEIGER, 2004; NEWTON, 2015). 

O N proveniente da matéria orgânica pode ser esgotado rapidamente após sua 

mineralização. Já o N disponibilizado pelo fertilizante nitrogenado pode ser 

assimilado com maior rapidez, porém, somente parte dele é absorvido pelas plantas, 

sendo o restante perdido pelos processos de lixiviação e erosão, acarretando na 

contaminação de rios, lagos e lençóis freáticos, bem como por volatilização e 

desnitrificação, enquanto parte permanece no solo na forma orgânica. Além disso, 

os fertilizantes nitrogenados são sintetizados a partir do petróleo, relacionados 

indiretamente com a poluição do meio ambiente e o esgotamento de fonte de 

energia não-renovável (CANTARELLA; DUARTE, 2004; HUNGRIA; CAMPOS; 

MENDES, 2007; VARGAS, 2010). 

A FBN é o processo bioquímico realizado por bactérias diazotróficas, no qual o 

N presente na atmosfera é convertido em formas químicas capazes de serem 
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utilizadas pelas plantas, em especial por espécies importantes para agricultura como 

a soja (Glycine max L.), o feijoeiro, a ervilha (Pisum sativum L.), o milho (Zea mays 

L.), a cana-de-açúcar (Saccharum officinarum), entre outras. Desta forma, a FBN é 

considerada o segundo processo biológico de maior importância para as plantas, 

atrás apenas da fotossíntese (GRAHAM; VANCE, 2003).  

A FBN é executada por procariontes diazotróficos que apresentam um 

complexo enzimático capaz de quebrar a tripla ligação do N2, convertendo-o em NH3 

(VAN BERKUM et al., 2012). Esses organismos são encontrados na natureza em 

quatro diferentes situações: vida livre (fixam o N2 para seu próprio uso sem 

necessidade de outro organismo), associativas (disponibilizam o nutriente para a 

planta sem desenvolver estruturas diferenciadas), endofíticas (vivem no interior de 

raízes e parte aérea das plantas) e simbióticas, popularmente conhecidas como 

rizóbios (induzem a formação de nódulos nas raízes da planta) (TAIZ; ZEIGER, 

2004; GRAY; SMITH, 2005; HUNGRIA; CAMPOS; MENDES, 2007; MOREIRA et al., 

2010; WANG et al., 2012). 

Para ocorrer a interação entre os rizóbios e as leguminosas, o processo se 

inicia com a troca de sinais químicos. A planta hospedeira exsuda moléculas como 

os flavonoides, que atraem as bactérias para a região da rizosfera. Em seguida, os 

rizóbios produzem oligossacarídeos lipo-quitínicos, denominados fatores Nod, que 

são responsáveis pelo reconhecimento entre a planta e a bactéria, e induzem 

alterações nas células do córtex da raiz (LONG, 1996; SCHULTZE; KONDOROSI, 

1998; PERRET; STAEHELIN; BROUGHTON, 2000; HUNGRIA; CAMPOS; 

MENDES, 2001; TAIZ; ZEIGER, 2004). 

Após a entrada das bactérias via pelos radiculares, ou por fendas em algumas 

leguminosas, elas se multiplicam e são envoltas por uma membrana derivada do 

plasmalema. No seu interior, as bactérias irão multiplicar-se e sofrerão alterações 

morfológicas e bioquímicas, passando a ser denominadas bacteroides (NEWCOMB, 

1981; HUNGRIA et al., 1994). 

Os bacteroides possuem o complexo enzimático dinitrogenase, responsável 

pela quebra do N2 em NH3. A dinitrogenase é formada pela Ferro-proteína (Fe-

proteína) e a Molibdênio-ferro-proteína (MoFe-proteína). Durante a reação de 

redução do N2, a dinitrogenase e a ferridoxina reagem, transferindo elétrons para a 

unidade da Fe-proteína que, em seguida, doa elétrons para a MoFe-proteína, 

reduzindo o N2 a NH3 (MYLONA; PAWLOWSKI; BISSELING, 1995). Este processo 
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ocorre em anaerobiose, uma vez que a presença do oxigênio (O2) pode inativar o 

complexo (TAIZ; ZEIGER, 2004). 

A inoculação com estirpes rizóbios selecionadas para maiores taxas de FBN 

em culturas de importância agrícola busca contribuir com o aumento de sua 

produtividade, diminuição do uso de adubo químico e maior economia para o 

agricultor, apresentando diferentes respostas para cada genótipo do cultivar às 

espécies e estirpes de Rhizobium (FERREIRA et al., 2000; FRANCO et al., 2002; 

SOUSA et al., 2012).  

No Brasil, resultados obtidos em safras de feijões do grupo Carioca, Pérola e 

Diamante Negro apresentaram aumento na produtividade entre 8,2 e 35,5 % quando 

inoculados com a estirpe de Rhizobium freirei (HUNGRIA; CAMPOS; MENDES, 

2003; HUNGRIA; NOGUEIRA; ARAUJO, 2013; YAGI et al., 2015). Em outros 

estudos, em que a cultivar BRSMG Talismã foi inoculada com as estirpes CIAT 899 

e UFLA 02-68, houve incremento na produtividade de grãos de 130,9 % e de 28 %, 

respectivamente (SOARES et al., 2006; FERREIRA et al., 2009). Resultados 

similares, de incremento no rendimento de grãos do feijoeiro pela inoculação com 

estirpes elite também foram relatados em estudos realizados por Ferreira et al., 

2000; Venturini et al., 2002 e Bellaver; Fagundes, 2009 no Brasil e, também, para 

feijoeiros inoculados com estirpes nativas de rizóbios no Quênia, África (KOSEY et 

al., 2017). 

Os resultados da FBN variam de acordo com as características de solo, clima, 

cultivar, estirpe e manejo, entretanto, os estudos demonstraram que a inoculação 

possui capacidade para substituir o uso de adubos nitrogenados, permitindo o 

crescimento da agricultura sustentável e maior desenvolvimento econômico para o 

país, necessitando de maiores investimentos e incentivo para pesquisas nesta área. 

3.3 TÉCNICAS MOLECULARES PARA CLASSIFICAÇÃO DE NOVA ESPÉCIE BACTERIANA  

A metodologia de análise utilizada na sistemática microbiana depende do nível 

de resolução taxonômica de cada técnica e do objetivo do estudo, bem como do 

número de estirpes da espécie e das condições na aplicabilidade da técnica 

(ZAKHIA; LAJUDIE, 2001). 

Para determinar as relações de um grande grupo de indivíduos, a molécula de 

estudo deve ser amplamente distribuída nos seres vivos e muitas vezes altamente 
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conservada. Em 1977 foi proposto o uso de sequências de RNAr das subunidades 

ribossômicas 16S para os procariontes e 18S para os eucariontes (WOESE; FOX, 

1977). Acredita-se que as substituições nucleotídicas no DNA são diretamente 

proporcionais ao tempo evolutivo transcorrido na diferenciação das espécies, 

permitindo estimar a relação natural entre os microrganismos, refletindo a história 

evolutiva pelo tempo e o grau de divergência entre as espécies (WOESE; 

KANDLER; WHEELIS, 1990; HARRIS et al., 2003; LLORET; MARTINEZ-ROMERO, 

2005). 

O gene ribossomal 16S é um marcador importante para procariontes devido a 

sua universalidade, por estar envolvido na síntese proteica e ser a sequência gênica 

com maior número de dados depositados publicamente. Entretanto, por serem 

altamente conservadas, divergências evolutivas ocorridas entre as estirpes, e 

mesmo entre espécies em determinados gêneros, podem não ser identificadas 

(STACKEBRANDT et al., 2002; GEVERS et al., 2005; BERRADA; FIKRI-

BENBRAHIM, 2014). 

Extensivamente utilizadas, as sequências deste gene em estirpes que 

apresentavam similaridade inferior a 97 % em relação às estirpes tipo e espécies 

relacionadas poderiam representar uma nova espécie. Já em 2006, após estudos 

com mais de 300 amostras revisadas por Stackebrandt e Ebers foi proposto que o 

valor para distinguir espécies estudando o gene 16S RNAr seja de 98,7 %. Este 

novo valor exclui amostras com sequências de má qualidade, dando maior 

confiabilidade e precisão a descrição de espécies (STACKEBRANDT et al., 2002; 

STACKEBRANDT; EBERS, 2006). 

Considerando-se o nível de espécie na classificação do microrganismo, é 

requerido que a estirpe alvo de estudo apresente 70 %, ou mais, de similaridade 

com a estirpe de referência por hibridação do DNA-DNA (HDD) e 5°C, ou menos, de 

diferença de temperatura de desnaturação da dupla fita entre os híbridos e 

homólogos para que a estirpe em estudo seja definida como pertencente àquela 

espécie (WAYNE et al., 1987; VANDAMME et al., 1996; GEVERS et al., 2005; 

RAMOS et al., 2011). 

A HDD permite comparar genomas entre diferentes organismos, avaliando sua 

similaridade, permitindo inferir se os genomas pertencem à mesma espécie de 

bactérias, sendo bastante utilizada na taxonomia de procariontes. Essa metodologia, 

porém, apresenta variações nos valores reproduzidos em laboratórios distintos e é 
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um procedimento de alto custo e bastante laborioso (STACKEBRANDT et al., 2002; 

ROSSELLÓ-MORA et al., 2011; MEIER-KOLTHOFF; KLENK; GÖKER, 2014). 

Novas metodologias são propostas para complementar os resultados obtidos 

nas análises de HDD e do gene ribossomal 16S. É sugerido o uso de genes 

codificadores de proteínas conservadas, também denominados genes 

housekeeping, como marcadores alternativos, capazes de mostrar maior grau de 

divergência entre as espécies. Buscando eliminar erros gerados pela recombinação 

genética, é importante o uso desses genes de forma concatenada, ou seja, 

agrupados para analise (STACKEBRANDT et al., 2002; MARTENS et al., 2007; 

LARANJO; YOUNG; OLIVEIRA, 2012; VAN BERKUM et al., 2012). 

A técnica de MLSA é designada para estudos filogenéticos, taxonômicos e 

delineamento das espécies dentro do gênero. Ela utiliza genes presentes em todas 

as células do organismo, responsáveis pela sua manutenção básica em condições 

normais e são denominados genes housekeeping. Para realização da técnica é 

indicado concatenar o maior número possível destes genes. Estudos apresentaram 

eficácia utilizando entre doze, oito, cinco e três genes housekeeping (GEVERS et al., 

2005; KONSTANTINIDIS; TIEDJE, 2005; 2007; KONSTANTINIDIS; RAMETTE; 

TIEDJE, 2006; MAIDEN, 2006; SCHLEIFER, 2009; KÄMPFER; GLAESER, 2012; 

DALL’AGNOL et al., 2013; GLAESER; KÄMPFER, 2015; RIBEIRO et al., 2009; 

2013; 2015). 

Outra técnica para especiação é analisar o conteúdo G+C que define as 

proporções entre guanina (G) e citosina (C) do genoma do microrganismo. A 

interação entre estes nucleotídeos ocorre por meio de tripla ligação de hidrogênio, 

apresentando maior estabilidade, quando comparada à ligação entre adenina (A) e 

timina (T). O cálculo do conteúdo G+C se dá pela soma de G+C dividido pela soma 

de A+G+C+T, onde para os Domínios Archaea e Bacteria foram obtidos valores 

entre 17 % e 75 %. Quando as porcentagens apresentam diferenças acima de 3 a 5 

mol % correspondem a espécies distintas taxonômicamente (DE LEY, 1970; 

ROSSELLÓ-MORA; AMANN, 2001; GERHARDT; LEMKE; CORSO, 2006; 

YAKOVCHUK; PROTOZANOVA; FRANK-KAMENETSKII, 2006; MESBAH; 

WHITMAN; MESBAH, 2011; VAN STRAALEN; ROELOFS, 2012; BROCCHIERI, 

2014; ANDRIGHETTI, 2015). 

Além da execução das técnicas já descritas, é interessante realizar o estudo 

filogenético com os genes ‘acessórios’ de interesse específico de alguns 
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microrganismos. No caso dos rizóbios, aqueles responsáveis pela nodulação (grupo 

de genes nod) ou fixação do nitrogênio (grupo de genes nif), presentes nos 

plasmídeos ou em ilhas simbióticas no cromossomo 

Recentemente, diversos trabalhos foram publicados inferindo a necessidade de 

revisão sobre o uso da taxonomia polifásica, explanando a necessidade de técnicas 

mais rápidas, baratas e eficazes, como o uso de dados gerados pelo 

sequenciamento completo de genomas (RAMASAMY et al., 2014; THOMPSON et 

al., 2015; VANDAMME; PEETERS, 2014).  

O sequenciamento completo de genomas traz novas perspectivas para a 

taxonomia de procariontes, promovendo uma resolução genotípica mais 

discriminatória entre as espécies, sendo denominada como era genômica, na qual 

são englobadas metodologias como a assinatura genômica (AUCH et al., 2010), 

identidade média de amino ácidos (ROHWER; EDWARDS, 2002), análise de super 

árvores (BROWN et al., 2001) e identidade média de nucleotídeos (ANI) 

(KONSTANTINIDIS; TIEDJE, 2005), dentre outros  (PREHEIM; TIMBERLAKE; 

POLZ, 2011). 

A metodologia de ANI compara a similaridade entre sequências genômicas 

inteiras de duas espécies, gerando um resultado bastante conciso sobre a genética 

e a distância evolutiva entre as espécies. O valor de ANI é dado em porcentagem e, 

quando é inferior a 95 %, as estirpes em estudo podem representar espécies 

distintas (KONSTANTINIDIS; TIEDJE, 2005; RICHTER et al., 2016). 

Os resultados da análise de ANI apresentam correlação alta com os resultados 

obtidos pela análise do gene 16S RNAr, diminuem o fator de transferência lateral de 

genes e permitem a distinção entre os microrganismos no nível de subespécies. A 

metodologia tem sido utilizada com frequência, permitindo identificar espécies com 

maior rapidez. Além disso, estudos comparando resultados obtidos por ANI e HDD 

concluíram que a análise por ANI pode substituir fielmente a técnica de hibridação 

(KONSTANTINIDIS; TIEDJE, 2005; GORIS et al., 2007; RICHTER; ROSSELLÓ-

MÓRA, 2009). 

Assim, para descrição de uma nova espécie é necessário seguir os padrões 

exigidos pelo comitê internacional de taxonomia, responsável pela publicação ou 

validação dos novos nomes no International Journal of Systematic and Evolutionary 

Microbiology (IJSEM), publicação da Society for General Microbiology (SGM). As 

“estirpes tipo” devem ser estudadas juntamente com as espécies de grupos 
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relacionados, ou espécies de referência e estar depositada em pelo menos duas 

coleções de cultura de países diferentes e que seus números de acesso estejam 

descritos no artigo (IJSEM, 2016). 

A estirpe deve ser estudada pelas metodologias empregadas em análises 

polifásicas, buscando avaliar diversidades intra e interespecíficas. São necessárias 

análises pela HDD (hibridização DNA-DNA) e por técnicas de fingerprinting entre a 

espécie nova e as espécies de referência, com maior similaridade genética. A revista 

encoraja a substituição da HDD pela Average nucleotide identity (ANI), técnica que 

analisa a similaridade total entre genomas de duas estirpes próximas. O gene 16S 

RNAr deve conter pelo menos 1300 nucleotídeos, e a sequência deve ser 

disponibilizada em um banco de dados público como o NCBI 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) (IJSEM, 2016). 

Recomenda-se que o trabalho tenha dados de marcadores quimiotaxonômicos, 

como o perfil de ácidos graxos. Também é necessário incluir a porcentagem de 

conteúdo G+C da nova espécie e um estudo pelo MLSA pode ser conduzido. Por 

fim, um nome deve ser proposto, obedecendo às normas do International Code of 

Nomeclature of Prokaryotes, junto com uma descrição das informações necessárias 

para a identificação da nova espécie (IJSEM, 2016).  

3.4 GENES NOD E NIF 

Genes auxiliares podem estar presentes em plasmídeos ou ilhas genômicas 

e, no caso dos rizóbios, incluem genes envolvidos na simbiose entre esses 

microrganismos e a leguminosa. Para o processo da nodulação, estão envolvidos os 

genes de nodulação nod, nol e noe, e da fixação do nitrogênio nif e fix. Entretanto, 

esses genes são susceptíveis à transferência entre plasmídeos ou entre ilhas 

genômicas (ROGEL et al., 2001; NAKATSUKASA et al., 2008; BROOTHAERTS et 

al., 2005; ESTRELLA et al., 2009). 

 Os genes nod são responsáveis pela síntese de fatores Nod (lipo-quito- 

oligossacarídeos) essenciais à nodulação; esses fatores são sintetizados pelas 

bactérias em resposta a moléculas indutoras exsudadas pela planta hospedeira, em 

geral flavonoides (BROUGHTON; JABBOURI; PERRET, 2000). Os principais genes 

dos rizóbios responsáveis pela síntese dos fatores Nod são os nodA, nodB e nodC, 

além de outros genes específicos de cada espécie, que contribuem com diferentes 
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radicais dos fatores Nod. O gene chave para a síntese é o nodD, que regula o 

operon nodABC, sendo essencial para ocorrer a nodulação e, em alguns casos, 

determinante da especificidade hospedeira (WINSOR, 1989; SCHLAMAN; OKKER; 

LUGTENBERG; 1992; RELIC et al., 1994; ROCHE et al., 1996). O gene nodC 

codifica a N-acetilglucosaminatranferase, quitina responsável pela cadeia do fator 

Nod, fator decisivo no reconhecimento entre o rizóbio e a planta hospedeira 

(SCHLAMAN; PHILLIPS; KONDOROSI, 1998; LAGUERRE et al., 2001). 

 Além dos genes envolvidos no processo de nodulação, alguns genes 

participam no mecanismo de fixação, sendo utilizados para estudar as relações 

entre espécies de rizóbio, denominados nif (nitrogen fixation), incluindo genes 

estruturais, de biossíntese e regulação da dinitrogenase (GLICK, 2012; 

LINDSTRÖM; ASERSE; MOUSAVI, 2015).  Dentre esses, o gene nifH é responsável 

por codificar a subunidade dinitrogenase redutase (FISCHER, 1994). 

 Na maioria dos casos, os genes nod e nif estão presentes em rizóbios e 

permitem diferenciá-los de outros microrganismos capazes de ocuparem 

endofiticamente leguminosas (SILVA et al., 2005; VINUESA et al., 2005; GIRAUD et 

al., 2007; WEI et al., 2009). São utilizados, com frequência, para a descrição de 

novas espécies de rizóbios (ZHANG et al., 2015; AKTER et al., 2016; DE MEYER et 

al., 2016). 

3.5 TAXONOMIA E FILOGENIA DOS RIZÓBIOS 

Taxonomia é a ciência responsável pela ordenação dos organismos em taxas, 

ou seja, pela classificação destes de acordo com a similaridade entre eles, 

identificando e diferenciando espécies de importância clínica, ambiental e industrial. 

Possui, como pontos-chave, a identificação, a classificação e a nomenclatura dos 

organismos. No caso das bactérias, a taxonomia segue os padrões estabelecidos 

pelo International Code of Nomenclature of Bacteria (LAPAGE et al., 1992; GEVERS 

et al., 2005; MOORE et al., 2010; TINDALL et al., 2010). 

A princípio, a caracterização de espécies bacterianas era baseada somente em 

características fenotípicas, como a forma e a coloração das colônias, seguida pela 

análise de propriedades fisiológicas, como a capacidade de utilização de fontes de 

carbono (RIVAS; GARCÍA-FRAILE; VELÁSQUEZ, 2009; MOORE et al., 2010; 

OREN; GARRITY, 2014). Desse modo, quando o cientista Bergey publicou a 
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primeira versão do Bergey´s Manual, eram utilizadas apenas estas características 

fenotípicas para sua classificação em diferentes gêneros e espécies. No caso dos 

rizóbios, uma primeira classificação foi baseada na propriedade de estabelecer 

simbiose com o respectivo hospedeiro, a chamada “inoculação cruzada”, além de 

outras propriedades fenotípicas, onde todas as espécies foram posicionadas no 

gênero Rhizobium (FRED; BALDWIN; McCOY, 1932). Assim, a capacidade dos 

rizóbios em formar nódulos nas respectivas leguminosas hospedeiras foi essencial 

para diferenciar espécies dentro do gênero Rhizobium, permitindo a descrição de 

seis espécies em 1974, na edição do Bergey´s Manual of Determinative Bacteriology 

(BERGEY et al., 1923; VINCENT, 1970; JORDAN; ALLEN, 1974; SKERMAN; 

McGOWAN; SNEATH, 1980). Contudo, a classificação com base na nodulação do 

hospedeiro também apresentava limitações, pois há plantas denominadas 

“promíscuas”, como o feijoeiro, com a capacidade de realizar simbiose com 

diferentes espécies de rizóbios.  

Posteriormente, o grupo de rizóbios foi dividido em dois gêneros, com base na 

velocidade do crescimento em meio de cultura contendo manitol como fonte de 

carbono, separando as bactérias em dois gêneros, Rhizobium (crescimento rápido) e 

Bradyrhizobium (crescimento lento) (JORDAN, 1984). 

 Com a evolução da tecnologia novos métodos para o estudo taxonômico 

foram desenvolvidos e permitiram a obtenção de novos e diferentes dados para 

identificação de uma espécie. Proposta em 1991, a taxonomia polifásica é utilizada 

para descrição de microrganismos por meio dos resultados obtidos referentes as 

suas características fenotípicas, genotípicas e filogenéticas (GRAHAM et al., 1991; 

VANDAMME et al., 1996; STACKEBRANDT et al., 2002; TINDALL et al., 2010). 

  Algumas das avaliações fenotípicas realizadas para a caracterização de 

procariotos incluem as condições necessárias para o crescimento, como 

temperatura, pH, salinidade, coloração de Gram, morfologia da célula (tamanho, 

forma, elevação, textura, cor, opacidade, emulsificação), motilidade, perfil de ácidos 

graxos, fontes de carbono, entre outras (COHN, 1872 apud DREWS, 2000; ORLA-

JENSEN, 1909 apud RIVAS; GARCÍA-FRAILE; VELÁSQUEZ, 2009; MOORE et al., 

2010; OREN; GARRITY, 2014). Essas características proporcionam informações 

sobre o microrganismo, representando a primeira etapa para prosseguir com a sua 

descrição, além de serem requisitos mínimos para apresentar uma nova espécie 
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bacteriana, exigidos pelo Bergey´s Manual Trust (KUYKENDALL et al., 2005; 

MOORE et al., 2010). 

Dentre as metodologias para analisar o fenótipo dos microrganismos, o uso dos 

perfis de ácidos graxos é amplamente utilizado na descrição de espécies. Essa 

metodologia considera que grupos microbianos possuem diferentes concentrações 

destes compostos químicos, servindo como marcadores biológicos capazes de 

distinguir espécies dentro de uma comunidade (FERNANDES; CHAER, 2010). 

Estirpes que apresentam proporções relativas semelhantes de ácidos graxos são 

consideradas como semelhantes. Como exemplo, espécies do gênero Rhizobium 

apresentam os compostos C16:0, C18:0, C19:0 cyclo w8cis e C20:3w6,9,12cis em comum. 

Diferentes concentrações desses compostos, em adição a resultados de técnicas 

filogenéticas, permitem distinguir os organismos em espécies (TIGHE et al., 2000). 

Os resultados fenotípicos são importantes, porém, podem variar de acordo com 

o meio de cultura e as condições utilizadas para o crescimento do microrganismo. 

Além disso, as características codificadas por genes presentes nos plasmídeos 

(capacidade de degradabilidade, produção de melanina, motilidade, entre outras) 

podem não ser expressas pela perda do plasmídeo, falhando em elucidar a relação 

evolutiva entre as espécies, sua diferenciação, sendo necessária a realização de 

outras análises (MOORE et al., 2010; ORMEÑO-ORRILLO; MARTÍNEZ-ROMERO, 

2013). 

Com o desenvolvimento de metodologias capazes de estudar o genótipo, ou 

seja, analisar as informações do DNA e/ou RNA, passou a ser possível identificar e 

classificar novas espécies além de suas características fenotípicas ou simbióticas. A 

técnica molecular referente ao 16S RNAr, por exemplo, foi um marco na taxonomia 

dos seres vivos do Reino Monera, passando a ser indispensável para sua 

classificação (WOESE et al., 1984; GRAHAM et al., 1991). 

Atualmente, os microrganismos conhecidos como rizóbios estão classificados 

dentro da classe Alfa-Proteobacteria dentro dos gêneros Allorhizobium (4), 

Aminobacter (6), Azorhizobium (3), Bradyrhizobium (33), Devosia (21), Ensifer (20), 

Mesorhizobium (43), Methylobacterium (52), Microvirga (12), Neorhizobium (3), 

Ochrobactrum (18), Pararhizobium (4), Phyllobacterium (11), Rhizobium (103), 

Shinella (7) e, na classe Beta-Proteobacteria, nos gêneros Cupriavidus (16) e 

Paraburkholderia (62)  (PEIX et al, 2014; LPSN, 2017).  
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Dentre as espécies descritas de bactérias diazotróficas do gênero Rhizobium, 

até 2017, 18 foram isoladas de nódulos do feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.), citadas a 

seguir: R. leguminosarum (JORDAN, 1984), R. tropici (MARTÍNEZ-ROMERO et al., 

1991), R. etli (SEGOVIA; YOUNG; MARTÍNEZ-ROMERO, 1993), R. gallicum 

(AMARGER; MACHERET; LAGUERRE,  1997), R. rhizogenes (YOUNG et al., 

2001), R. lusitanum (VALVERDE et al., 2006), R. phaseoli (RAMÍREZ-BAHENA et 

al., 2008), R. endophyticum (LÓPEZ-LÓPEZ et al., 2010), R. vallis (WANG et al., 

2011), R. leucaenae,(RIBEIRO et al., 2012), R. mesoamericanum (LÓPEZ-LÓPEZ et 

al., 2012), R. freirei (DALL´AGNOL et al., 2013), R. azibense (MNASRI et al., 2014), 

R. paranaense (DALL´AGNOL et al., 2014), R. ecuadorense (RIBEIRO et al., 2015),  

R. acidisoli (ROMÁN-PONCE et al., 2016) e R. hidalgonense (YAN et al., 2017). 

Além disso, outras cinco espécies são capazes de formar nódulos efetivos em 

feijoeiro quando inoculadas: R. pisi (RAMÍREZ-BAHENA et al., 2008), R. alkalisoli 

(LU et al., 2009), R. tibeticum (HOU et al., 2009), R. sophorae e R. sophoriradicis 

(JIAO et al., 2015). Outras espécies, como R. anhuiense (ZHANG et al., 2015) e R. 

giardinii (AMARGER; MACHERET; LAGUERRE, 1997) formam nódulos inefetivos. 

Além disso, beta-rizóbios também nodulam o feijoeiro (DALL´AGNOL et al., 2017).  

  No Brasil, em solos ácidos, estirpes de R. tropici representam a maior 

porcentagem dentre os rizóbios isolados de nódulos de feijoeiro a campo, 

apresentando alta adaptabilidade às condições edafoclimáticas, maior estabilidade 

genética, tolerância a estresses de temperatura e acidez e alta capacidade de 

nodulação, sendo considerada uma estirpe de referência e autorizada para produção 

de inoculantes para a cultura do feijoeiro no país (GRAHAM, 1992; CHUEIRE et al., 

2000; HUNGRIA et al., 2000). Já em regiões do Equador e México, conhecidas 

como centros de diversidade genética de feijoeiro, verificou-se maior abundância de 

isolados da espécie R. etli como microssimbiontes do feijoeiro e o mesmo foi 

observado no centro genético secundário, a Argentina. Estes estudos permitem a 

descoberta de espécies com maior potencial para promover a produtividade entre as 

culturas importantes para a sociedade e a economia do país (BERNAL, 1993; 

SEGOVIA; YOUNG; MARTÍNEZ-ROMERO, 1993; MARTÍNEZ-ROMERO, 2003; 

ORMEÑO-ORRILLO et al., 2012).  

 Assim, à medida que novas metodologias e ferramentas como o uso da 

molécula do 16S RNAr e o estudo do genoma para identificação e descrição de 

espécies procariontes são desenvolvidas e aplicadas na taxonomia, aumentamos a 
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possibilidade de descobrir novas espécies de utilidade para a agricultura, indústria 

alimentícia, bioremediação entre outras, além de permitir maior compreensão da 

história evolutiva de cada organismo. Há estimativas de que ainda inúmeras 

espécies de organismos procariontes sejam descritos considerando a diversidade de 

ambientes para serem estudados.  
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Abstract  

Common bean (Phaseolus vulgaris L.) is the most important legume consumed worldwide; 

its genetic origins lie in the Mesoamerican (main center) and Andean regions. It is 

promiscuous in establishing root-nodule symbioses; however, in the centers of 

origin/domestication, the predominant association is with Rhizobium etli. Previously, we 

identified a new lineage (PEL-3) comprising three strains (CNPSo 661, CNPSo 666 and 

CNPSo 668
T
) isolated from root nodules of common bean in Mexico, and that were now 

analyzed in more detail. Sequences of the 16S rRNA gene positioned the three strains in a 

large clade including R. etli. Multilocus sequence analysis (MLSA) with four housekeeping 

genes (recA, glnII, gyrB and rpoA) positioned the three strains in a clade distinct from all 

other described species, with 100 % bootstrap support, and nucleotide identity (NI) of the 

four concatenated genes with the closest species R. etli was 95.0 %. Average nucleotide-

identity (ANI) values of the whole genome of CNPSo 668
T
 and the closest species, R. etli, 

was 92.9 %. In the analyses of the symbiotic genes nifH and nodC, the strains comprised a 

cluster with other rhizobial symbionts of P. vulgaris. Other phenotypic and genotypic traits 

were determined for the new group and our data support the description of the three CNPSo 

strains as a novel species, for which the name Rhizobium esperanzae is proposed. The type 

strain is CNPSo 668
T
 (=UMR 1320

T
 =Z87-8

T
 =LMG 30030

 T
 =U 10001

T
), isolated from a 

common-bean nodule in Mexico. 

Keywords: Biological nitrogen fixation; phylogeny of prokaryotes; ANI; MLSA; NI. 

 

Legumes provide protein, minerals, vitamins and carbohydrates for human and animal 

nutrition [1]. Common bean (Phaseolus vulgaris L.) is the most important grain legume for 

human consumption, in particular for low-income families in Latin America, the Caribbean and 

East Africa [2]. An important feature of common bean is its capacity for symbiotic 
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association, establishing N2-fixing root nodules with a broad range of rhizobial species [3-9]. 

Amazingly, there are now reports of symbioses of common bean with at least 24 species of 

alpha- and beta-rhizobia, in addition to several putative new species.  

The Mesoamerican and Andean regions have been recognized as the locations of the major 

ecogeographical gene pools of P. vulgaris [10], although recent molecular analysis has shown 

that Mesoamerica is the main center of origin of the legume [11]. Studies of the co-evolution 

of the legumes and rhizobia are important to achieve a better understanding of the symbiosis 

[12, 13]. Particularly interesting are the studies of co-evolution of promiscuous symbioses 

such as those involving common bean [14, 15]. R. etli-related strains represent the dominant 

species in common bean root nodules in the centers of diversification/domestication of this 

legume in Mexico [4, 16, 17], and in northwest Argentina [14, 15]. However, other rhizobia-

related lineages might be important in Mesoamerica [9, 18], and new species symbionts of 

common bean from Mexico have been described recently, such as R. hidalgonense (although 

nodulation in the host legume is yet to be confirmed) [19] R. acidisoli [20] and R. azibense, 

which includes strains from Spain and Tunisia [21]. Interestingly, a probable additional third 

gene pool of P. vulgaris is localized between Peru and Ecuador [22], and a group of strains 

from this region comprises the species R. ecuadorense [8]. Other putative new lineages from 

common bean gene pools, all fitting into the R. phaseoli/R. etli/R. leguminosarum clade, 

remain to be described [9].  

Here we describe polyphasic analyses performed with one lineage identified as PEL-3 in our 

previous study [9], for which we propose the new species Rhizobium esperanzae sp. nov. The 

strains used in our study are listed in Table S1. The three strains used to define the new 

species—CNPSo 661, 666 and 668
T
—were collected and isolated by Dr. Peter H. Graham 

(University of Minnesota) from P. vulgaris nodules of plants grown in Mexican soils and 

preliminary analyses with those strains have been performed by Ribeiro et al. [9]. The strains 
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are deposited at the Diazotrophic and Plant Growth Promoting Bacteria Culture of Embrapa 

Soja (WFCC Collection # 1213, WDCC Collection # 1054), located in Londrina, State of 

Paraná, Brazil, and the type strain is available in other culture collections. The strains were 

grown on modified-yeast extract-mannitol agar (YMA) medium [23] at 28°C, unless 

otherwise indicated. Stock cultures were maintained on modified-YMA at 4°C, while long-

term preservation was performed in modified-YM with 30 % glycerol at –80 °C and –150 °C, 

or by lyophilization.  

In a previous analysis of the 16S rRNA gene, the three strains were clustered in a distinct 

group (PEL3 lineage) in the R. phaseoli/R. etli/R. leguminosarum clade [9]. An extended 

analysis of the 16S RNA genes, including newly described rhizobial species, was performed 

using maximum likelihood (ML) [24] in MEGA v.7 [25], and the Tamura-Nei model [26], 

and multiple-sequence alignments were constructed with MUSCLE [27]. Tree-node support 

was evaluated with bootstrap analysis [28] using 1,000 pseudoreplicates. A phylogenetic tree 

with the 16S rRNA gene was built with Rhizobium species, and Fig 1 shows the results 

obtained when the analysis was performed with closest and representative species; accession 

numbers are shown in the phylogram. The phylogram of the 16S rRNA confirmed the results 

of several reports [8, 29, 30], that the 16S rRNA gene sequence is unable to clearly delineate 

species phylogenetic positions, indicating that housekeeping genes should be analyzed. The 

16S rRNA gene sequence analysis indicated higher similarity of the three strains with R. 

fabae and R. ecuadorense (Fig. 1).  

Four housekeeping genes were analyzed—glnII, gyrB, rpoA and recA—using the same 

parameters as defined for the 16S rRNA gene, and accession numbers are indicated in the 

phylograms obtained for each gene, in Figs. S1 to S4, respectively. When analyzed 

individually, CNPSo 661 and 668
T
 showed full congruence of the genealogies of the glnII, 

gyrB and rpoA genes, and were clustered with CNPSo 666 with high bootstrap support, of 
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95–98 % (Figs. S1, S2, S3). The only exception was with the recA gene (Fig. S4), where 

CNPSo 661 and 668
T
 were congruent, but CNPSo 666 was positioned in a different cluster, 

indicating differences in the evolutionary history of this gene (Fig. S4). It is worth mentioning 

that Bontemps et al. [31] described several R. etli-like strains isolated from Mimosa spp. in 

Mexico which nodulate common bean, but when we compared their recA sequences, strains 

CNPSo 661 and 668
T
 occupied a different cluster with high bootstrap support (data not 

shown), indicating that they should not belong to the same species. MLSA (Multilocus 

Sequence Analysis) has been increasingly used with success to define rhizobial species [e.g. 

6-9, 19, 20, 32-34]. A phylogenetic tree was built with the concatenated partial sequences of 

glnII, gyrB, rpoA and recA genes, and the three strains from our study were clustered with 

high bootstrap support (99 %), being clearly distinct from the closest species, R. etli (Fig. 2). 

A phylogenetic tree was also built with two housekeeping genes, glnII and gyrB, as more 

sequences of Rhizobium strains were available for these two genes. Again, the three strains 

from our study were clustered (98 % of bootstrap support) and distinct from R. etli (Fig. S5).    

Nucleotide identities (NI) of the 16S rRNA and of the single and concatenated genes were 

calculated with BioEdit [35] and are shown in Table S2. Identity of the 16S rRNA gene 

between the R. esperanzae strains was 99.8 %, and for the housekeeping genes it ranged from 

92.3 to 100 %. Considering the four concatenated genes, the similarity between CNPSo 668
T
 

and CNPSo 661 was 99.6 % and with CNPSo 666 it was 97.4 %, within the range of the same 

species. Konstantinidis et al. [36] found that 96 % of identity in concatenated housekeeping 

genes is equivalent to 70 % DNA-DNA hybridization (DDH). Considering the strain CNPSo 

668
T
 with the closest species R. etli CFN 42

T
, the similarity of the 16S rRNA gene was 99.4 

%, for three housekeeping genes 94.2 %, and for four housekeeping genes 95.0 %. According 

to the proposals of threshold for species definition [37-39], the NI values obtained from the 

MLSA indicate that the group of CNPSo strains represents a new species.  
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Values of average nucleotide identity (ANI) of whole genomes between 95.0 % and 96.5 % 

are equivalent to the 70 % DDH threshold [36, 39-43], and useful for describing rhizobial 

species [e.g. 8, 19, 33, 34, 44]. A draft of the whole genome sequence of CNPSo 668
T
 was 

obtained and deposited at the DDBJ/ENA/GenBank (Accession Number MXPU00000000). 

ANI values were obtained using the JSpecies program [41] and nd MUMmer v. 3.0 [45] for 

sequence alignment. Genome sequences of the closest type strain R. etli CFN 42
T
 was 

retrieved from GenBank (CP000133.1, chromosome) and the ANI value between them was 

estimated as 92.9 %, another indication of a new species.  

To determine the DNA G+C content of CNPSo 668
T
, genome contigs were concatenated and 

the proportion of G+C bases was calculated with JSpecies [41]. G+C content of strain CNPSo 

668
T
 was 59.8 mol%, which is in the range of Rhizobium and of the close species R. etli CFN 

42
T 

(60.5 mol%) and R. ecuadorense CNPSo 671
T 

(61.1 mol%). 

Fingerprint DNA analysis was performed by BOX-PCR, as described by Kaschuk et al. [46]. 

The profiles were compared with eight reference strains. The clusters were generated using 

the UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean) algorithm [47] and the 

Jaccard coefficient [48], with 2 % tolerance, using the Bionumerics program (Applied 

Mathematics, Kortrijk, Belgium, v.7.6). The three CNPSo strains were clustered with 85 % 

similarity, differing from all other reference strains (Fig. S6).  

The fatty-acid profile of strain CNPSo 668
T
 was determined using the MIDI Sherlock 

microbial identification system with the TSBA6 database, after growth for five days on YMA, 

and the results and methodology details are shown in Table S3. Strain CNPSo 668
T
 contained 

summed feature 8 (C18:1 w7c/C18:1 w6c, 50.2 %), C19:0 cyclo w8c (28.2 %), C18:0 (6.5 %) and summed 

feature 2 (C14:0 3OH/C16:1 iso I, 6.2%) as major components, values normally found in members of 

the genus Rhizobium [49].  
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Although symbiotic characteristics are not mandatory for species differentiation, as the main 

feature of CNPSo strains is their ability to form nitrogen-fixing nodules in common bean, we 

investigated the phylogeny of nodulation (nodC) and nitrogen-fixation (nifH) genes. Primers 

and amplification conditions were performed as described by Laguerre et al. [50] and 

accession numbers obtained are shown in the phylograms. In the phylogenetic tree with nodC 

genes, the three CNPSo strains were similar and clustered with R. sophorae CCBAU 03386
T
 

(Fig. 3). Interestingly, all strains clustered closer to the CNPSo strains were symbionts of P. 

vulgaris originating from sites in China, Tunisia, Ecuador and Mexico.  

The phylogeny of nifH has also shown a correlation with the host plant, with a major cluster 

including species/strain symbionts of P. vulgaris, such as R. acidisoli FH23, R. hidalgonense 

FH14
T
, R. phaseoli ATCC14482

T
, R. etli CFN42

T
 and R. ecuadorense CNPSo 671

T
 (Fig. S7). 

To confirm the symbiotic ability of the CNPSo strains, a nodulation test was carried out. 

Seeds of Phaseolus vulgaris and Glycine max were surface-sterilized, germinated, inoculated 

with each strain and grown in previously sterilized substrate, under greenhouse conditions and 

receiving N-free nutrient solution. Effective N2-fixing nodules, characterized by internal pink 

color due to the leghemoglobin and green leaves, were observed after 25 days only on 

common bean. 

The phenotypic and physiological features of the novel isolates were determined and 

compared with those of type strains of the closest species. Unless indicated, phenotypic tests 

were performed at 28 °C, evaluating colony morphology, tolerance of NaCl, acid/alkali 

reaction in YMA medium with bromothymol blue, temperature and pH, and growth in liquid 

Luria-Bertani (LB) medium, as previously described by Hungria et al. [51]. Enzymatic 

degradation of urea was determined in YMA medium containing 2 % urea and phenol red as 

an indicator. Contrary to major tropical symbionts of common bean, R. tropici and R. 

leucaenae, and similar to the major Mesoamerican symbiont R. etli, strains CNPSo 661, 666 
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and 668
T
 did not grow in acid conditions (pH 4.0), high temperature (37 ºC), or tolerate 1 % 

NaCl (Table 1).  

Tolerance of antibiotics was evaluated using the disc-diffusion method on YMA plates with 

the following antibiotics (per disc): ampicillin (10 µg), bacitracin (0.04 U), cefuroxime (30 

µg), chloramphenicol (30 µg), erythromycin (15 µg), nalidixic acid (30 µg), neomycin (30 

µg), penicillin (10 U), streptomycin (10 µg) and tetracycline (30 µg). All tests were 

performed in triplicate. The CNPSo strains were sensitive to ampicillin, cefuroxime, 

streptomycin and tetracycline and were tolerant or moderately tolerant of the other antibiotics 

(Table 1). When compared to R. etli CFN 42
T
, the closest species, the CNPSo strains were 

sensitive to ampicillin, cefuroxime and streptomycin. 

Utilization of different carbon sources was determined using the API 50CH kit (BioMérieux), 

following the manufacturer’s recommendations, using YM-minus-mannitol as the basal 

medium. All tests were performed in triplicate. Strains CNPSo 661, 666 and 668
T
 showed 

abundant growth with esculin, amidon (starch), glycogen and D-turanose, in contrast to the 

closest type strain R. etli CNF 42
T
, that showed absence of, or weak growth. As usual in 

Rhizobium, the CNPSo strains showed abundant growth in glycerol, D- and L-arabinose, D- 

and L-fucose and D-arabitol. 

In conclusion, based on the extensive polyphasic data related to phenotypic, genotypic and 

phylogenetic analyses, the results indicate that strains CNPSo 661, 666 and 668
T
 represent a 

novel species of Rhizobium, for which the name Rhizobium esperanzae sp. nov. is proposed, 

with SEMIA 668
T
 nominated as the type strain.  

Description of Rhizobium esperanzae sp. nov. 

Rhizobium esperanzae: es.pe.ran'zae. N.L. fem. gen. n. esperanzae, of Esperanza, named 

after Dr. Esperanza Martínez-Romero, scientist of the Center of Genomic Sciences, 
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Cuernavaca, Mexico, who dedicates her life to studies of diversity of rhizobia, with an 

emphasis on symbionts of common bean.  

Cells are Gram-stain negative, aerobic, non-spore-forming rods. Colonies on YMA medium 

are circular, opaque, with abundant production of mucus and usually 1-2 mm in diameter 

with 2-3 days of incubation at 28 ºC. Strains acidify YMA medium after 3 days and do not 

grow on LB medium, YMA medium at 37 or 40 °C, YMA with pH 4.0 or YMA with 1 % 

NaCl. They grow in PY medium lacking calcium and are positive for urease activity. Strains 

are tolerant of bacitracin (0.04 U), but not to ampicillin (10 µg), cefuroxime (30 µg), 

streptomycin (10 µg) and tetracycline (30 µg). With respect to carbon sources in the API 

test, strains are positive for amidon (starch), D-arabinose, L-arabinose, D-arabitol, esculin, 

D-fucose, L-fucose, glycerol, glycogen, D-turanose. Strains metabolize weakly D-ribose, D-

xylose, L-xylose, D-adonitol, βD- xylopyranoside, D-galactose, D-glucose, D-fructose, D-

rhamose, inositol, D-mannitol, D-sorbitol, methyl- α-D-glucoside, D-cellobiose, D-maltose, 

D-lactose, D-melibiose, D-saccharose, D-trehalose, D-raffinose, –gentibiose, D-lyxose, and 

do not use erythritol, L-sorbose, dulcitol, α-methyl-D-mannoside, amygdalin, arbutin, 

salicin, inulin, D-melezitose, xylitol, D-tagatose, L-arabitol, potassium gluconate, potassium 

2-keto-gluconate and potassium 5-keto-gluconate. Strains form effective nitrogen-fixing 

nodules in common bean (Phaseolus vulgaris L.).  

The type strain is CNPSo 668
T 

(=UMR 1320
T
 =Z87-8

T
 =LMG 30030

 T
 =U 10001

T
), isolated 

from N2-fixing effective nodules of Phaseolus vulgaris L. in Mexico. The DNA G+C content 

of the type strain is 59.8 mol%.  
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Figure Legends 

 

Figure 1. Maximum likelihood phylogeny based on the 16S rRNA gene sequences (1,227 bp) 

of Rhizobium. Accession numbers are indicated in parentheses. Strains of the novel species 

are shown in bold. Bootstrap values >70 % are indicated at the nodes. Bradyrhizobium 

diazoefficiens USDA 110
T
 was used as outgroup. Bar indicates one substitution per 100 

nucleotide positions. 

 

Figure 2. Maximum likelihood phylogeny based on the concatenated gene sequences of glnII 

(444 bp), gyrB (577 bp), rpoA (415 bp) and recA (343 bp), showing the relationships between 

strains of the novel species (in bold) and other members of the Rhizobium genus. Accession 

numbers are indicated in parentheses. Only bootstrap values >70 % are indicated at the nodes. 

Bradyrhizobium diazoefficiens USDA 110
T
 was used as outgroup. Bar indicates five 

substitutions per 100 nucleotide positions. 

 

Figure 3. Maximum likelihood phylogram based on nodC (501 bp) gene sequences. 

Accession numbers are indicated in parentheses. R. esperanzae strains are shown in bold. 

Bootstrap support values of 70 % or greater are indicated at the nodes. Bar indicates five 

substitutions per 100 nucleotide positions. 

  



52 

Table 1. Phenotypic features of R. esperanzae strains and related Rhizobium species. 1. R. 

tropici CIAT 899
T
; 2. R. leucaenae CFN 299

T
; 3. R. leguminosarum bv. viciae USDA 2370

T
; 

4. R. ecuadorense CNPSo 671
T
; 5. R. phaseoli ATCC 14482

T
; 6. R. pisi DSM 30132

T
; 7. R. 

fabae CCBAU 33202
T
; 8. R. etli CFN 42

T
; 9. R. esperanzae CNPSo 661; 10. R. esperanzae 

CNPSo 666; 11. R. esperanzae CNPSo 668
T
.  

Data represent the means of three biological replicates. +, Growth; -, no growth; w, weakly 

positive. ND (not determined). 

 

  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

Growth on/at/with  
      

 

   

pH 4.0 + w - - - - - - - - - 

pH 8.0 + + + + + + + + + + + 

LB + - - - - - - - - - - 

37 ºC + + - - - - - - - - - 

40 ºC + w - - - - - - - - - 

NaCl 1 % + + - - - + + - - - - 

Urea 2 % + w + + + + + + + + + 

PY minus Calcium + + + + + + + + + + + 

 

Antibiotic Tolerance (per disc)  

 

     

 

   

Ampicillin (10 µg) + - - - - - - w - - - 

Bacitracin (0.04 U) + + + + + + + + + + + 

Cefuroxime (30 µg) + - - - - - - - - - - 

Chloramphenicol (30 µg) + - w - - - + - - w w 

Erytromycin (15 µg) w + - + - - - w w - w 

Nalidic acid (30 µg) + + + - w + + - w + + 

Neomycin (30 µg) w - - - w + w - w w w 

Penicillin (10 U) + + + + w + + + w + + 

Streptomycin (10 µg) + - - - - - + - - - - 

Tetracycline (30 µg) - + + - - - - - - - - 

 

Carbohydrate source  
 

 
     

 

   

Glycerol + + w + + + w + + + + 

Erythritol + - - - - w w + - - - 

D-Arabinose + + + + w + + + + + + 

L-Arabinose + + + + + w + + + + + 

D-Ribose + + + + + + + + + + w 

D-Xylose + + w + w w w + w w w 

L-Xylose - + + + + + + + w w w 

D-Adonitol + + w - w w w w w w w 

Metyl-βD-xylopyranoside + + w w w w w w w w w 

D-Galactose N/D N/D w + w w + w w + w 

D-Glucose + + w w w w + w w + w 

D-Fructose + + w w w w + + w + w 

D-Mannose + + w w w w + + w + w 

L-Sorbose N/D N/D w - - w w - - - - 

L-Rhamnose + + w + w + + w w + w 

Dulcitol - w w - - w w w - w - 

Inositol + + w w + w + + w w w 

D-Mannitol + + w w w w + w w w w 
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D-Sorbitol - - w w w w w w w w w 

Metyl-αD-mannopyranoside N/D N/D w - - w w - - - - 

Metyl-αD-glusopyranoside + - w w w + w w w w w 

N-Acetylglucosamine - - - w - + - + - w - 

Amygdalin - - - - w w w w - - - 

Arbutin w - w w w w w + w w - 

Esculin N/D N/D + + + + + w + + + 

Salicin w - w w w w w w w w - 

D-Cellobiose + w w w w w w w w w w 

D-Maltose + w w w w w + + w w w 

D-Lactose w w w w w w w w w w w 

D-Melibiose w w w + w w w w w w w 

D-Saccharose + w w + w w w + w w w 

D-Trehalose + w w + w w w + w w w 

Inulin - - - - - - - - - - - 

D-Melezitose - - - - - - - - - - - 

D-Raffinose w w w w w w w w w w w 

Amidon (starch) N/D N/D - - - - - - + + + 

Glycogen - - - - - - - - + + + 

Xylitol - - w w w w w w - w - 

Gentobiose w w w w w w w w w w w 

D-Turanose w w w w w w + w + + + 

D-Lyxose + + w w w w w w + + w 

D-Tagatose - w w - - w w w - w - 

D-Fucose + + + + + + + + + + + 

L-Fucose + + w + w + + + + + + 

D-Arabitol + + w + w w + w + + + 

L-Arabitol w - w w w w w w - w - 

Potassium gluconate N/D N/D - - - - - - - - - 

Potassium 2-ketogluconate N/D N/D - - - - - - - - - 

Potassium 5-ketogluconate N/D N/D - - - - - - - - - 
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Fig. 1.  
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Fig. 2. 
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Table S1. Strains used in this study.  

Species/strain name Other strain nomenclature Original host plant Geographical origin Supplied by  

R. esperanzae CNPSo 661
 UMR 1286, Z31-4 Phaseolus vulgaris Mexico 

University of Minnesota, 
USA 

R. esperanzae CNPSo 666 UMR 1317, Z95B-8 Phaseolus vulgaris Mexico 
University of Minnesota, 

USA 

R. esperanzae CNPSo 668
T UMR 1320T, Z87-8T , U10001T, 

LMG30030T 
Phaseolus vulgaris Mexico 

University of Minnesota, 
USA 

Rhizobium etli CFN 42T CNPSo 140T, USDA 9032T, ATCC 

51251T, DSM 11541T 

 

Phaseolus vulgaris Mexico Centro de Ciencias 
Genómicas (CCG), Mexico 

Rhizobium ecuadorense 

CNPSo 671T 

UMR 1450T, PIMAMPIRS I 5T, 

LMG 27578T 
Phaseolus vulgaris Pimampiro/Imbaburra/Ecuador University of Minnesota, 

USA 

Rhizobium phaseoli ATCC 

14482T 

CNPSo 2057T, 316c15T, DSM 

30137T, IAM 12612T, LMG 8819T, 

316c15T 

Phaseolus vulgaris Withouth information 
CCG, Mexico 

Rhizobium fabae CCBAU 

33202T 

CNPSo 2059T, LMG 23997T Vicia faba Nanchang, Jiangxi, China CCG, Mexico 

Rhizobium pisi DSM 30132T CNPSo 2058T, NCIMB 11478T Pisum sativum Rochelle, Illinois, USA CCG, Mexico 

R. leguminosarum USDA 

2370T 

CNPSo 134T, 3HOq18T, ATCC 

10004T, LMG 11200T, NCIMB 

11478T, SEMIA 320T, ATCC 

10004T 

Pisum sativum Rochelle, Illinois, USA USDA, Beltsville, USA 

R. tropici CIAT 899T CNPSo 142T, ATCC 49672T, DSM 

11418T, HAMBI 1163T, NBRC 

15247T, JCM 21072T, LMG 9503T 

Phaseolus vulgaris Colombia CCG, Mexico 

R. leucaenae CFN 299T CNPSo 141T, CENA 183T, CECT 

4844T, IAM 14230T, JCM 21088T, 

LMG 951T, SEMIA 4083T, 

UMR1026T, USDA 9039T 

Phaseolus vulgaris Brazil CCG, Mexico 



59 

Table S2. Range of nucleotide identity (NI, %) between Rhizobium esperanzae strains and closest Rhizobium species 

in the 16S rRNA and protein-coding genes. Length of aligned regions: 16S rRNA (1,227 pb), recA (343 bp), glnII 

(444 bp), gyrB (577 bp) and rpoA (415 bp) (N/A, not available; N/D, not determined). 

 

  

 
16S 

rRNA 
recA glnII gyrB rpoA 

Concatenated 

2 genes * 

Concatenat

ed 3 genes 

** 

Conca

tenate

d 4 

genes 

*** 

within R. esperanzae CNPSo 668
T
 and         

CNPSo 661 99.8 100 100 100 98.5 100 100 99.6 

CNPSo 666 99.8 92.3 100 98.7 97.5 96.4 97.4 97.4 

between R. esperanzae  CNPSo 668
T 

and 
    

   

Rhizobium etli CFN 42T 
99.4 92.3 97.2 93.0 97.5 95.1 94.2 95.0 

Rhizobium acidisoli FH13 T 
99.6 92.9 95.4 N/A N/A 94.4 N/D N/D 

Rhizobium anhuiense CCBAU 23252 T 
99.6 93.2 93.9 92.7 N/A 93.6 93.2 N/D 

Rhizobium azibense 23C2 T 
97.4 N/A N/A N/A N/A N/D N/D N/D 

Rhizobium bangladeshense BLR175 T 
99.6 90.6 94.3 N/A N/A 92.7 N/D N/D 

Rhizobium binae BLR195 T 
99.6 94.4 95.9 N/A N/A 95.2 N/D N/D 

Rhizobium ecuadorense CNPSo 671 T 
99.7 90.9 95.9 92.7 97.3 93.7 93.3 94.2 

Rhizobium fabae CCBAU 33202 T 
100 92.3 95.0 92.0 N/A 93.8 93.1 N/D 

“Rhizobium hidalgonense” FH14 
99.6 90.0 94.5 94.8 N/A 92.6 93.5 N/D 

Rhizobium laguerreae FB206 T 
99.6 90.3 93.9 N/A N/A 92.3 N/D N/D 

Rhizobium leguminosarum bv. viciae USDA 2370 T 
99.2 92.6 92.7 91.5 N/D 92.7 92.2 N/D 

Rhizobium leucaenae LMG 9517 T 
97.8 89.1 89.4 86.4 94.6 89.3 88.1 N/D 

Rhizobium phaseoli ATCC 14482 T 
99.9 95.6 92.7 92.5 N/A 94.0 93.3 N/D 

Rhizobium pisi DSM 30132 T 
100 91.8 94.1 91.8 98.5 93.1 92.5 93.9 

Rhizobium sophorae CCBAU 03386 T 
99.6 91.8 93.6 N/A N/A 92.8 N/D N/D 

Rhizobium sophoriradicis CCBAU 03470 T 
99.6 95.9 95.0 N/A N/A 95.4 N/D N/D 

Rhizobium tropici CIAT 899 T 
97.1 85.6 90.0 85.4 95.1 87.9 87.0 88.9 

Rhizobium vallis CCBAU 65647 T 
98.1 91.8 93.4 N/A N/A 92.7 N/D N/D 

Bradyrhizobium diazoefficiens USDA 110 T 
89.4 81.5 86.2 69.1 82.2 84.2 77.8 78.8 
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Table S3. Fatty acid profile (%) of Rhizobium esperanzae CNPSo 668
T 

and related species 

grown for 7 days at 28 °C on YMA. Data obtained the with MIDI system using FAMA library 

TSBA6. Analyses performed in a GC Agilent model 6850 with an Ultra 2 column (25 m 

lenght, ID 0.2 mm, film f0.33 µm), detector FID, carrier gas hydrogen (30 mL/min), and 

make-up gas nitrogen (30 mL/min), automatic injector series 7683 (liner 19251-60540), 

injection of 2 µL, run of 25 min. Injector temperature of 250 °C and the detector of 300 °C. 

Program of the oven temperature: initial of 170 °C, raising 5 °C/min till 260 °C (hold for 18 

m), then raised at 40 °C/min till 310 °C (hold for 1.5 min). 

Strains: 1, R. esperanzae CNPSo 668
T
; 2, R. fabae CCBAU 33202

T
; 3, R. phaseoli ATCC 

14482
T
; 4, R. etli CFN 42

T
; 5, R. leguminosarum USDA 2370

T
; 6, R. ecuadorense CNPSo 

671
T
; 7, R. pisi DSM 30132

T
; 8, R. leucaenae CFN 299

T
; 9, R. tropici CIAT 899

T
. 

 

Fatty acid 1 2 3 4 5 6 7 8 9 

C15:O 2OH 0.5 1.3 1.0 0.4 0.7 - 1.6 - - 

C15:0 3OH - - - - - - - - 4.0 

C16:O 2.8 3.1 2.9 3.8 3.6 8.6 3.6 8.5 5.4 

C16:O 3OH 1.4 0.9 1.2 1.6 1.6 - 1.2 - 4.4 

C17:O  1.1 - - - 1.3 - 1.1 - 0.6 

C18:O 6.5 9.0 9.8 7.0 3.2 8.1 6.8 - 3.7 

C18:O 3OH 2.2 2.1 3.0 1.6 2.6 - 1.8 - 2.3 

C18:1 2OH - - - - - - - - 1.2 

C18:1 w7c 11 methyl 0.5 0.5 1.1 - 4.4 3.2 10.5 - 1.0 

C18:1 w9c - - - - - 3.9 0.6 - - 

C19:O cyclo w8c 28.2 7.0 13.8 10.2 15.6 18.4 21.1 26.5 30.1 

C20:2 w6, 9c 0.4 - - - - - - - 0.7 

Summed feature 2 6.2 5.1 4.8 4.9 6.5 - 6.0 - - 

Summed feature 8 50.2 69.7 61.2 68.7 38.5 - 45.2 - - 

Summed feature 3 - 0.6 - 0.6 0.8 - 0.4 - - 

 

 

 

 

 

Summed feature 2 = 12:0 aldehyde/unknown 10.928; summed feature 3 = 

16:1w6c/16:1w7c; summed feature 8 = 18:1w7c/18:1w6c.  
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Fig. S1. Maximum likelihood phylogram based on glnII gene sequences (444 bp). Accession 

numbers are indicated in parentheses. Rhizobium esperanzae strains from this study are 

shown in bold. Bootstrap support values of 70 % or greater are indicated at the nodes. 

Bradyrhizobium diazoefficiens USDA 110
 T 

was used as outgroup. Bar indicates two 

substitutions per 100 nucleotide positions.  
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Fig. S2.  Maximum likelihood phylogram based on gyrB gene sequences (577 bp). Accession 

numbers are indicated in parentheses. Rhizobium esperanzae strains from this study are 

shown in bold. Bootstrap support values of 70 % or greater are indicated at the nodes. 

Bradyrhizobium diazoefficiens USDA 110
 T 

was used as outgroup. Bar indicates five 

substitutions per 100 nucleotide positions.  
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Fig. S3. Maximum likelihood phylogram based on rpoA gene sequences (415 bp). Accession 

numbers are indicated in parentheses. Rhizobium esperanzae strains from this study are 

shown in bold. Bootstrap support values of 70 % or greater are indicated at the nodes. 

Bradyrhizobium diazoefficiens USDA 110
T 

was used as outgroup. Bar indicates two 

substitutions per 100 nucleotide positions.  
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Fig. S4. Maximum likelihood phylogram based on recA gene sequences (343 bp). Accession 

numbers are indicated in parentheses. Rhizobium esperanzae strains from this study are 

shown in bold. Bootstrap support values of 70 % or greater are indicated at the nodes. 

Bradyrhizobium diazoefficiens USDA 110
T 

was used as outgroup. Bar indicates two 

substitutions per 100 nucleotide positions.  
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Fig. S5. Maximum likelihood phylogeny based on the concatenated glnII (444 bp) and gyrB 

(577 bp). Accession numbers are indicated in parentheses. Rhizobium esperanzae strains from 

this study are shown in bold. Bootstrap support values of 70 % or greater are indicated at the 

nodes.  Bradyrhizobium diazoefficiens USDA 110
T
 was used as outgroup. Bar indicates five 

substitutions per 100 nucleotide positions. 
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Fig. S6. Cluster analysis of products obtained by BOX- PCR of Rhizobium esperanzae strains 

(shown in bold) and closely related Rhizobium species. Analysis performed with the program 

Bionumerics (Applied Mathematics, Kortrijk, Belgium, v.7.6) using the UPGMA algorithm 

(Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic mean) and the Jaccard coefficient, with 2 % 

tolerance. 
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Fig. S7. Maximum likelihood phylogram based on nifH (386 bp) gene sequences. Accession 

numbers are indicated in parentheses. Rhizobium esperanzae strains are shown in bold. 

Bootstrap support values of 70 % or greater are indicated at the nodes. Bar indicates two 

substitutions per 100 nucleotide positions. 
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CONCLUSÃO 

 
Estudos polifásicos compreendendo análises fenotípicas e genotípicas 

permitem uma maior compreensão das relações filogenéticas e taxonômicas entre 

espécies bacterianas. Os resultados obtidos neste estudo com estirpes de rizóbios 

isoladas de nódulos de feijoeiro (Phaseolus vulgaris) no México, considerado como 

centro de origem/diversidade genética dessa leguminosa, permitiram a identificação 

de uma nova espécie de bactéria diazotrófica. Para a nova espécie foi proposto e 

aceito o nome científico Rhizobium esperanzae, em homenagem à pesquisadora 

Esperanza Martínez-Romero, do Centro de Ciências Genômicas, em Cuernavaca, 

México. 

Os resultados deste trabalho realçam a diversidade de rizóbios simbiontes do 

feijoeiro, uma leguminosa considerada bastante promíscua no estabelecimento de 

simbioses e abrem novos caminhos de pesquisa para estudos de coevolução da 

simbiose do feijoeiro. 

 

 

 
 


