Universidade
Estadual de LondRrina

ANDREY BARBOSA CORDEIRO

ESTUDO TAXONOMICO E FILOGENETICO DE ESTIRPES
DE RIZOBIOS SIMBIONTES DO FEIJOEIRO (Phaseolus
vulgaris L.) PROVENIENTES DO MEXICO

Londrina
2018



ANDREY BARBOSA CORDEIRO

ESTUDO TAXONOMICO E FILOGENETICO DE ESTIRPES
DE RIZOBIOS SIMBIONTES DO FEIJOEIRO (Phaseolus
vulgaris L.) PROVENIENTES DO MEXICO

Dissertacdo apresentada ao Programa de Poés-
graduacdo em Microbiologia da Universidade
Estadual de Londrina, como requisito a
obtencéo do titulo de Mestre em Microbiologia.

Orientadora: Dra. Mariangela Hungria

Londrina
2018



Ficha de identificacdo da obra elaborada pelo autor, através do Programa de Geragéo
Automatica do Sistema de Bibliotecas da UEL

Cordeiro, Andrey Barbosa.
Estudo taxénomico e filogenético de estirpes de rizébios simbiontes do feijoeiro (phaseolus
vulgaris |.) provenientes do méxico / Andrey Barbosa Cordeiro. - Londrina, 2018.
69 f.:il.

Orientador: Mariangela Hungria.
Dissertagdo (Mestrado em Microbiologia) - Universidade Estadual de Londrina, Centro
de Ciéncias Bioldgicas, 2018. Inclui bibliografia.

1. Fixagdo Bioldgica do Nitrogénio, Filogenia de Procariotos, Taxonomia, Rhizobium -
Tese. |. Hungria, Mariangela. Il. Universidade Estadual de Londrina. Centro de Ciéncias
Bioldgicas. Il1. Titulo.




ANDREY BARBOSA CORDEIRO

ESTUDO TAXONOMICO E FILOGENETICO DE ESTIRPES DE
RIZOBIOS SIMBIONTES DO FEIJOEIRO (Phaseolus vulgaris L.)
PROVENIENTES DO MEXICO

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pés-
graduacdo em Microbiologia da Universidade
Estadual de Londrina, como requisito a
obtencéao do titulo de Mestre em Microbiologia.

BANCA EXAMINADORA

Orientadora: Dra. Mariangela Hungria
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria -
Embrapa Soja

Dr. Renan Augusto Ribeiro
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria -
Embrapa Soja

Dra. Jakeline Renata Marcon Delamuta
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria -
Embrapa Soja

Londrina, 27 de Outubro de 2017.



AGRADECIMENTOS

Obrigado a minha familia e amigos. Imensamente grato por estarem ao meu
lado, pelos conselhos e apoio durante estes anos, pela forca, incentivo e animo para
seguir em busca dessa conquista, sendo fortes junto comigo, mostrando o lado bom
da vida e os beneficios de estar rodeado de pessoas espetaculares. Vocés foram
essenciais!

Obrigado a todos do Laboratorio de Biotecnologia do Solo da Embrapa Soja
pela ajuda, apoio, forca, carinho e incentivo. Pelas horas de trabalho, interpretacdo
de dados e também, pelas risadas e conversas durante as horas do café, obrigado a
Dona Rosa, Josi, Artur, Walkyria, Paula, Brenda, Carol, Biana, Francine, Rinaldo,
Marcos, Dr. Marco Antonio, Maira, Leandro, Jesi, Anna Karolina, Jackson, Renata,
Eduara, Bettina, Pablo, Julia, Leticia, Jodo e Vivian. Gratiddo especial a Rebeca,
Lully, Mariana, Renan, Jakeline, Défila, Ligia e chefa.

Aos amigos e companheiros de sala de aula durante as disciplinas do
mestrado, obrigado pela amizade construida entre nds, pelo apoio e energia que
colocamos para ajudar uns aos outros, pelo animo a cada apresentacao ou lista de
exercicios de bioestatistica, pelas gargalhadas e choros compartilhados, pelo
congresso.

A chefa, Dra. Mariangela, muito obrigado. Vocé é um grande exemplo de
indole, de forca emocional e intelectual. Obrigado por compartilhar histérias e
contetdos cientificos com tanto carinho e amor. Pela enorme paciéncia e

perspectiva de que as coisas podem dar certo.



CORDEIRO, Andrey Barbosa. Estudo taxonémico e filogenético de estirpes de
riz6bios simbiontes de feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) provenientes do
México. 2018. 69f. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2018.

RESUMO

Bactérias diazotroficas conhecidas como rizobios sdo importantes por realizarem a
fixacdo biolégica de nitrogénio (FBN) em simbiose com leguminosas, sendo, em
alguns casos, utilizadas como inoculantes microbianos, substituindo o uso de
fertilizantes nitrogenados. A identificacdo e a classificacdo dos microrganismos
capazes de realizar a FBN fornecem conhecimento sobre a evolugdo e a relacao
entre as espécies, permitindo estudar aquelas de maior interesse biotecnolégico. Em
relacdo a planta hospedeira, o feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) € a principal
leguminosa utilizada na alimentacdo humana na Ameérica do Sul, América Central,
Africa e em alguns paises da Asia. O objetivo deste trabalho foi determinar o grupo
taxondmico e as relacdes filogenéticas de trés estirpes de rizobios (CNPSo 661, 666
e 668), isoladas do centro principal de origem/diversidade genética da leguminosa
hospedeira, 0 México, por meio de um estudo polifasico. Em estudos prévios, essas
trés estirpes foram identificadas como pertencendo a uma nova linhagem (PEL-3).
As sequéncias do gene 16S rRNA posicionaram as trés estirpes em um grande
grupo, incluindo R. etli. A analise de sequéncias multilocus (multilocus sequencing
analysis, MLSA) de quatro genes conservados (recA, ginll, gyrB e rpoA) posicionou
as trés estirpes em um grupo distinto de todas as outras espécies descritas, com
100 % de suporte bootstrap e a identidade de nucleotideos (nucleotide identity, NI)
dos quatro genes concatenados com a espécie mais proxima, R. etli, foi de 95,0 %.
Os valores médios de identidade de nucleotideos do genoma total (average
nucleotide identity, ANI) da estirpe CNPSo 668 com a espécie mais préxima, R. etli,
foi de 92,9 %. Nas analises do gene de fixacdo do nitrogénio nifH e do gene de
nodulacdo nodC, as estirpes foram agrupadas com outros simbiontes do feijoeiro.
Outros aspectos fenotipicos e genotipicos foram determinados para o novo grupo e
os dados suportaram a descri¢cdo das trés 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 668" (= UMR 1320" = z87-8" = LMG
30030" = U 100017).

Palavras-chave: Fixacdo biolégica do nitrogénio. Filogenia de procariotos.
Taxonomia de procariotos. Rhizobium. Rhizobium esperanzae



CORDEIRO, Andrey Barbosa. Taxonomic and phylogenetic study of rhizobium
strains symbionts of common bean (Phaseolus vulgaris L.) isolated from
Mexico. 2018. 69p. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2018.

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, ginll, 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" 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 668" (=UMR 1320" =z87-8" =LMG 30030 ' =U 10001").

Key-words:  Biologica nitrogen fixation. Phylogeny of prokaryotes. Taxonomy of
prokaryotes. Rhizobium. Rhizobium esperanzae.
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1 INTRODUCAO

As leguminosas possuem grande importancia na sociedade devido a sua
contribuicdo para a dieta alimentar de milhares de pessoas e animais, por serem
ricas em proteinas, lipideos, carboidratos, fibras e vitaminas do grupo B. O feijoeiro
comum (Phaseolus vulgaris L.) é uma leguminosa cultivada de grande relevancia
mundial, presente na alimentacao de mais de 200 milhGes de pessoas nos trépicos,
inclusive fazendo parte da alimentacdo diaria dos brasileiros (BARBOSA, 2007;
CGIAR, 2016).

Essa leguminosa apresenta boa adaptacdo a diversas -caracteristicas
edafoclimaticas, tornando possivel seu cultivo em diferentes tipos de solo e clima.
Para a producdo de seus grdos, sdo necessarias altas quantidades de nitrogénio
(N), nutriente responsavel pela formacédo das moléculas de proteina, hormonios e
acidos nucleicos. Entretanto, o N presente no solo muitas vezes ndo esta
disponibilizado as plantas em quantidades suficientes e o nitrogénio atmosférico (N2)
ndo pode ser utilizado diretamente pelas plantas, devido a forte ligacdo que existe
entre os atomos de nitrogénio da molécula. Assim, uma caracteristica importante do
feijoeiro é sua capacidade de interagir com bactérias diazotréficas, que em simbiose
sdo capazes de realizar o processo de fixagdo bioldégica do nitrogénio (FBN)
(ARAUJO et al., 1996; DALLA"AGNOL et al., 2014).

A FBN ¢é realizada por microrganismos capazes de assimilar o Ny,
disponibilizando o N em formas assimilaveis as plantas e contribuindo para uma
maior producdo da cultura. Esses microrganismos podem ser de vida livre,
associativos, endofiticos ou simbiontes; estes ultimos sao aqueles que estabelecem
uma relacdo intima com a planta, formando estruturas especializadas, os nédulos.
Este grupo de microrganismos é conhecido como rizébios. Devido ao processo
eficaz realizado por estas bactérias, é estimado que a maior parte do fluxo de
nitrogénio fixado biologicamente na natureza seja realizado por elas (KAHINDI et al.,
1997).

Dentre os rizébios simbiontes de feijoeiro descritos atualmente, a maioria
pertence ao género Rhizobium, j& tendo sido relatada a simbiose com mais de 20
espécies descritas (LPSN, 2017), além de provaveis grupos novos; essas bactérias
podem beneficiar a producdo da cultura, gerando economia para os produtores e

minimizando danos ecoldgicos causados pelo uso de fertilizantes nitrogenados.
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Diversos estudos tém permitido a identificacdo e a classificacdo desses
microrganismos por técnicas de sequenciamento de DNA e andlises filogenéticas,
resultando em maior compreensdo da relacao filogenética entres estes organismos,
bem como permitindo a descoberta de estirpes de interesse biotecnoldgico,
ecologico e agronébmico (MENNA; BARCELLOS; HUNGRIA, 2009; ROMA NETO;
RIBEIRO; HUNGRIA, 2010; DALL’AGNOL et al.,, 2013; MNASRI et al., 2014;
RIBEIRO et al., 2015).

A taxonomia polifasica é extensivamente utilizada para a classificacdo de
novas espeécies de microrganismos, onde diferentes metodologias séo utilizadas
para o agrupamento de dados referentes as caracteristicas fenotipicas, genéticas e
filogenéticas dos microrganismos em estudo (STACKEBRANDT et al.,, 2002;
TINDALL et al., 2010). Dentre as metodologias para a andlise filogenética, sao
empregados estudos do gene ribossomal 16S e de genes housekeeping, os quais
correspondem a genes codificadores de proteinas do metabolismo basal dos
microrganismos. Neste Ultimo caso, a técnica € chamada de Multilocus Sequence
Analysis (MLSA) e os genes sdo selecionados de acordo com caracteristicas
especificas, como estarem amplamente distribuidos no grupo em estudo, estarem
presentes no genoma em uma unica coépia, conterem tamanho suficiente para o
sequenciamento e informagdes para analise (THOMPSON; GIBSON; HIGGINS,
2002; ZEIGLER, 2003; GEVERS et al.,, 2005; MAIDEN, 2006; VANDAMME;
PEETERS, 2014; GLAESER; KAMPFER, 2015).

A metodologia de MLSA tem sido cada vez mais utilizada como ferramenta
para inferir relacdes filogenéticas de diversas espécies de procariotos, incluindo os
rizobios. Outras técnicas, como 0 sequenciamento do genoma completo, também
tém sido utilizadas, auxiliando na classificacdo destes microrganismos. Dessa forma,
0 uso de técnicas eficazes para a taxonomia de procariontes tem avancado
consideravelmente, contribuindo para a caracterizacdo e classificacdo dos
microrganismos com maior rapidez e eficacia, podendo, assim, beneficiar a
sociedade.

O Brasil é reconhecido como um pais com alta diversidade de espécies
animais, vegetais e microbianas, incluindo os rizébios, que por sua vez sao de
grande importancia para a sustentabilidade agricola do pais. Desse modo, o
conhecimento da diversidade, filogenia e taxonomia de rizébios para a cultura do

feijoeiro é de extrema importancia para o Brasil.



2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Determinar a posicdo taxondmica e as relacdes filogenéticas de trés estirpes de
bactérias do género Rhizobium que estabelecem simbiose com o feijoeiro
(Phaseolus wvulgaris L.) e que foram isoladas do principal centro de

origem/diversidade genética da planta hospedeira, 0 México
2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar as relacdes evolutivas das estirpes por meio da construcao de arvores
filogenéticas com os genes 16S RNAr, recA, ginll, gyrB e rpoA,
individualmente e por MLSA (Multilocus Sequencing Analysis);

b) Realizar avaliacdes fenotipicas nas estirpes CNPSo 661, 666 e 668;
c) Realizar a genotipagem das estirpes pelo perfil de DNA por rep-PCR;

d) Avaliar as relacdes evolutivas dos genes de fixacdo de nitrogénio nifH e de

nodulagdo nodC nas estirpes do estudo;

e) Conduzir uma andlise polifasica dos dados genotipicos, fenotipicos e

filogenéticos obtidos.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 FEIJOEIRO COMUM

As leguminosas estdo entre as espécies vegetais de maior importancia para a
humanidade, presentes em ecossistemas naturais, agricolas e agroflorestais. Sao
ricas em proteinas, lipideos, carboidratos, fibras, vitaminas do grupo B e minerais,
com diversas espécies utilizadas para o consumo humano e de animais. Acredita-se
gue a combinacdo entre leguminosas e cereais contém todos aminoacidos
necessérios para a dieta humana (KADAM; SALUNKHE, 1989; GRAHAM; VANCE,
2003; EJIGUI et al., 2007; PAUL et al., 2008).

As leguminosas compdem uma parcela da producdo agricola mundial, sendo
responsaveis por parte do nitrogénio necessario para a saude do homem. Na
sociedade brasileira, os grdos do feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) tém grande
importancia pois sado tipicos da culinaria nacional, estando presentes em refeicbes
de, aproximadamente, 90 % da populacédo, chegando a 19 kg de feijao/pessoa/ano
(BARBOSA, 2007; MAPA, 2017).

O género 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 oOtima fonte de
nutrientes, contribuindo com 10 a 20 % dos nutrientes totais necessarios na dieta de
um adulto, como minerais (Fe, Ca, Mn, Mg, Cu, Zn e K), carboidratos e lipideos,
além de possuir entre 20 a 25 % do teor de proteina, variando de acordo com o tipo
de feijao (DURIGAN; SGARBIERI; BULISAN, 1987; BASSINELLO, 2001 apud
BONETT et al., 2007; PIRES et al., 2005).

O feijoeiro apresenta boa adaptacdo edafoclimatica, podendo ser cultivado
em diferentes tipos de solo e clima, sendo relevante para seu rendimento a
temperatura, a precipitacao pluvial e a radiacdo solar. O Brasil € o maior produtor
mundial de grdos de P. vulgaris, com uma producdo 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
sensivel a condicbes climaticas extremas, como extremos de temperaturas,
elevadas ou baixas e ventos fortes, exigindo cultivares melhoradas geneticamente,

manejo adequado do solo e tolerancia a doencas (ARAUJO et al., 1996).
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3.2 NITROGENIO 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 assimilacdo de N pelos organismos na natureza
sdo pela decomposicdo da matéria organica, descargas elétricas, combustao,
vulcanismo, fertilizantes nitrogenados, ou pela fixagcao bioldgica do nitrogénio (FBN).
O N é importante para o desenvolvimento vegetativo de diversas plantas, para a
producdo de oOrgaos reprodutivos e para a formacdo das sementes (GALLO;
MIYASAKA, 1961; ANDRADE et al.,, 1998; COELHO et al.,, 1998; HUNGRIA;
CAMPOS; MENDES, 2007).

Este elemento esta relacionado com a constituicdo da matéria organica das
plantas, participando na formacédo de moléculas fundamentais como aminoacidos,
proteinas, bases nitrogenadas, acidos nucleicos, hormonios, clorofila e outros
(HUNGRIA et al., 1994; GARCIA; CARDOSO; SANTOS, 2013). Sua deficiéncia inibe
o crescimento vegetal e reflete em clorose e no acumulo de carboidratos néo
metabolizados (KERBAUY, 2008).

O N estd presente na natureza como N molecular ou atmosférico (N;), ion
nitrato (NO3"), aménia (NH3), ou em compostos organicos nitrogenados. E abundante
na atmosfera, representando 78 % de sua constituicdo, porém, nesse estado nao
esta disponivel as plantas e animais, devido a tripla ligacdo covalente entre os
atomos 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 organica pode ser esgotado rapidamente apds sua
mineralizacdo. Ja o N disponibilizado pelo fertilizante nitrogenado pode ser
assimilado com maior rapidez, porém, somente parte dele € absorvido pelas plantas,
sendo o restante perdido pelos processos de lixiviacdo e eroséo, acarretando na
contaminacdo de rios, lagos e lencdis freaticos, bem como por volatilizacdo e
desnitrificacdo, enquanto parte permanece no solo na forma organica. Além disso,
os fertilizantes nitrogenados sdo sintetizados a partir do petréleo, relacionados
indiretamente com a poluicdo do meio ambiente e o esgotamento de fonte de
energia ndo-renovavel (CANTARELLA; DUARTE, 2004; HUNGRIA; CAMPOS;
MENDES, 2007; VARGAS, 2010).

A FBN € o processo bioquimico realizado por bactérias diazotroficas, no qual o

N presente na atmosfera é convertido em formas quimicas 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-agucar (Saccharum officinarum), entre outras. Desta forma, a FBN é
considerada o segundo processo bioldgico de maior importancia para as plantas,
atras apenas da fotossintese (GRAHAM; VANCE, 2003).

A FBN é executada por procariontes diazotroficos que apresentam um
complexo enzimatico capaz de quebrar a tripla ligagdo do N, convertendo-o em NH3
(VAN BERKUM et al., 2012). Esses organismos sao encontrados na natureza em
quatro diferentes situacOes: vida livre (fixam o N, para seu proprio uso sem
necessidade de outro organismo), associativas (disponibilizam o nutriente para a
planta sem desenvolver estruturas diferenciadas), endofiticas (vivem no interior de
raizes e parte aérea das plantas) e simbidticas, popularmente conhecidas como
rizobios (induzem a formacdo de nédulos nas raizes da planta) (TAIZ; ZEIGER,
2004; GRAY; SMITH, 2005; HUNGRIA; CAMPOS; MENDES, 2007; MOREIRA et al.,
2010; WANG et al., 2012).

Para ocorrer a interacado entre os rizobios e as leguminosas, 0 processo se
inicia com a troca de sinais quimicos. A planta hospedeira exsuda moléculas como
os flavonoides, que atraem as bactérias para a regido da rizosfera. Em seguida, os
rizobios produzem oligossacarideos lipo-quitinicos, denominados fatores Nod, que
sdo responsaveis pelo reconhecimento entre a planta e a bactéria, e induzem
alteracdes nas células do cortex da raiz (LONG, 1996; SCHULTZE; KONDOROSI,
1998; PERRET; STAEHELIN; BROUGHTON, 2000; HUNGRIA; CAMPOS;
MENDES, 2001; TAIZ; ZEIGER, 2004).

ApoOs a entrada das bactérias via pelos radiculares, ou por fendas em algumas
leguminosas, elas se multiplicam e sédo envoltas por uma membrana derivada do
plasmalema. No seu interior, as bactérias irdo multiplicar-se e sofrerdo alteracfes
morfoldgicas e bioquimicas, passando a ser denominadas bacteroides (NEWCOMB,
1981; HUNGRIA et al., 1994).

Os bacteroides possuem o complexo enzimatico dinitrogenase, responsavel
pela quebra do N, em NHs. A dinitrogenase é formada pela Ferro-proteina (Fe-
proteina) e a Molibdénio-ferro-proteina (MoFe-proteina). Durante a reacdo de
reducdo do N, a dinitrogenase e a ferridoxina reagem, transferindo elétrons para a
unidade da Fe-proteina que, em seguida, doa elétrons para a MoFe-proteina,
reduzindo o N, a NH3 (MYLONA; PAWLOWSKI; BISSELING, 1995). Este processo



13

ocorre em anaerobiose, uma vez que a presenca do oxigénio (O,) pode inativar o
complexo (TAIZ; ZEIGER, 2004).

A inoculacdo com estirpes rizobios selecionadas para maiores taxas de FBN
em culturas de importancia agricola busca contribuir com o aumento de sua
produtividade, diminuicdo do uso de adubo quimico e maior economia para o
agricultor, apresentando diferentes respostas para cada genétipo do cultivar as
espécies e estirpes de Rhizobium (FERREIRA et al., 2000; FRANCO et al., 2002;
SOUSA et al., 2012).

No Brasil, resultados obtidos em safras de feijées 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 Talisma foi inoculada com as estirpes CIAT 899
e UFLA 02-68, houve incremento na produtividade de gréos de 130,9 % e de 28 %,
respectivamente (SOARES et al., 2006; FERREIRA et al.,, 2009). Resultados
similares, de incremento no rendimento de grdos do feijoeiro pela inoculagdo 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 rizébios no Quénia, Africa (KOSEY et
al., 2017).

Os resultados da FBN variam de acordo com as caracteristicas de solo, clima,
cultivar, estirpe e manejo, entretanto, os estudos demonstraram que a inoculagao
possui capacidade para substituir o uso de adubos nitrogenados, permitindo o
crescimento da agricultura sustentavel e maior desenvolvimento econdémico para o

pais, necessitando de maiores investimentos e incentivo para pesquisas nesta area.
3.3 TECNICAS MOLECULARES PARA CLASSIFICACAO DE NOVA ESPECIE BACTERIANA

A metodologia de analise utilizada na sisteméatica microbiana depende do nivel
de resolucdo taxondémica de cada técnica e do objetivo do estudo, bem como do
namero de estirpes da espécie e das condicdes na aplicabilidade da técnica
(ZAKHIA; LAJUDIE, 2001).

Para determinar as relagdes de um grande grupo de individuos, a molécula de

estudo deve ser amplamente distribuida nos seres vivos e muitas vezes altamente
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conservada. Em 1977 foi proposto o uso de sequéncias de RNAr das subunidades
ribossémicas 16S para os procariontes e 18S para os eucariontes (WOESE; FOX,
1977). Acredita-se que as substituicdes nucleotidicas no DNA sdo diretamente
proporcionais ao tempo evolutivo transcorrido na diferenciagcdo das espécies,
permitindo estimar a relacdo natural entre os microrganismos, refletindo a historia
evolutiva pelo tempo e o grau de divergéncia entre as espécies (WOESE;
KANDLER; WHEELIS, 1990; HARRIS et al., 2003; LLORET; MARTINEZ-ROMERO,
2005).

O gene ribossomal 16S € um marcador importante para procariontes devido a
sua universalidade, por estar envolvido na sintese proteica e ser a sequéncia génica
com maior numero de dados depositados publicamente. Entretanto, por serem
altamente conservadas, divergéncias evolutivas ocorridas entre as estirpes, e
mesmo entre espécies em determinados géneros, podem nado ser identificadas
(STACKEBRANDT et al.,, 2002; GEVERS et al., 2005, BERRADA; FIKRI-
BENBRAHIM, 2014).

Extensivamente utilizadas, as sequéncias deste gene em estirpes que
apresentavam similaridade inferior a 97 % em relacdo as estirpes tipo e espécies
relacionadas poderiam representar uma nova espécie. Ja em 2006, apds 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 sequéncias de ma qualidade, dando maior
confiabilidade e precisdo a descricdo de espécies (STACKEBRANDT et al., 2002;
STACKEBRANDT; EBERS, 2006).

Considerando-se o nivel de espécie na classificagcdo do microrganismo, é
requerido que a estirpe alvo de estudo apresente 70 %, ou mais, de similaridade
com a estirpe de referéncia por hibridacdo do DNA-DNA (HDD) e 5°C, ou menos, de
diferenca de temperatura de desnaturacdo da dupla fita entre os hibridos e
homologos para que a estirpe em estudo seja definida como pertencente aquela
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 0s genomas pertencem a mesma espécie de
bactérias, sendo bastante utilizada na taxonomia de procariontes. Essa metodologia,

porém, apresenta variagcdes nos valores reproduzidos em laboratérios distintos e é
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um procedimento de alto custo e bastante laborioso (STACKEBRANDT et al., 2002;
ROSSELLO-MORA et al., 2011; MEIER-KOLTHOFF; KLENK; GOKER, 2014).

Novas metodologias sdo propostas para complementar os resultados obtidos
nas analises de HDD e do gene ribossomal 16S. E sugerido o uso de genes
codificadores de proteinas conservadas, também denominados genes
housekeeping, como marcadores alternativos, capazes de mostrar maior grau de
divergéncia entre as espécies. Buscando eliminar erros gerados pela recombinagéo
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, taxonémicos e
delineamento das espécies dentro do género. Ela utiliza genes presentes em todas
as ceélulas do organismo, responsaveis pela sua manutencéao basica em condi¢bes
normais e sdo denominados genes housekeeping. Para realizacdo da técnica é
indicado concatenar o maior numero possivel destes genes. Estudos apresentaram
eficacia utilizando entre doze, oito, cinco e trés genes housekeeping (GEVERS et al.,
2005; KONSTANTINIDIS; TIEDJE, 2005; 2007; KONSTANTINIDIS; RAMETTE;
TIEDJE, 2006; MAIDEN, 2006; SCHLEIFER, 2009; KAMPFER; GLAESER, 2012;
DALL’AGNOL et al., 2013; GLAESER; KAMPFER, 2015; RIBEIRO et al., 2009;
2013; 2015).

Outra técnica para especiacdo € analisar o conteudo G+C que define as
propor¢cdes entre guanina (G) e citosina (C) do genoma do microrganismo. A
interacdo entre estes nucleotideos ocorre por meio de tripla ligacdo de hidrogénio,
apresentando maior estabilidade, quando comparada a ligacédo entre adenina (A) e
timina (T). O calculo do conteudo G+C se da pela soma de G+C dividido pela soma
de A+G+C+T, onde para os Dominios Archaea e Bacteria foram obtidos valores
entre 17 % e 75 %. Quando as porcentagens apresentam diferencas acima de 3 a 5
mol % correspondem a espécies distintas taxonbmicamente (DE LEY, 1970;
ROSSELLO-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 execucado das técnicas ja descritas, é interessante realizar o estudo

filogenético com os genes ‘acessoérios’ de interesse especifico de alguns
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microrganismos. No caso dos rizobios, aqueles responsaveis pela nodulagédo (grupo
de genes nod) ou fixacdo do nitrogénio (grupo de genes nif), presentes nos
plasmideos ou em ilhas simbidticas no cromossomo

Recentemente, diversos trabalhos foram publicados inferindo a necessidade de
revisdo sobre o uso da taxonomia polifasica, explanando a necessidade de técnicas
mais rapidas, baratas e eficazes, como o0 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 resolucdo genotipica mais
discriminatoria entre as espécies, sendo denominada como era genémica, na qual
sdo englobadas metodologias como a assinatura gendémica (AUCH et al., 2010),
identidade média de amino acidos (ROHWER; EDWARDS, 2002), analise de super
arvores (BROWN et al, 2001) e identidade média de nucleotideos (ANI)
(KONSTANTINIDIS; TIEDJE, 2005), dentre outros (PREHEIM; TIMBERLAKE;
POLZ, 2011).

A metodologia de ANI compara a similaridade entre sequéncias genbémicas
inteiras de duas espécies, gerando um resultado bastante conciso sobre a genética
e a distancia 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 andlise de ANI apresentam correlacdo alta com os resultados
obtidos pela analise do gene 16S RNAr, diminuem o fator de transferéncia lateral de
genes e permitem a distingdo entre 0s microrganismos no nivel de subespécies. A
metodologia tem sido utilizada com frequéncia, permitindo identificar espécies com
maior rapidez. Além disso, estudos comparando resultados obtidos por ANI e HDD
concluiram que a andlise por ANI pode substituir fielmente a técnica de hibridacédo
(KONSTANTINIDIS; TIEDJE, 2005; GORIS et al., 2007; RICHTER; ROSSELLO-
MORA, 2009).

Assim, para descricdo de uma nova espeécie é necessario seguir os padrbes
exigidos pelo comité internacional de taxonomia, responsavel pela publicacdo ou
validacdo dos novos nomes no International Journal of Systematic and Evolutionary
Microbiology (IJSEM), publicacdo 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 referéncia e estar depositada em pelo menos duas
colecbes de cultura de paises diferentes e que seus numeros de acesso estejam
descritos no artigo (IJSEM, 2016).

A estirpe deve ser estudada pelas metodologias empregadas em andlises
polifasicas, buscando avaliar diversidades intra e interespecificas. S&o necessarias
analises pela HDD (hibridizacdo DNA-DNA) e por técnicas de fingerprinting entre a
espécie nova e as espécies de referéncia, com maior similaridade genética. A revista
encoraja a substituicdo da HDD pela Average nucleotide identity (ANI), técnica que
analisa a similaridade total entre genomas de duas estirpes proximas. O gene 16S
RNAr deve conter pelo menos 1300 nucleotideos, e a sequéncia deve ser
disponibilizada em um banco de dados publico como o NCBI
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/) (IISEM, 2016).

Recomenda-se que o trabalho tenha dados de marcadores quimiotaxonémicos,
como o perfil de acidos graxos. Também € necessario incluir a porcentagem de
contetdo G+C da nova espécie e um estudo pelo MLSA pode ser conduzido. Por
fim, um nome deve ser proposto, obedecendo as normas do International Code of
Nomeclature of Prokaryotes, junto com uma descricdo das informacfes necessarias

para a identificacdo da nova espécie (IJSEM, 2016).
3.4 GENES NOD E NIF

Genes auxiliares podem estar presentes em plasmideos ou ilhas genémicas
e, no caso dos rizobios, incluem genes envolvidos na simbiose entre esses
microrganismos e a leguminosa. Para o processo da nodulacédo, estdo envolvidos 0s
genes de nodulacdo nod, nol e noe, e da fixacdo do nitrogénio nif e fix. Entretanto,
esses genes sao susceptiveis a transferéncia entre plasmideos ou entre ilhas
gendmicas (ROGEL et al., 2001; NAKATSUKASA et al., 2008; BROOTHAERTS et
al., 2005; ESTRELLA et al., 2009).

Os genes nod sdo responsaveis pela sintese de fatores Nod (lipo-quito-
oligossacarideos) essenciais a nodulacdo; esses fatores sdo sintetizados pelas
bactérias em resposta a moléculas indutoras exsudadas pela planta hospedeira, em
geral flavonoides (BROUGHTON; JABBOURI; PERRET, 2000). Os principais genes
dos rizébios responsaveis pela sintese dos fatores Nod sdo os nodA, nodB e nodC,

além de outros genes especificos de cada espécie, que contribuem com diferentes
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radicais dos fatores Nod. O gene chave para a sintese é o nodD, que regula o
operon nodABC, sendo essencial para ocorrer a nodulacdo 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 responsavel pela cadeia do fator
Nod, fator decisivo no reconhecimento entre o rizébio e a planta hospedeira
(SCHLAMAN; PHILLIPS; KONDOROSI, 1998; LAGUERRE et al., 2001).

Além dos genes envolvidos no processo de nodulacdo, alguns genes
participam no mecanismo de fixacdo, sendo utilizados para estudar as relacdes
entre espécies de rizébio, denominados nif (nitrogen fixation), incluindo genes
estruturais, de biossintese e regulagdo da dinitrogenase (GLICK, 2012;
LINDSTROM; ASERSE; MOUSAVI, 2015). Dentre esses, 0 gene nifH é responséavel
por codificar a subunidade dinitrogenase redutase (FISCHER, 1994).

Na maioria dos casos, 0s genes nod e nif estdo presentes em rizébios e
permitem diferencia-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). Séo utilizados, com frequéncia, para a descricdo de
novas espécies de rizébios (ZHANG et al., 2015; AKTER et al., 2016; DE MEYER et
al., 2016).

3.5 TAXONOMIA E FILOGENIA DOS RIzOBIOS

Taxonomia € a ciéncia responsavel pela ordenacédo dos organismos em taxas,
ou seja, pela classificacdo destes de acordo com a similaridade entre eles,
identificando e diferenciando espécies de importancia clinica, ambiental e industrial.
Possui, como pontos-chave, a identificacdo, a classificagdo e a nomenclatura dos
organismos. No caso das bactérias, a taxonomia segue os padrbes 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 principio, a caracterizacao de espécies bacterianas era baseada somente em
caracteristicas fenotipicas, como a forma e a coloragéo das colbnias, seguida pela
analise de propriedades fisiolégicas, como a capacidade de utilizacdo de fontes de
carbono (RIVAS; GARCIA-FRAILE; VELASQUEZ, 2009; MOORE et al., 2010;
OREN; GARRITY, 2014). Desse modo, quando o cientista Bergey publicou a
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primeira versdo do Bergey's Manual, eram utilizadas apenas estas caracteristicas
fenotipicas para sua classificacdo em diferentes géneros e espécies. No caso dos
rizobios, uma primeira classificagdo foi baseada na propriedade de estabelecer
simbiose com o respectivo hospedeiro, a chamada “inoculacdo cruzada”, além de
outras propriedades fenotipicas, onde todas as espécies foram posicionadas no
género Rhizobium (FRED; BALDWIN; McCOY, 1932). Assim, a capacidade dos
rizobios em formar nédulos nas respectivas leguminosas hospedeiras foi essencial
para diferenciar espécies dentro do género Rhizobium, permitindo a descricdo de
seis espécies em 1974, na edicdo do Bergey's Manual of Determinative Bacteriology
(BERGEY et al.,, 1923; VINCENT, 1970; JORDAN; ALLEN, 1974; SKERMAN;
McGOWAN; SNEATH, 1980). Contudo, a classificagdo com base na nodulacédo do
hospedeiro também apresentava limitacdes, pois ha plantas denominadas
“‘promiscuas”, como o feijoeiro, com a capacidade de realizar simbiose com
diferentes espécies de rizébios.

Posteriormente, o grupo de rizébios foi dividido em dois géneros, com base na
velocidade do crescimento em meio de cultura contendo manitol como fonte de
carbono, separando as bactérias em dois géneros, Rhizobium (crescimento rapido) e
Bradyrhizobium (crescimento lento) (JORDAN, 1984).

Com a evolucdo da tecnologia novos métodos para o estudo taxonédmico
foram desenvolvidos e permitiram a obtencdo de novos e diferentes dados para
identificacdo de uma espécie. Proposta em 1991, a taxonomia polifasica € utilizada
para descricdo de microrganismos por meio dos resultados obtidos referentes as
suas caracteristicas fenotipicas, genotipicas e filogenéticas (GRAHAM et al., 1991,
VANDAMME et al., 1996; STACKEBRANDT et al., 2002; TINDALL et al., 2010).

Algumas das avaliacGes fenotipicas realizadas para a caracterizacdo de
procariotos incluem as condicbes necessarias para 0 crescimento, como
temperatura, pH, salinidade, coloracdo de Gram, morfologia da célula (tamanho,
forma, elevacgéao, textura, cor, opacidade, emulsificacéo), motilidade, perfil de acidos
graxos, fontes de carbono, entre outras (COHN, 1872 apud DREWS, 2000; ORLA-
JENSEN, 1909 apud RIVAS; GARCIA-FRAILE; VELASQUEZ, 2009; MOORE et al.,
2010; OREN; GARRITY, 2014). Essas caracteristicas proporcionam informacdes
sobre o microrganismo, representando a primeira etapa para prosseguir com a sua

descricdo, além de serem requisitos minimos 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 fenétipo dos microrganismos, 0 uso dos
perfis de &acidos graxos € amplamente utilizado na descricdo de espécies. Essa
metodologia considera que grupos microbianos possuem diferentes concentracdes
destes compostos quimicos, servindo como marcadores biolégicos capazes de
distinguir espécies dentro de uma comunidade (FERNANDES; CHAER, 2010).
Estirpes que apresentam proporcdes relativas semelhantes de acidos graxos séo
consideradas como semelhantes. Como exemplo, espécies do género Rhizobium
apresentam os compostos Cieo0, Cis:0, C19:0 cyclo wecis € C20:3w6,9,12cis €M comum.
Diferentes concentracfes desses compostos, em adicdo a resultados de técnicas
filogenéticas, permitem distinguir os organismos em espécies (TIGHE et al., 2000).

Os resultados fenotipicos sdo importantes, porém, podem variar de acordo com
0 meio de cultura e as condicOes utilizadas para o crescimento do microrganismo.
Além disso, as caracteristicas codificadas por genes presentes nos plasmideos
(capacidade de degradabilidade, producdo de melanina, motilidade, entre outras)
podem nao ser expressas pela perda do plasmideo, falhando em elucidar a relagcéo
evolutiva entre as espécies, sua diferenciacdo, sendo necessaria a realizacdo de
outras analises (MOORE et al., 2010; ORMENO-ORRILLO; MARTINEZ-ROMERO,
2013).

Com o desenvolvimento de metodologias capazes de estudar o genoétipo, ou
seja, analisar as informagBes do DNA e/ou RNA, passou a ser possivel identificar e
classificar novas espécies além de suas caracteristicas fenotipicas ou simbidticas. A
técnica molecular referente ao 16S RNAr, por exemplo, foi um marco na taxonomia
dos seres vivos do Reino Monera, passando a ser indispensavel para sua
classificagdo (WOESE et al., 1984; GRAHAM et al., 1991).

Atualmente, os microrganismos conhecidos como rizébios estéo classificados
dentro da classe Alfa-Proteobacteria dentro dos géneros 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 géneros Cupriavidus (16) e
Paraburkholderia (62) (PEIX et al, 2014; LPSN, 2017).
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Dentre as espécies descritas de bactérias diazotroficas do género Rhizobium,
até 2017, 18 foram isoladas de nddulos do feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.), citadas a
seguir: R. leguminosarum (JORDAN, 1984), R. tropici (MARTINEZ-ROMERO et al.,
1991), R. etli (SEGOVIA; YOUNG; MARTINEZ-ROMERO, 1993), R. gallicum
(AMARGER; MACHERET; LAGUERRE, 1997), R. rhizogenes (YOUNG et al.,
2001), R. lusitanum (VALVERDE et al., 2006), R. phaseoli (RAMIREZ-BAHENA et
al., 2008), R. endophyticum (LOPEZ-LOPEZ et al., 2010), R. vallis (WANG et al.,
2011), R. leucaenae,(RIBEIRO et al., 2012), R. mesoamericanum (LOPEZ-LOPEZ 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 (ROMAN-PONCE et al., 2016) e R. hidalgonense (YAN et al., 2017).
Além disso, outras cinco espécies sdo capazes de formar nddulos efetivos em
feijoeiro quando inoculadas: R. pisi (RAMIREZ-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 nédulos inefetivos.
Além disso, beta-rizobios também nodulam o feijoeiro (DALL"AGNOL et al., 2017).

No Brasil, em solos acidos, estirpes de R. tropici representam a maior
porcentagem dentre os rizobios isolados de nddulos de feijoeiro a campo,
apresentando alta adaptabilidade as condi¢cdes edafoclimaticas, maior estabilidade
genética, tolerancia a estresses de temperatura e acidez e alta capacidade de
nodulacdo, sendo considerada uma estirpe de referéncia e autorizada para producéo
de inoculantes para a cultura do feijoeiro no pais (GRAHAM, 1992; CHUEIRE et al.,
2000; HUNGRIA et al., 2000). J&4 em regides do Equador e México, conhecidas
como centros de diversidade genética de feijoeiro, verificou-se maior abundancia de
isolados da espécie R. etli como microssimbiontes do feijoeiro e o mesmo foi
observado no centro genético secundério, 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 pais (BERNAL, 1993;
SEGOVIA; YOUNG; MARTINEZ-ROMERO, 1993; MARTINEZ-ROMERO, 2003;
ORMENO-ORRILLO et al., 2012).

Assim, a medida que novas metodologias e ferramentas como 0 uso da
molécula do 16S RNAr e o estudo do genoma para identificacdo e descricdo de

espécies procariontes sdo desenvolvidas e aplicadas na taxonomia, aumentamos a
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possibilidade de descobrir novas espécies de utilidade para a agricultura, industria
alimenticia, bioremediacdo entre outras, além de permitir maior compreensdo da
histéria evolutiva de cada organismo. H& estimativas de que ainda inUmeras
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") 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, ginll, 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" 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" (=UMR 1320 =z87-8" =LMG 30030 " =U 10001"), 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 N,-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"—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
Parand, 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—glInll, 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" showed full congruence of the genealogies of the ginll,

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" 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" 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
ginll, 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, ginll 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"
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" with the closest species R. etli CFN 427, 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" 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" 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, genome contigs were concatenated and
the proportion of G+C bases was calculated with JSpecies [41]. G+C content of strain CNPSo
668" was 59.8 mol%, which is in the range of Rhizobium and of the close species R. etli CFN
427 (60.5 mol%) and R. ecuadorense CNPSo 671" (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" was determined using the MIDI Sherlock
microbial identification system with the TSBAG6 database, after growth for five days on YMA,
and the results and methodology details are shown in Table S3. Strain CNPSo 668" contained
summed feature 8 (Cig:1 wreic1s:1 wee, 50.2 %), C19:0 cyclo wec (28.2 %), Cig:o (6.5 %) and summed
feature 2 (C14:0 30m/c16:1is0 1, 6.2%) @s 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"
(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", R. phaseoli ATCC14482", R. etli CFN42" and R. ecuadorense CNPSo 671" (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 N-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



43
and 668" did not grow in acid conditions (pH 4.0), high temperature (37 °C), 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 pg), bacitracin (0.04 U), cefuroxime (30
Kg), chloramphenicol (30 ug), erythromycin (15 pg), nalidixic acid (30 pg), neomycin (30
Mg), penicillin (10 U), streptomycin (10 pg) and tetracycline (30 pg). 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 427, the closest species, the CNPSo strains were
sensitive to ampicillin, cefuroxime and streptomycin.

Utilization of different carbon sources was determined using the AP1 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" showed
abundant growth with esculin, amidon (starch), glycogen and D-turanose, in contrast to the
closest type strain R. etli CNF 42", 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" represent a
novel species of Rhizobium, for which the name Rhizobium esperanzae sp. nov. is proposed,
with SEMIA 668 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 Martinez-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 °C. 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 pg), cefuroxime (30 pg),
streptomycin (10 pg) and tetracycline (30 pg). 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, BD- xylopyranoside, D-galactose, D-glucose, D-fructose, D-
rhamose, inositol, D-mannitol, D-sorbitol, methyl- a-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, a-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" (=UMR 1320 =287-8" =LMG 30030 " =U 10001"), isolated
from N,-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" was used as outgroup. Bar indicates one substitution per 100

nucleotide positions.

Figure 2. Maximum likelihood phylogeny based on the concatenated gene sequences of ginll
(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" 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.
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Table 1. Phenotypic features of R. esperanzae strains and related Rhizobium species. 1. R.
tropici CIAT 899"; 2. R. leucaenae CFN 299"; 3. R. leguminosarum bv. viciae USDA 2370";
4. R. ecuadorense CNPSo 671"; 5. R. phaseoli ATCC 14482"; 6. R. pisi DSM 30132"; 7. R.
fabae CCBAU 33202"; 8. R. etli CFN 42"; 9. R. esperanzae CNPSo 661; 10. R. esperanzae
CNPSo 666; 11. R. esperanzae CNPSo 668"

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

positive. ND (not determined).
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7oy R. freirei PRF 817 (EU488742.2)
R. tropici CIAT 8997 (UB9832.1)
R._ hainanense 1667 (U71078.2)
R. multihospitium CCBAU 834017 (EF035074.2)
R. Jeucaenae CFN 2997 (X67234.2)
R. calliandrae CCGE 5247 (JX855162.1)
R. miluonense CCBAU 412517 (EF061096.1)
R. mayense CCGE 5267 (JX855172.1)
R. lusitanum P1-7TT (AY738130.2)
R. rhizogenes IFO 132577 (D14501.1)
72 R rubi ATCC 133357 (AY626395.1)
R. jaguaris CCGE 5257 (JX855169.1)
R. paranaense PRF 357 (EU488753.1)
R. vallis CCBAU 65647T (FJ839677.1)
R. bangladeshense BLR 1757 (JNG48931.2)
R. binae BLR 1957 (JNB48932 2)
{R sophoriradicis CCBAU 034707 (KJ831225.2)

R. etll CEN 427 (U28916.1)
R. lentis BLR2TT (JNE48905.2)
[ R. pisi DSM 301327 (AY509899.1)
R. phaseoh’ATCC 144827 (EF141340.1)
R. laguerreae FB 2067 (JN558651.2)
R hidalgonense FH147 (KJ921034.1)
s| R. anhuiense CCBAU 232527 (KF111868.2)
R. acidisoliFH 137 (KJ921033.1)
R. sophorae CCBAU 033867 (KJ831229.2)
R. leguminosarum bv. viciae USDA 23707 (U29386.1)
R. esperanzae CNPSc 661 (JN129376)
R. esperanzae CNP So 6687 (KC293513)
R. fabae CCBAU 332027 (DQ835306.2)
R. ecuadorense CNPSo 6717 (JN129381.1)
R. esperanzae CNP S0 666 (JN129380)
R. tubonense CCBAU 850467 (EU256434.1)
R grahamii CCGE 5027 (JF424608.1)
R. tibeticum CCBAU 850397 (EU256404.1)
R. altiplani BR. 104237 (KX022634.1)
R. cauense CCBAU 1010027 (JQ308326.1)
R. mesoamericanum CCGE 5017 (JF424606.1)
R endophyticum CCGE 20527 (EUSET317.1)
R. metallidurans ChimEc 5127 (JX878769.2)
28 R. alamii GBV016T (AM931436.1)
R mesosinicum CCBAU 250107 (DQ100063.1)
R. sulfae 151237 (Y10170.1)
R. indigoferae CCBAU 710427 (AF364068.1)
R. azibense 23C2T (JNG24691.1)
R. galicum RE602spT (UB6343.1)
R. yanglingense SH 226237 (AF003375.2)
21 R Joessense AS1.34017 (AF364069.2)
R. mongolense ATCC BAA-116T (U89817)
R. paknamense L6-87 (AB733647.1)
{ R. borbori DN316T (EF125187.1)
R. subbaraonis JC85T (FR714838.1)
R. azooxidifex LMG 287887 (LN832063.1)
R. tathaishanense CCNWSX 04837 (HM776997.1)
R vitis K3097T (U45329 1)
R. undicola ORS 9927 (Y17047.1)
R. giardinii H1527 (UBG344 .1
R. herbae CCBAU 830117 (GU565534.1)
R. alvel TNR-22T (HEG49224.1)
R. daefeonense CCBAU 100507 (AY341343.1)
R. halophytocola YCG881T (GU322905.2)
R. jpomoeae shin9-1T (HEBGE935.1)
R. populi K-38T (KCB09734.2)
R. sphaerophysae CCNW(GS02387 (FJ154088 1)
R. aggregatum ATCC 432937 (X73041 1
R. rosettiformans W3T (EUT81656.2)
R. selenifireducens B17 (EF440185.1)
R. nepotum 39/77 (FR870231.1)
R. skierniewicense Ch11T (HQ823551.1)
R. radiobacter IAM 120487 (AB247615.1)
R larrymoorel ATCC 517597 (Z30542.1)
35— R. pusense NRCPB10T (FJ969841.2)
R. endolfithicum JC 1407 (HE818072 1)
R. flavum YW14T (KC904963.1)
R._ petrolearium SL-17 (EU556969.3)
R. puerarige PC0047 (LC014930.1)
R. oryzae Alt 5057 (EL056823.1)
R. pseudaryzae J3-A1277 (DQ454123.3)
R. straminoryzae CC-LY8457 (KF444510.1)
R capsici CC-SKC2T (NR 136447 1)
R. oryzicola ZYY 1367 (JX446583.2)
R. helianthi Xi197 (JQ032629.1)
R. rhizoryzae J3-ANS9T (EF649779.3)
R. lemnae L6-167 (AB738386.1)
R. tarimense PL-417 (HM371420.2)
R. marinum MGLOET (KJ751545)
R. galegae ATCC 436777 (D11343.1)
R vignae CCBAU 051767 (GU128881.1)
R. alkalisolf CCBAU 013937 (EU074168.1)
R. huautlense LMG 182547 (AF025852)
R. yantingense H66T (KC934840.3)
R. cellufosilyticum ALA10B2T (DQB55276.1)
R. smifacinae PTYR-5T (KF551141.2)

a0

B. diazoefficiens USDA 1107 (NC_004463)
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100| Rhizobium esperanzae CNP So 661 (JN129346/JN129301/JN129331/ JN129361)
i Rhizobium esperanzae CNP So 6687 (KC293529/KC2935156/K C293521/KC293532)
5e Rhizobium esperanzae CNP So 666 (JN129350/JN129305/JN129335/ JN129365)
59 Rhizobium etli CFN 427 (CP000133/CP000133/CP000133/CP000133)
Rhizobium ecuadorense CNPSo 6717 (JN129351/JN129306/JN129336/JM129366)
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Rhizobium gallicum R 602sp™ (AY907357/AF529015/AM418828/ELU488840)

20

299

100 Rhizobium leucaenae CFN 2997 (AJ294372/AF169583/KC293524/E1U488845)
Rhizobium paranaense PRF 357 (EU488826/EU4887587/KF738135/EU488842)
Rhizobium lusitanum P1-77 (DQ431674/EF639841/KC293525/JF318205)
Rhizobium tropici CIAT 8997 (EU488815/AF 169584/ HQ438238/EU488833)
Rhizobium multihospitium CCBAU 834017 (EF490029/EF430040/KC293528/JF318207)
Rhizobium freirei PRF 817 (EU488827/EU488759/KJ603458/EU458836)
Rhizobium miluonense CCBAU 412517 (HM047131/HM047120/KC293527/JF318206)
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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
R. esperanzae CNPSo 666

R. esperanzae CNPSo 668"

Rhizobium etli CFN 427

Rhizobium ecuadorense
CNPSo 6717

Rhizobium phaseoli ATCC
144827

Rhizobium fabae CCBAU
332027
Rhizobium pisi DSM 301327
R. leguminosarum USDA
2370"

R. tropici CIAT 899"

R. leucaenae CFN 299"

UMR 1286, 231-4

UMR 1317, Z95B-8

UMR 13207, z87-8" , U10001",
LMG30030"

CNPSo 140", USDA 90327, ATCC
512517, DSM 115417

UMR 14507, PIMAMPIRS | 5™
LMG 275787

CNPSo0 20577, 316c15", DSM
301377, IAM 126127, LMG 8819,
316c15"

CNPSo0 20597, LMG 239977

CNPSo 20587, NCIMB 114787

CNPSo 134", 3HOq18", ATCC
100047, LMG 112007, NCIMB
114787, SEMIA 320", ATCC
100047

CNPSo 1427, ATCC 496727, DSM
114187, HAMBI 11637, NBRC
152477, JCM 210727, LMG 95037

CNPSo 1417, CENA 183", CECT
48447 1AM 142307, JCM 210887,
LMG 9517, SEMIA 4083,
UMR1026", USDA 9039"

Phaseolus vulgaris

Phaseolus vulgaris

Phaseolus vulgaris

Phaseolus vulgaris

Phaseolus vulgaris

Phaseolus vulgaris

Vicia faba

Pisum sativum

Pisum sativum

Phaseolus vulgaris

Phaseolus vulgaris

Mexico

Mexico

Mexico

Mexico

Pimampiro/Imbaburra/Ecuador

Withouth information

Nanchang, Jiangxi, China

Rochelle, Illinois, USA

Rochelle, Illinois, USA

Colombia

Brazil

University of Minnesota,
USA

University of Minnesota,
USA

University of Minnesota,
USA

Centro de Ciencias
Genomicas (CCG), Mexico

University of Minnesota,
USA

CCG, Mexico

CCG, Mexico

CCG, Mexico

USDA, Beltsville, USA

CCG, Mexico

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

Conca
Concatenat tenate

rl-}e?\ISA recA ginll  gyrB  rpoA Cozn ;g}e;;aied ed 3*%enes ggnt .
e
within R. esperanzae CNPSo 668" and
CNPS0 661 998 100 100 100 985 100 100 99.6
CNPS0 666 998 923 100 987 975 96.4 97.4 97.4
between R. esperanzae CNPSo 668" and
Rhizobium etli CFN 42" 994 923 972 930 975 95.1 94.2 95.0
Rhizobium acidisoli FH13 " 996 929 954 NA NA 94.4 N/D N/D
Rhizobium anhuiense CCBAU 232527 99.6 93.2 93.9 92.7 N/A 93.6 93.2 N/D
Rhizobium azibense 23C2 974 NIA NA NA NA N/D N/D N/D
Rhizobium bangladeshense BLR175" 99.6 90.6 943 N/A N/A 92.7 N/D N/D
Rhizobium binag BLR195 " 996 944 959 NA NA 95.2 N/D N/D
Rhizobium ecuadorense CNPSo 6717 997 909 959 927 973 93.7 933 94,2
Rhizobium fabae CCBAU 33202 " 100 923 950 920 NI/A 93.8 93.1 N/D
“Rhizobium hidalgonense” FH14 996 900 945 948 N/A 92.6 935 N/D
Rhizobium laguerreae FB206T 996 903 939 NA NA 92.3 N/D N/D
Rhizobium leguminosarum bv. viciae USDA 2370 " 99.2 926 92.7 915 N/D 927 92.2 N/D
Rhizobium leucaenae LMG 9517 978 891 894 864 946 89.3 88.1 N/D
Rhizobium phaseoli ATCC 144827 999 956 927 925 N/A 94.0 933 N/D
Rhizobium pisi DSM 30132 100 918 941 918 985 93.1 925 93.9
Rhizobium sophorae CCBAU 03386 " 996 918 936 NA NA 928 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 8997 971 856 900 854 951 87.9 87.0 88.9
Rhizobium vallis CCBAL) 65647 981 918 934 NA NA 92.7 N/D N/D

. - - .- . T
Bradyrhizobium diazoefficiens USDA 110 89.4 815 86.2 691 822 842 778 78.8
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Table S3. Fatty acid profile (%) of Rhizobium esperanzae CNPSo 668" and related species
grown for 7 days at 28 °C on YMA. Data obtained the with MIDI system using FAMA library
TSBAG6. Analyses performed in a GC Agilent model 6850 with an Ultra 2 column (25 m
lenght, ID 0.2 mm, film f0.33 um), 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 pL, 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"; 2, R. fabae CCBAU 33202"; 3, R. phaseoli ATCC
14482"; 4, R. etli CFN 427; 5, R. leguminosarum USDA 2370"; 6, R. ecuadorense CNPSo
671"; 7, R. pisi DSM 30132"; 8, R. leucaenae CFN 299'; 9, R. tropici CIAT 899".

Fatty acid 1 2 3 4 5 6 7 8 9
C15:0 20H 05 13 10 04 0.7 - 1.6 - -
Ci5:030H - - - - - - - - 40
Cie0 28 31 29 38 36 86 36 85 54
Ci6:030H 14 09 12 16 16 - 1.2 - 4.4
Ci70 1.1 - - - 1.3 - 1.1 - 0.6
Ciso 65 90 98 70 32 81 638 - 3.7
C18:0 30H 22 21 30 16 26 - 1.8 - 2.3
C18:1 20H - - - - - - - - 1.2
C18:1 w7c 11 methyl 05 05 11 - 44 32 105 - 1.0
Cis:1woc - - - - - 39 06 - -
C19:0 cyclo wsc 28.2 7.0 13.8 10.2 156 184 211 265 30.1
C20:2 we, oc 04 - - - - - - - 07
Summed feature2 6.2 51 48 49 65 - 6.0 - -
Summed feature 8 50.2 69.7 61.2 68.7 385 - 452 - -
Summed feature 3 - 0.6 - 06 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/18:1wec.
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98| | Rhizobium esperanzae CNPSo 6687 (KC293515)

Rhizobium esperanzae CNPSo 666 (JN129305)
Rhizobium etfi CFN 42T (CP000133)
Rhizobium laguerreae FB 2067 (JN558671)
Rhizobium bangladeshense BLR. 1757 (JNE48979)
Rhizobium phaseoli ATCC 144827 (JN58T186)
_‘— Rhizobium sophoriradicis CCBAU 034707 (KJ83123T)
Rhizobium acidisoli FH 137 (KJ921080)
Rhizobium ecuadorense CNPSO 6717 (JN129308)
Rhizobium fabae CCBAU 332027 (EF579935)
Rhizobium pisi DSM 301327 (JN580715)

Rhizobium vallis CCBAU 656477 (GU211771)
“Rhizobium hidalgonense® FH 14 (KJ921081)
Rhizobium sophorae CCBAU 033867 (KJ831241)
Ea’zobmm leguminosarum bv. viciae USDA 23707 (AF169586)
Rhizobium anhuiense CCBAU 232527 (JQ58584T7)
Rhizobium alkalisoli CCBAU 013937 (EUB72475)
Rhizobium gallicum R 602spT (AF529015)
| Rhizobium endophyticum CCGE 20527 (JF424619)
Rhizobium radiobacter 1AM 120487 (JN580718)
Rhizobium tibeticum CCBAU 850397 (EU407190)
Rhizobium grahamii CCGE 5027 (JF424618)
Rhizobium cauense CCBAU 1010027 (JQ308332)
Rhizobium mesoamericanum CCGE 5017 (JF424617)

Rhizobium lusitanum P1-77 (EFG639841)
Rhizobium rivzogenes ATCC 113257 (FJB16281)

71 Rhizobium leucaenae CFN 2997 (AF169583)
— Rhizobium paranaense PRF 35T (EU488787)
Rhizobium freirei PRF 817 (EU488789)
Rhizobium multihospitium CCBAU 834017 (EF490040)
Rhizobium tropici CIAT 8997 (AF169584)
Rhizobium miluonense CCBAU 412517 (HM047120)
Bradyrhizobium diazoefficiens USDA 1107 (NC_004463)

57 | Rhizobium esperanzae CNPSo 661 (JN129301)

75

72

Fig. S1. Maximum likelihood phylogram based on ginll 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 ' was used as outgroup. Bar indicates two

substitutions per 100 nucleotide positions.
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99 Rhizobium fabae CCBAU 332027 (KC293523)
87 { Rhizobium pisi DSM 301327 (KC293522)
Rhizobium leguminosarum bv. viciae USDA 23707 (AM418830)
Rhizobium anhuiense CCBAU 232527 (KR183844)
Rhizobium ecuadorense CNPSO 6717 (JN129336)
“Rhizobium hidalgonense” FH 14 (KJ921048)

Rhizobium phaseoli ATCC 144827 (KC293518)
Rhizobium etfi CFN 427 (CP000133)
Rhizobium esperanzae CNP 5o 666 (JN129335)

T[Ehizobium esperanzae CNPSo 661 (JN129331)

97 IRhizobium esperanzae CNP So 6687 (KC293521)
Rhizobium gallicum R 602spT (AM418828)
Rhizobium miluonense CCBAU 412517 (KC293527)
Rhizobium freirei PRF 817 (KJB03458)

Rhizobium tropici CIAT 8997 (HQ438238)
81 Rhizobium multihospitium CCBAU 834017 (KC293528)
Rhizobium lusitanum P1-7T7 (KC293525)
Rhizobium rivzogenes ATCC 113257 (AM18833)
73 Rhizobium leucaenae CFN 2997 (KC293524)
& Rhizobium paranaense PRF 35T (KF738135)

95 — Rhizobium jaguarns CCGE 5257 (KF761516)

Rhizobium mayense CCGE 5267 (KF761515)
£ Rhizobium calliandrae CCGE 5247 (KF761514)

Rhizobium radiobacter IAM 120487 (FRE95243)
Bradyrhizobium diazoefficiens USDA 1107 (NC_004463)

92

90

0.05

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.



Rhizobium calliandrae CCGE 5247 (KF761517)
Rhizobium mayense CCGE 5257 (KF761518)

Rhizobium jaguaris CCGE 5267 (KF761519)

Rhizobium paranaense PRF 357 (EU488842)

Rhizobium leucaenae USDA 90397 (EU488845)
75 LRhfzobfum lusitanum P1-TT (JF318205)

— Rhizobium multihospitium CCBAU 834017 (JF318207)

Rhizobium tropici CIAT 8997 (EU488833)
92 ‘Lz?hfzobfum miluonense CCBAU 412517 (JF318208)
Rhizobium freirei PRF 817 (EU488836)

Rhizobium gallicum R 602spT (EU488840)

75 | Rhizobium pisi DSM 301327 (KC293535)

Rhizobium ecuadorense CNPS0 6717 (JN129366)
Rhizobium etli CFN 427 (CP000133)

Rhizobium esperanzae CNPSo 666 (JN129365)
Rhizobium esperanzae CNPSo 661 (JN129361)

75 | Rhizobium esperanzae CNP So 6687 (KC293532.1)

Rhizobium radiobacter IAM 120487 (KC293536)

—
0.02

Bradyrhizobium diazoefficiens USDA110T (NC_004463)

63

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" was used as outgroup. Bar indicates two

substitutions per 100 nucleotide positions.
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Rhizobium leguminosarum bv. viciae USDA 23707 (AJ294376)
Rhizobium etli CFN 42T(CP000133)

Rhizobium laguerreae FB 2067 (JN558681)
Rhizobium sophorae CCBALU 033867 (KJ831252)
Rhizobium pisi DSM 301327 (DQ431676)

Rhizobium fabae CCBAL 332027 (EF579941)
Rhizobium acidiseliFH 137 (KJ921098)

Rhizobium ecuadorense CNPSo 6717 (JN129351)
“Rhizobium hidalgonense”FH 14 (KJ921099)
Rhizobium anhuiense CCBAU 232527 (JQ585891)

gg | Rhizobium esperanzae CNP 50 661 (JN129346)
Rhizobium esperanzae CNP So 6687 (KC293529)
Rhizobium phaseoli ATCC 144827 (EF113136)
Rhizobium sophoriradicis CCBAU 034707 (KJ831248)
Rhizobium binae BLR 1957 (JN643058)
Rhizobium vallis CCBAU 656477 (GU211770)

Rhizobium alamii GVB 0167 (GU552971)
Rhizobium aethiopicum HBR. 26T (FMAJ01000001)

— @bfum esperanzae CNP SO 666 (JN129350)
82 Rhizobium bangladeshense BLR 1757 (JN64905T)

Rhizobium endophyticum CCGE 20527 (HM142767)

Rhizobium gallicum R 602spT (AY307357)
Rhizobium alkalisof CCBAL 013937 (EU672490)
Rhizobium lusitanum P1-TT (DQ431674)
Rhizobium jaguaris CCGE 5257 (JX855192)
Rhizobium mayense CCGE 5267 (JX855195)
Rhizobium callindrae CCGE 5247 (JX855189)
Rhizobium rhizogenes HAMBI 18167 (KF2065819)
Rhizobium leucaenae USDA 90397 (AJ294372)
Rhizobium paranaense PRF 357 (EU488826)
Rhizobium multihospitium CCBAL 834017 (EF430029)
Rhizobium tropici CIAT 8997 (EU488815)
Rhizobium miluonense CCBAU 412517 (HM047131)
Rhizobium freirei PRF 817 (EU488827)

Rhizobium radiobacter 1AM 120487 (FM164311)
—,7 Rhizabium capsici CC-SKC2T (KJ863428)
Rhizobium mesoamericanum CCGE 5017 (JF424620)
4‘—|:th'zobr'um grahamii CCGE 5027 (JF424622)

Rhizobium cauense CCBAU 1010027 (JQ308335)
Rhizobium tibeficurn CCBAL 850397 (EU288694)
Rhizobium metallidurans ChimEc 5127 (KF863912)

Rhizobium azooxidifex Po 20/267 (LN868516)
Bradyrhizobium diazoefficiens USDA 1107 (NC_004463)

98

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" was used as outgroup. Bar indicates two

substitutions per 100 nucleotide positions.
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100 —— Rhizobium fabae CCBAU 332027 (EF579935/KC293523)
{ Rhizobium pisi DSM 301327 (JN580715/KC293522)

70 L Rhizobium leguminosarum bv. viciae USDA 23707 (AF169586/AM418830)

Rhizobium anhuiense CCBAU 232527 (JQ585847/KR183844)
Rhizobium ecuadorense CNPSo 6717 (JN129306/JN129336)
“Rhizobium hidalgonense” FH 14 (KJ921081/K.J921048)
Rhizobium phaseoli ATCC 144827 (JN58T16/KC293518)
Rhizobium et CFN 427 (CP000133/CP000133)
71 — Rhizobium esperanzae CNPSo 666 (JN129305/JN129335)
WERhizobium esperanzae CNPSo 661 (JN129301/JN129331)
97 | Rhizobium esperanzae CNPSo 6687 (KC293515/KC293521)
79 Rhizobium gaflicum R 602spT (AF529015/AM418828)
100 Rhizobium leucaenae CFN 2997 (AF169583/KC293524)
{ Rhizobium paranaense PRF 357 (EU488787/KF738135)
Rhizobium rhizogenes ATCC 113257 (FJ816281/AM18833)
Rhizobium lusitanum P1-7T (EF639841/KC2983525)

Rhizobium tropici CIAT 8997 (AF169584/ HQ438238)
Rhizobium multihospitium CCBAU 834017 (EF490040/KC293528)

76

Rhizobium freirei PRF 81T (EU488789/KJ603458)

Rhizobium miluonense CCBAU 412517 (HMO47120/KC293527)

Rhizobium radiobacter IAM 120487 (JN580718/FRE95243)

Bradyrfnzobium diazoefficiens USDA 1107 (NC_004463/NC_004463)

—
0.05

Fig. S5. Maximum likelihood phylogeny based on the concatenated ginll (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" was used as outgroup. Bar indicates five

substitutions per 100 nucleotide positions.
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Box Box

R leucaenae CFN 2997

R etliCFN42T
R. esperanzae CNPSo 661
R. esperanzae CNPSo 6687

R. esperarzaz CNPSo 666
R tropici CIAT 8997

R phaseoli ATCC 144827

R. Leguminosarum bv. viciae USDA 23707
R ecuadorense CNPSo 6717

R fabae CCBAU 332027

| R pisiDSM301327

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.



68

Rhizobium leucaenae CFN 2997 (AUFB01000050)
Rhizobium tropici CIAT 8997 (JX863573)

100 Rhizobium freirei PRF 817 (AQHNO1000086)
Rhizobium lusitanum P1-77 (AY943644)
Rhizobium multihospitium CCBAU 834017 (EF490070)

— Rhizobium calliandrae CCGE 5247 (JX855219)

98

[ Rhizobium mayense CCGE 5267 (JX855225)
— 98 L Rhizobium jaguaris CCGE 5257 (JX855222)
Rhizobium mesoamericanum CCGE 5017 (JN021929)
Rhizobium gallicum R 602spT(CP006879)
Rhizobium azibense 23 C27 (JN624727)
Rhizobium grahamii CCGE 5027 (JN021930)

Rhizobium tarimense AS1-101a™ (KJ790194)
$hizobium esperanzae CNPSo 6687 (KY748056)

'Rhizobium esperanzae CNPSo 666 (KY748057)
IRhizobium esperanzae CNPSo 661 (KY748058)
“Rhizobium hidalgonense® FH 14 (KJ921063)
73 Rhizobium phaseoli ATCC 144827 (HQ670652)
91 | Rhizobium sophoriradicis CCBAU 034707 (KIM396547)
Rhizobium vallis CCBAU 656477 (GU211767)
Rhizobium etli CFN 427 (NC_004041)
W Rhizobium ecuadorense CNPSQ 6717 (LFIO01000618)
Rhizobium acidisoli FH 23T (KJ921065)

Rhizobium rhizogenes IFQ 132577 (AY945954)
Rhizobium populi K-38T (KF939630)

4,7 Rhizobium tibeticum CCBAU 850397 (EU407189)
Rhizobium bangladeshense 10247 (JQ797321)

Rhizobium alkalisoli CCBAU 01393T(EU872238)
85 ——— Rhizobium laguerreae FB 2067 (JN558691)
Rhizobium anhuiense CCBAU 232527(KF111936)
Rhizobium fabae CCBAU 332027 (JN580789)
Rhizobium leguminosarum bv. viciae USDA 23707 (DQ450935)
98| Rhizobium pisi DSM 301327 (JN580787)

99

0.02

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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CONCLUSAO

Estudos polifasicos compreendendo analises fenotipicas e genotipicas
permitem uma maior compreensdo das relacdes filogenéticas e taxondmicas entre
espécies bacterianas. Os resultados obtidos neste estudo com estirpes de rizobios
isoladas de nédulos de feijoeiro (Phaseolus vulgaris) no México, considerado como
centro de origem/diversidade genética dessa leguminosa, permitiram a identificacao
de uma nova espécie de bactéria diazotréfica. Para a nova espécie foi proposto e
aceito o nome cientifico Rhizobium esperanzae, em homenagem a pesquisadora
Esperanza Martinez-Romero, do Centro de Ciéncias Genbmicas, em Cuernavaca,
México.

Os resultados deste trabalho realcam a diversidade de rizébios simbiontes do
feijoeiro, uma leguminosa considerada bastante promiscua no estabelecimento de
simbioses e abrem novos caminhos de pesquisa para estudos de coevolucdo da

simbiose do feijoeiro.



