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RESUMO

Os membros do género Agrobacterium sdo Gram-negativos, alfaproteobacterias associadas a
solo e plantas, e conhecidos por sua patogenicidade e pelo uso como ferramenta
biotecnoldgica. A ciéncia taxonémica faz uso de uma série de dados para a validacdo dos
tdxons. O presente estudo utilizou isolados de nodulos de soja (Glycine max) e feijoeiro
(Phaseolus vulgaris) pertencentes a “Colegdo de Bactérias Diazotréficas e Promotoras de
Crescimento Vegetal da Embrapa Soja” e que, em estudos previos, apresentaram propriedades
transitérias entre Rhizobium e Agrobacterium. Foram avaliadas propriedades
morfofisioldgicas (morfologia de colbnias, crescimento sob diferentes condicdes, perfil de
acidos graxos), genéticas (perfil de BOX-PCR, contetido G+C, sequenciamento do genoma) e
filogenéticas (analise dos genes 16S RNAr e de genes housekeeping), visando uma analise
polifasica. A estirpe CNPSo 3391, isolada de um nodulo de soja na provincia de Zambezia,
em Mocambique, foi identificada como Agrobacterium deltaense, cuja estirpe tipo foi isolada
de um nodulo de Seshania cannabina na China. Ja para a estirpe CNPSo 27367, isolada de
nddulo de feijoeiro inoculado com um solo do Mato Grosso do Sul, os resultados indicam que
ela deve representar uma nova espécie, para a qual foi sugerido o nome de Agrobacterium
fabaceae. Quando os postulados de Koch foram seguidos, a habilidade de ambas estirpes
nodular as leguminosas hospedeiras ndo foi confirmada, indicando que essas bactérias podem
ser endofiticas, ou que adquirem facilmente um plasmideo simbiético que permite a
nodulacdo temporaria. A conducao de estudos sobre o papel dessas estirpes na simbiose com
leguminosas € de grande relevancia, pois pode fornecer informagdes valiosas sobre a evolugdo
de bactérias simbidticas e patogénicas.

Palavras-chave: Agrobacterium. Rhizobium. Taxonomia. Filogenia. MLSA. ANI.



SCHERER, Anderson José. Polyphasic Taxonomy of bacteria belonging to the genus
Agrobacterium isolated from root nodules of Phaseolus vulgaris and Glycine max. 2019.
71 f Dissertation (Master’s degree in Microbiology) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2019.

ABSTRACT

Members of the genus Agrobacterium are Gram-negative, Alphaproteobacteria, associated
with soil and plants and known by their pathogenicity and as a tool in biotechnology. The
taxonomy science uses a series of data for the validation of taxons. The present study used
isolates from nodules of soybean (Glycine max) and common bean (Phaseolus vulgaris)
belonging to the “Culture Collection of Diazotrophic and Plant-Growth Promoting Bacteria of
Embrapa Soja” that, in previous studies, have shown transient properties between Rhizobium
and Agrobacterium. Morphophysiological (colony morphology, growth under different
conditions, fatty acids profile) and genetic (BOX-PCR profile, analysis of the 16S rRNA and
housekeeping genes, genome sequencing) properties were evaluated, aiming at a polyphasic
analysis. Strain CNPSo 3391, isolated from a soybean nodule in the province of Zambézia,
Mozambique, was identified as Agrobacterium deltaense, whose type strain was isolated from
a nodule of Seshania cannabina in China. However, for strain CNPSo 2736, isolated from a
nodule of common bean inoculated with a soil from Mato Grosso do Sul, the results indicated
that it might represent a new species, for which the name of Agrobacterium fabaceae was
suggested. When Koch’s postulates were followed, the ability of both strains to nodulate the
host legumes was not confirmed, indicating that these bacteria could be nodule endophytes, or
that they could easily acquire a symbiotic plasmid that would allow them to temporarily
nodulate the legume. The conduction of studies about the role of these strains in the symbiosis
with legumes is of great relevance, as they can give important information about the evolution
of symbiotic and pathogenic bacteria.

Keywords:  Agrobacterium, Rhizobium, Taxonomy, Phylogeny, MLSA, ANI.
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1. INTRODUCAO

A taxonomia ou sistematica bacteriana tem como objetivo organizar as
informacdes obtidas em diversas andlises, permitindo a identificacdo, nomeacdo e a
classificacdo dos microrganismos. Essa ciéncia produziu um sistema estavel e informativo,
colaborando para o avango de varios ramos da ciéncia, ndo exclusivamente da microbiologia,
mas também da gendmica, ecologia de microrganismos, ciéncias médicas, evolucao,
epidemiologia e biotecnologia (GODFRAY, 2002).

Por muitos anos, a sistematica conseguiu avancos modestos, por dar grande
valor a testes fenotipicos e caracteristicas morfoldgicas, resultando na formagdo de grupos
taxonémicos relativamente heterogéneos e, muitas vezes, artificiais. Quando um sistema de
avaliacdo polifasica foi proposto, grupos taxondmicos mais rebuscados foram produzidos e,
por fim, a utilizacdo de técnicas filogenéticas estabeleceu seus padrbes atuais. Vale ressaltar
que as técnicas gendmicas mais contemporaneas trazem maior confiabilidade nos dados e as
mesmas estdo sendo simplificadas com o desenvolvimento de plataformas online de anélise
gendmica, ressaltando a importancia da bioinformatica no desenvolvimento cientifico e
resultando em um avanc¢o multidisciplinar.

Uma espécie bacteriana é definida de acordo com percentuais de valores de
referéncia, por exemplo, de no minimo 98,7% de similaridade para o gene 16S RNAr; de 94%
de identidade nucleotidica para os genes de manutencéo (housekeeping) individuais e de 96%
na analise concatenada deste genes; de 95-96% na ANI (Average Nucleotide Identity)
equivalente a 70% da hibridacdo de DNA-DNA, entre outros valores estabelecidos de acordo
com o método definido (STACKEBRANDT; GOEBEL, 1994; KIM et al., 2014; CHUN et
al., 2018).

Mesmo ap0s tantos anos, alguns individuos, por terem sua estrutura muito
similar, configuram uma posic¢do incerta. Dois géneros bacterianos que sempre tiveram sua
taxonomia controversa sdo o Agrobacterium e o Rhizobium, ambos com papeis relevantes na
agricultura e em estudos basicos.

O género Rhizobium ¢é conhecido pelo processo de fixacdo bioldgica de
nitrogénio (FBN), que por ser natural e sustentdvel implica em ganhos ambientais e
econdmicos. Ja o género Agrobacterium é conhecido por ser agente de doencas em plantas e
pela aplicagdo em biotecnologia vegetal. Recentemente, houve indicacdo de um evento de

especiacdo que pode ter conduzido a diferenciacdo do género Agrobacterium (RAMIREZ-
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BAHENA et al., 2014). Em geral, representantes de ambos o0s géneros habitam o solo, habitat
detentor de uma vasta biodiversidade, muitos dos quais mantendo relagdes estreitas com a
vegetacdo, bem como com a comunidade bacteriana presente no ambiente.

Sendo assim, conhecer 0os microrganismos que habitam o solo é essencial
para a sustentabilidade dos ecossistemas, bem como para a identificacdo de espécies e genes
de interesse biotecnoldgico, para o enriquecimento de cole¢Bes de culturas, entre outros.
Consequentemente, as ferramentas de biologia molecular empregadas hoje apontam um futuro

promissor para a ciéncia taxondmica, tornando-a mais rapida, acessivel e (til.
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2. OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

Determinar as relacdes filogenéticas e a posicdo taxonémica de estirpes
isoladas de nodulos radiculares de Phaseolus vulgaris e Glycine max que apresentam
semelhanca genética com Agrobacterium.

2.2 Objetivos especificos

a) Investigar as relacdes evolutivas, por meio de analises filogenéticas
utilizando o gene 16S RNAr e genes housekeeping (recA, glnll, atpD), de estirpes isoladas do
Brasil e de Mogambique sem posi¢éo taxonémica definida entre Rhizobium e Agrobacterium;

b) Avaliar propriedades morfofisioldgicas das estirpes;

c) Awvaliar a nodulacdo e a fixacdo de nitrogénio em Macroptilium
atropurpureum e Phaseolus vulgaris;

d) Analisar o genoma de estirpes representativas;

e) Realizar uma analise polifasica dos dados genotipicos, fenotipicos e
filogenéticos obtidos.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1. TAXONOMIA BACTERIANA

O estudo de Woese, Kandler e Wheelis (1990) definiu que os seres vivos
pertencem a trés diferentes dominios: Procarioto, Eucarioto e Archaea, confirmando que
estruturas moleculares aferem melhor sobre as relacdes evolutivas, conforme haviam proposto
Zuckerkandl e Pauling (1965). Cada dominio sedia seus reinos, dentro de seus filos, em sua
classe, ordem, familia, género e espécie e é nisso que se baseia a taxonomia bacteriana.
Dentro desse contexto, o papel da taxonomia como ciéncia é classificar, identificar e nomear
organismos (VANDAMME et al., 1996).

Na taxonomia, o nivel mais basico de estudo para a classificacdo € a
espécie. Quando se trata de bactéria a definicdo de espécie é diferente de seres superiores,
pois trata-se de um ser procarionte, o que torna impossivel uma classificagdo com base na sua
sexualidade; as informacdes a respeito das individualidades de cada estirpe em relacdo as
demais bactérias ja descritas representa 0 modo de diferencia-la. Quando a discussao é em
nivel de género, dizemos que condiz com a organizacao estrutural similar de um grupo de
espécies. Cada espécie conta com uma estirpe tipo, que ilustra a principal representante de sua
especie. A cada espécie é atribuido um nome, que deve diferir dos ja existentes
(BARCELLOS et al., 2015; BRENNER; STALEY; KRIEG, 2015). O conceito de espécie
bacteriana é subjetivo, sendo aceito como espécie um grupo distinto de cepas que
compartilham muitas caracteristicas estaveis e diferem significativamente de outros grupos
bacterianos (BRENNER et al., 2005).

Lineu, em 1758 (apud BRENNER; STALEY; KRIEG, 2015; p. 6),
concebeu a teoria de “divisdo e denominag@o” (divisio et denominatio) que propde um sistema
binominal para a classificacao atual dos organismos, onde modelos taxonémicos adotados séo
mais conservadores, referentes a dados morfologicos, fisiologicos e bioquimicos que, de
forma coletiva, mas ndo individual, atribui indicacdes de diferentes agrupamentos bacterianos
(BRENNER; STALEY; KRIEG, 2015).

O acumulo de dados proporcionou uma nova era, a da taxonomia numérica
(SNEATH e SOKAL, 1962), que objetiva diferenciar e agrupar seres bacterianos de forma
homogénea dentro de seus taxons. Os dados quantitativos sdo tratados numericamente com o
auxilio da computagdo, relacionando as espécies existentes e trazendo uma resolugdo mais
confidvel a anélise por meio de métodos estatisticos. Todavia, é necessario um numero

expressivo de testes para fornecerem dados que diferenciam as espécies envolvidas.
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A taxonomia bacteriana também relaciona individuos com a sua evolucéo.
O estudo dessa relacdo € denominado filogenia, que faz uso de dados moleculares,
sequenciados e previamente estudados (LUDWIG; SCHLEIFER, 1994), ou seja, afere sobre
como os padrdes fenéticos mudam com o tempo. As técnicas aplicadas a estudos filogenéticos
tém por objetivo compreender a relagdo dos organismos entre si (WANG; MARTINEZ-
ROMERO, 2000), e como vieram a se diferenciar entre eles mesmos por meio de eventos
naturais de recombinacdo e troca de material genético; essas analises sdo incluidas em estudos
polifésicos.

Por muito tempo a taxonomia e a filogenia de procariotos teve como base a
analise do gene 16S RNAr (WOESE, 1987), mas a importancia de outros genes para a
definicdo de espécies ganha mais forca a partir do seculo XXI (NASER et al., 2007), com o
desenvolvimento da metodologia de Multilocus Sequence Analysis (MLSA) que passa a ser
presuntivo em nivel de espécie (GEVERS et al., 2005).

Novamente, a fim de eliminar erros de classificacdo, Colwel (1970) insere o
termo “Taxonomia Polifasica”, agregando diversas informac6es na analise. O autor justifica
gue a identificacdo correta de um microrganismo e suas relacdes filogenéticas ajuda a predizer
propriedades genotipicas e fenotipicas esperadas para cada espécie. A taxonomia polifésica
procura integrar diferentes tipos de informacdes: fenotipicas, genotipicas e filogenéticas do
microrganismo de interesse, buscando uma classificacdo de consenso (GRAHAM et al., 1991;
DE LAJUDIE et al., 1994; VANDAMME et al., 1996).

A técnica de hibridagio DNA-DNA (HDD; DDH, DNA-DNA
hybridization), que compara dois genomas por pareamento surge para avaliar o grau de
parentesco entre espécies. Era considerada como técnica “ouro” para a delimitagdo de
espécies, mas requer um trabalho laborioso, com custo de operacdo elevado, sendo
necessarios marcadores radioativos, além da técnica estar disponibilizada em um numero
restrito de laboratdrios, bem como de ndo ser possivel a criacdo de um banco de dados (KIM
etal., 2014).

Em contrapartida, o indice de Identidade Nucleotidica (IIN; ANI, Average
Nucleotide Identity) entre dois genomas pode ser calculado por algumas plataformas online, e
esse dado passou a substituir o uso da hibridacdo DNA-DNA, além de ser considerado agora
como padrdo “ouro” na delimitacdo de espécies. A analise gendmica surgiu como uma
proposta para eliminar erros taxonémicos e riscos envolvidos em técnicas muito complexas,
além de possibilitar a criagdo de banco de dados (PILLONEL et al., 2015; SANGAL et al.,
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2016), deixando claro que taxonomia microbiana atual se tornara cada vez mais dependente
de toda informacdo gendmica disponivel (THOMPSON et al., 2011; SANGAL et al., 2016).

3.2. CRITERIOS PARA DESCRICAO DE UMA NOVA ESPECIE BACTERIANA

Para a descricdo de uma nova espéecie bacteriana uma série de analises

devem ser realizadas, definidas pelo Comité Internacional de Sistematica de Procariotos

(International Committee on Systematics of Prokaryotes — ICSP), e pelo Subcomité

Internacional de Taxonomia de Agrobacterium e Rhizobium. Vale salientar que esses

requisitos sdo atualizados a medida que metodologias mais atuais sdo propostas; atualmente, o

genoma representa a principal fonte de informacdo. Segundo as revistas dentre os dados

padrdes minimos exigidos estdo:

Uma estirpe tipo (= type strain) deve ser nomeada entre as amostras e deve estar
depositada em pelo menos duas cole¢des de culturas de paises diferentes;

E recomendado que se utilizem pelo menos trés diferentes exemplares para a descricao
de uma espécie nova, que devem ser estudados com o mesmo rigor para avaliar a
diversidade intraespecifica.

Devem-se incluir analises de fingerprinting nos estudos genotipicos (BOX, ERIC,
RAPD);

O gene ribossomal 16S (>1300 pb) tem de ser sequenciado e depositado em algum dos
bancos de dados publicos e ter disponibilizado o nimero de acesso para a consulta;
Uma anélise multilocus deve ser realizada e as sequéncias dos genes housekeeping
devem ser igualmente depositadas e disponibilizadas através do niUmero de acesso;
Analises fenotipicas devem incluir dados quanto a morfofisiologia das espécies em
estudo;

Analises quimiotaxondmicas das estirpes também devem ser conduzidas e os dados
comparados com as demais espécies relacionadas, como perfis de acidos graxos,
composicao de lipidios polares, quinonas e padrdes de poliaminas;

O contetido G+C da nova espécie deve ser definido e o valor dado em porcentagem;
Deve-se obter o valor de Average Nucleotide Identity (ANI) entre a estirpe tipo e
outras estirpes mais proximas do género;

E necessario o sequenciamento do genoma bacteriano, com informagdes
suplementares, que dizem respeito ao procedimento de sequenciamento adotado e que

elucidam a qualidade da sequéncia final obtida.
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3.3. TAXONOMIA POLIFASICA

3.3.1. ANALISES FILOGENETICAS

3.3.1.1. 16S RNAr

Por anos a classificacéo e a descri¢do de novos microrganismos triados tinha
como base o cultivo em meio de cultura e metodologias proprias (FRY, 2000; SCHLEIFER,
2004; CAPORASO et al., 2012). A maioria das descrigdes era elaborada tomando como base
caracteristicas morfologicas, patogénicas e de crescimento, o que acarretou em algumas
inconformidades quando a classificacdo (WOESE, 1987). Com o desenvolvimento da
biologia molecular, novos métodos foram propostos e permitiram grande avanco na
classificagdo de microrganismos. O avanco foi ainda maior com as técnicas de
sequenciamento e a definicdo de que genes ribossomais tornaram-se bons marcadores
bioldgicos. Desde entdo, diversos estudos tém gerado informacBes relevantes quanto as
relacbes taxonémicas, ecoldgicas e evolucionérias entre as espécies de microrganismos
(DAHLLOF, 2002; FORNEY; ZHOU; BROWN, 2004; SANGAL et al., 2016).

Na década de 1980, um novo padréo para a identificacdo de microrganismos
comegou a ser desenvolvido, indicando que as relagbes filogenéticas poderiam ser
determinadas comparando uma parte estavel do codigo genético (WOESE; FOX, 1977). Em
bactérias, 0 gene 16S RNAr é o mais empregado, devido as baixas taxas de evolucao deste,
sendo altamente conservado (WOESE; FOX, 1977). Tais genes ribossomais também s&o
considerados relégios moleculares, por ser possivel mensurar o tempo de diferenciacdo de
organismos levando em conta as substituicdes realizadas entre as bases moleculares
(LLORET; MARTINEZ-ROMERO, 2005).

Nota-se que as taxas de substituicdo para o gene 16S RNAr parecem variar
entre espécies bacterianas (SMIT; WIDMANN; KNIGHT, 2007). Em familias ou géneros em
que as taxas de substituicdo tenham sido menores, isso se traduzird em baixa divergéncia de
nucleotideos do gene em questdo, o que pode gerar davidas sobre as relacdes filogenéticas,

necessitando de metodologias com melhor resolucéo.
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3.3.1.2. Multilocus Sequence Analysis (MLSA)

A metodologia denominada Multilocus Sequence Analysis (MLSA) foi
apresentada como um modo de mitigar os erros na utilizagcdo de genes com grau elevado de
conservagdo em estudos taxondmicos. O MLSA foi uma técnica derivada do Multilocus
sequence typing (MLST), empregada em estudos epidemiologicos (GEVERS et al., 2005).

O MLSA consiste de uma analise conjunta de multiplos genes (loci),
relacionados com o metabolismo basal das bactérias (genes housekeeping) sendo, portanto,
bastante conservados e presentes em quase todas as espécies de procariotos, permitindo a
avaliacdo taxonémica e evolutiva entre 0s organismos em estudo, e conseguindo apontar
diferencas significativas, inclusive entre espécies bastante préximas (MARTENS et al., 2007;
RIBEIRO et al., 2009; GLAESER; KAMPFER, 2015; DALL’AGNOL et al., 2016).

Como sdo utilizados trés ou mais genes, 0s mesmos sdo analisados
conjuntamente (concatenados), de forma que os efeitos de recombinacdo genética ou
transferéncia horizontal que também podem ocorrer nessas sequéncias sejam “tamponados” e
ndo prejudiquem a andlise final.

A avaliagdo filogenética é feita com base nas diferengas encontradas entre
as sequéncias de seus genes housekeeping, os quais devem estar presentes em todos os
microrganismos estudados, a resolucdo filogenética é determinada por varios célculos
matematicos e estatisticos de evolucdo j& estabelecidos. Os principais requisitos para a
aplicacdo dessa metodologia € que os genes escolhidos estejam no genoma em uma Unica
copia, distribuidos em uma distancia de, no minimo, 100 kb, apresentem extensdo
nucleotidica suficiente para permitir o sequenciamento e contenham informacdes suficientes
para serem congruentes ao 16S RNAr (ZEIGLER, 2003; THOMPSON et al., 2005;
DALL’AGNOL et al., 2016).

Dentre os genes housekeeping utilizados para estudos na familia
Rhizobiaceae, por exemplo, podem-se citar os ginll, gyrB, atpD, rpoB, thrC e recA (GAN;
SAVKA, 2018).

3.3.1.2.1. Importancia do gene recA no género Agrobacterium

O gene recA codifica uma enzima importante envolvida na recombinacédo
homologa no reparo de DNA (KOWALCZYKOWSKI et al.,, 1994). Um mutante recA é
caracterizado por sua alta sensibilidade a luz UV, além de ser deficiente em recombinacéo,

uma caracteristica desejavel para estudos genéticos envolvendo mutagfes em cromossomos
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ou plasmideos relevantes (KANIE et al., 2007). O gene recA foi incorporado como um dos
principais genes para tipagem multilocus (MLSA) (LLOYD; SHARP, 1993; SAKAMOTO;
OHKUMA, 2011; DELAMUTA et al., 2012; HUO et al., 2017; GAN; SAVKA, 2018).

Este gene é muito importante para o género Agrobacterium, onde a filogenia
formada por ele é congruente a resolucdo filogenética do 16S RNAr e, também, ao gene de
especiagédo do género, o gene telA.

A presenca de um segundo cromossomo em bactérias ndo é um evento
comum, e quando acontece deve-se a um ganho ancestral (RAMIREZ-BAHENA et al., 2014),
esse evento acontece no género Agrobacterium onde encontra-se um segundo Cromossomo
linear (cromideo), do inglés chromid, nome criado para diferir de cromossomo e plasmideo
(HARRISON et al., 2010). Em Agrobacterium tem-se, também, o gene telA, que codifica a
enzima protelomerase, (COSTECHAREYRE et al., 2010); essa aquisicao resulta na formacao
de um hairpin que € ligado covalentemente nas extremidades do cromideo (SHI; HUANG;
AIHARA, 2013), reforcando que esse gene é uma marca de especiacdo das espécies do
género e provavelmente tenha originado esse clado. (COSTECHAREYRE et al., 2010;
RAMIREZ-BAHENA et al., 2014; GAN; SAVKA, 2018). A anélise filogenética final
baseada no gene recA de 138 estirpes de 13 espécies de Agrobacterium da suporte ao uso
desse gene marcador para especiagdo do género (COSTECHAREYRE et al.,, 2010;
RAMIREZ-BAHENA et al., 2014).

O gene recA é um importante marcador de Agrobacterium, sendo atribuido,
entre as suas Vvantagens, permitir o diagndstico epidemioldgico das doencas que sao
relacionadas as estirpes patogénicas, e comprovando a eficiéncia nos estudos de analises
forenses (COSTECHAREYRE et al., 2010).

3.3.2. ANALISES GENOTIPICAS

3.3.2.1. Determinacdo do Average Nucleotide Identity (ANI)

As plataformas atuais de sequenciamento vém permitindo um aumento
significativo no numero de dados gerados; com isso, houve um crescimento significativo nos
estudos a medida que o sequenciamento foi se tornando mais acessivel, facilitando o acesso a
diversos genomas. O sequenciamento dos genomas permitiu a substituicdo da metodologia de
hibridacdo do DNA-DNA, e o ANI tem sido o algoritmo mais utilizado para identificacdo e
analises da relacdo genémica geral entre duas estirpes (BEAZ-HIDALGO et al., 2015; YI;
CHUN, 2015).
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Para o célculo de identidade taxondmica e para a obtencdo do valor de ANI
€ necessario apenas a comparagdo de dois genomas, e esse procedimento pode ser realizado
em plataformas online. O ANI calculator foi desenvolvida por um grupo de pesquisa da
Georgia, EUA  (RODRIGUEZ-R; KONSTANTINIDIS,  2016)  (http://enve-
omics.ce.gatech.edu/ani/) e é um exemplo de ferramenta de facil acesso e uso gratuito, que
vem sendo empregada com sucesso; na plataforma é necessario apenas realizar o upload das
duas sequéncias a serem comparadas e, em pouco tempo (minutos), o valor de ANI ¢
disponibilizado.

O ANI pode ser utilizado para delinear a distancia intergendmica entre
espécies procariodticas estreitamente relacionadas (RODRIGUEZ-R; KONSTANTINIDIS,
2016), e a confiabilidade do resultado estd diretamente relacionada com a quantidade e
qualidade dos fragmentos de DNA alinhados (GORIS et al., 2007, RICHTER; ROSSELLO-
MORA, 2009). O valor de ANI de 95-96% tem sido considerado como limite entre espécies,
sendo um poderoso descritor da relacdo genética entre pares de genomas, sendo
correspondente a 70% da hibridacdo DNA-DNA, valor de referéncia para considerar duas
estirpes como sendo da mesma espécie (KONSTANTINIDIS; RAMETTE; TIEDJE, 2006;
GORIS et al., 2007; CHUN; RAINEY, 2014).

3.3.2.2. Determinacéo da relacéo de bases do DNA (%G+C)

O estudo da composicédo de bases do DNA também € uma ferramenta util e
um modo rotineiro de distinguir estirpes fenotipicamente semelhantes, mas geneticamente néo
relacionadas (BULL; GOODFELLOW; SLATER, 1992). A determinac¢do da porcentagem
molar de guanina (G) e citosina (C) representa um método padrdo para descricdo de novas
espécies. (BARCELLOS et al., 2015). E, geralmente, aceito que microrganismos mostrando
diferencas em mais de 3% de CG ndo devem ser considerados da mesma espécie, e aqueles
com mais de 10% de diferenca no padrdo G+C ndo devem ser classificados dentro do mesmo
género (BULL; GOODFELLOW; SLATER, 1992).

3.3.2.3. Fingerprinting de DNA

As analises de Fingerprinting sdo baseadas na amplificacdo por Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR, Polymerase Chain Reaction) de determinadas regides
conservadas do DNA, ou na digestdo do produto de PCR com enzimas de restricdo e apos a

amplificacdo, os produtos sdo submetidos a eletroforese em gel de agarose. Essas técnicas
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permitem a obtencdo de “impressdes digitais” ou fingerprintings dos microrganismos, em que
a separacdo de fragmentos com base polimorfismo gera um padrdo para cada estirpe,
demonstrando diversidade interespecifica (FAKRUDDIN; MANNAN, 2013).

Dentre as metodologias, podem-se citar, como exemplo, PCR de sequéncias
repetitivas de DNA (rep-PCR usando os primers REP, ERIC, BOX), PCR com primers
randémicos (RAPD, AP-PCR), e AFLP (Amplified Fragment Lengh Polymorphism)
(STRALIOTTO; RUMJANEK, 1999).

3.3.2.3.1 BOX-PCR

Para a obtencdo dos chamados fingerprinting a técnica de BOX PCR é uma
das mais utilizadas. A regido BOX é organizada por trés unidades, boxA, boxB e boxC, que
contém 54, 43 e 50 pares de bases, pb, respectivamente (MARTIN et al., 1992). Os elementos
de boxB e boxC nédo se encontram conservados em todos as bactérias, ja a subunidade boxA é
altamente conservada e conta com, aproximadamente, 25 copias no genoma. Essa regido BOX
é comumente utilizada, por ser confiavel na diferenciacdo de estirpes e haver repetibilidade do
método (KOEUTH; VERSALOVIC; LUPSKI, 1995); a amplificacdo e a formacdo dos

fingerprints € intermediada por um Gnico primer.

3.3.3. ANALISES FENOTIPICAS

Diferente dos dados filogenéticos e genotipicos, os métodos fenotipicos tém
como objetivo descrever caracteristicas morfofisioldgicas dos microrganismos; dessa maneira,
envolvem a observagdo da manifestacdo, nas colonias, do crescimento, tamanho, forma, cor,
alteragBes no pH do meio; dados de crescimento da estirpe em meio com NaCl, ou contendo
enzimas relacionadas, ou sob diversos valores de pH e temperaturas; tolerancia ou
sensibilidade a antibidticos; uso de diferentes fontes de carbono e nitrogénio, entre outros
(VANDAMME et al., 1996). Esses dados ndo sao conclusivos, porém, alimentam as
informagdes de base taxondmica referente a como manusear e utilizar o organismo.

Outra forma de avaliacdo, que complementa os dados da descri¢do
taxonémica se baseia na composicao lipidica bacteriana (SLABBINCK et al., 2010). O perfil
de é&cidos graxos € avaliado para definir a configuracdo estrutural de alguns grupos
bacterianos, frente ao fato de possuirem tipos especificos destes compostos, formando

biomarcadores taxonémicos. Comparando perfis obtidos de estirpes desconhecidas com
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aqueles obtidos de espécies ja descritas, é possivel atribuir as avaliagdes funcdes de
identificacéo e classificacdo (FERNANDES; CHAER, 2010).

3.4. O GENERO Agrobacterium

O nome Agrobacterium foi proposto em 1942 por Conn (apud
ZAHRADNIK et al., 2018) e, inicialmente, as bactérias foram classificadas de acordo com as
propriedades patogénicas, fisiologia ou fenotipagem, por exemplo, A. tumefaciens para a
doencga da galha de coroa, A. rhizogenes para raiz pilosa, A. vitis para infec¢cdes em uva (Vitis
spp.) e A. radiobacter para ndo patogénicos. Em outra classificacdo, com base em
propriedades fisiologicas e bioguimicas, as estirpes de Agrobacterium foram divididas em trés
biovares, I 1l e 111 (MORTON; FUQUA, 2012); contudo, a classificagéo por biovar se tornou
muito controversa, pois os plasmideos envolvidos sdo conjugativos e alguns individuos se
alocavam em posicdes intermediarias (ANDRADE; SARTORETTO; BRASILEIRO, 2003).

Agrobacterium sdo bactérias Gram-negativas, com forma de bacilo, e com
temperatura de crescimento Otima entre 25°C a 28°C. Recentemente, Agrobacterium foi
redefinida como um ramo monofilético da familia Rhizobiaceae, caracterizado por uma
arquitetura especifica de nucleo-genoma, consistindo de um cromossomo circular e um
grande cromossomo linear que possui um grampo de DNA (hairpin) em sua extremidade
(RAMIREZ-BAHENA et al., 2014).

O género é classificado como pertencente ao reino: Bacteria; Filo:
Proteobacteria; Classe: Alfaproteobacteria; Ordem: Rhizobiales; Familia: Rhizobiaceae. Os
membros bacterianos sdo predominantemente habitantes de solo e associados a plantas. S&o
reconhecidos, principalmente, como patégenos de plantas que ocorrem em numerosas
especies de importancia agricola, mas o género também inclui estirpes ndo patogénicas.

Estirpes fitopatogénicas podem causar a doenca da galha-da-coroa
(ESCOBAR; DANDEKAR, 2003), que é determinada pela presenca do plasmideo indutor de
tumor (Ti) em seu genoma (SUZUKI et al., 2009), enquanto que estirpes que abrigam o
plasmideo indutor de raiz (Ri) sdo os agentes causadores da doenca de raiz pilosa
(ESCOBAR; DANDEKAR, 2003; OTTEN; BURR; SZEGEDI, 2008). As estirpes de
Agrobacterium também podem carregar um plasmideo simbidtico (Sym) e nodular
leguminosas (PLATT et al. 2014; ZHAO et al., 2014). Além disso, ha estirpes identificadas
como patdégenos humanos mantendo relagbes com infec¢des nosocomiais (AUJOULAT et al.,
2011) estirpes que atuam na biotranformacdo e degredacdo de compostos (WANG, et al.,
2012; LE et al., 2014; CAMPILLO et al., 2014) e, com frequéncia, ha estirpes utilizadas em
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biotecnologia para a obtencdo de plantas geneticamente modificadas (WIESER,;
HEINZMANN; KIENER, 1997; TZFIRA; CITOVSKY, 2006; LE et al., 2014)

O género em questdo é muito conhecido por suas divergéncias taxonémicas.
Em 2018, estava composto por 13 espécies: Agrobacterium arsenijevicii, A. larrymoorei, A.
nepotum, A. pusense, A. radiobacter, A. rubi, A, skierniewicense, A. rosae, A. bohemicum, A.
deltaense, A. salinitolerans, A. albertimagni e “A. fabrum” (KUZMANOVIC et al. 2015,
2018; MOUSAVI et al. 2015; YAN et al. 2017; ZAHRADNIK et al. 2018).

A. tumefaciens (Biovar 1), como maior representante do género, foi muito
estudada, e passou de biovar para espécies individuais, e de espécies para um complexo.
Sabe-se que ndo se trata de uma Unica estirpe/espécie, mas sim de um grupo de estirpes
contendo pelo menos 11 diferentes espécies taxondémicas (COSTECHAREYRE et al. 2010;
PANDAY; SCHUMANN DAS et al. 2011; KUZMANOVIC et al. 2015) sendo acordado,
entdo, que o conjunto de diferentes genomas, previamente denominado A. tumefacies, deveria
ser denominado como um “complexo de espécies de A. tumefaciens”, até que todos 0s
representantes sejam devidamente nomeados. Ha pelo menos nove espécies genémicas no
complexo A. tumefaciens que ainda devem ser melhor investigadas: (G1, G3, G5, G6, G7, G9,
G13, G8 (A. fabrum) e G15 (A. viscosum) (COSTECHAREYRE et al., 2010; RAMIREZ-
BAHENA et al., 2014). Apenas as espécies gendémicas G2 (A. pusense), G4 (A. radiobacter) e
G14 (A. nepotum) foram devidamente estudadas (KUZMANOVIC et al. 2015).

Algumas espécies de agrobactérias avirulentas abrigam plasmideos
catabdlicos, que conferem a capacidade de aproveitar os beneficios da patogénese iniciada por
agrobacteérias virulentas ao catabolizar opinas (MERLO; NESTER, 1977; DESSAUX et al.,
1998; WETZEL et al., 2014). Opinas sdo compostos quimicos de baixo peso molecular que
sdo catabolizados pelo T-DNA de plasmideos Ti e Ri, e servem como fonte de C e N para a
bactéria, proporcionando sua manifestacdo. O tipo de opina produzido e secretado pelas
células do tumor ¢é determinado pela bactéria que estéa induzindo a formacao do mesmo (figura
01) (ANDRADE; SARTORETTO; BRASILEIRO, 2003; BARTON; FUQUA; PLATT
2017).

Os plasmideos de espécies patogénicas (Ti e Ri) conttm uma regido
denominada de T-DNA e essa € a regido transferida para a planta hospedeira. Essa
comunicacdo ocorre pela capacidade da bactéria reconhecer agucares e compostos fenolicos
liberados pela planta frente a qualquer sinal de injuria ou condigdo adversa em que se
encontrar; essa sinalizacdo é denominada de quimiotatismo positivo e, em seguida, ocorre a

ativacdo dos genes de viruléncia (vir). Essa ativacdo provoca uma cascata de reacfes que
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desencadeiam na transferéncia do T-DNA para o vegetal receptor, aumentando a producao de
promotores de crescimento como citocininas e auxinas que estimulam o crescimento celular
desenfreado (figura 01) (ANDRADE; SARTORETTO; BRASILEIRO, 2003).

Estudos conduzidos com Nicotiana, Linaria e Ipomoea confirmam que a
transferéncia para o genoma da planta mediada pelo T-DNA de Agrobacterium ocorre de
forma regular (WHITE et al., 1983; INTRIERI; BUIATTI, 2001; MATVEEVA et al., 2012;
PAVLOVA; MATVEYEVA.; LUTOVA, 2014; KYNDT et al., 2015). Uma vez em contato
com a célula vegetal, as bactérias sintetizam filamentos de celulose que estabilizam a ligacao
inicial, propiciando uma melhor fixacéo entre a bactéria e a célula hospedeira (MATTHYSSE
et al., 2000). Desta forma, a motilidade e o quimiotatismo tém um papel fundamental no
processo inicial de infeccdo, visto que, sem o contato bactéria-célula vegetal, o evento de
transferéncia de DNA néo ocorreria (WINANS, 1992; SHENG; CITOVSKY, 1996).

Assim como ocorre em outros procariotos, em Agrobacterium também
ocorre transferéncia horizontal de genes (THG) (TZFIRA; CITOVSKY, 2006; GELVIN,
2009). A THG pode ser definida como a transferéncia de material genético de um organismo
para outro que ndo € seu descendente (QUISPE-HUAMANQUISPE; GHEYSEN; KREUZE,
2017), sendo um evento comum entre procariontes. A aquisi¢do de patogenicidade, resisténcia
a antibidticos e vias metabolicas sao exemplos de caracteristicas importantes que ocorrem via
THG (MAIDEN et al., 1998; HOTOPP et al., 2007), dessa maneira, as estirpes podem vir a
perder ou ganhar genes de patogenicidade. De maneira geral, tanto as espécies virulentas,
como as ndo virulentas, estdo relacionadas ao ambiente onde sdo encontradas e aos processos
ligados a infec¢do, com a maquinaria presente em cada espécie referente aos seus respectivos

plasmideos e a producdo de opinas (PLATT et al., 2014).
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Figura 01. Interagdo molecular agrobactéria-planta (BARROS; VIANA; CARNEIRO, 2004).

3.5. 0 GENERO Rhizobium

Descrito pela primeira vez como Bacillus radicicola e renomeado por Frank
(1889) como Rhizobium leguminosarum (BEIJERINCK, 1888, FRANK, 1989; apud
WILLEMS, 2006) o género Rhizobium pertence a familia Rhizobiaceae e € um dos grandes
protagonistas em relacdo & nodulagéo e ao processo de fixagédo bioldgica do nitrogénio (FBN).
Esse foi o primeiro género de rizdbio, alfa-rizobios e, em 2018, outros géneros descritos de
bactérias diazotroficas dessa familia sdo: Allorhizobium, Aminobacter, Azorhizobium,
Bradyrhizobium, Devosia, Mesorhizobium, Methylobacterium, Microvirga, Neorhizobium,
Ochrobactrum, Phyllobacterium, Pararhizobium, Rhizobium, Sinorhizobium e Shinella
(VELAZQUEZ et. al., 2017).

Na presente classificagdo taxondmica, o género Rhizobium encontra-se
dentro do Dominio Bacteria, Filo Proteobacteria, Classe Alfaproteobacteria, Ordem
Rhizobiales, Familia Rhizobiaceae (GARRITY; HOLT, 2001).
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Bactérias do género Rhizobium sdo caracterizadas pelo crescimento rapido
em meio cultura contendo extrato de levedura e manitol (yeast-mannitol-agar, YMA) (pH 6-
7), tempo de geracdo de 3 a 5 h, temperatura ideal de crescimento entre 25-30°C; apresentam
tamanho de colbnias entre 2-4 mm de diametro e reacdo acida em meio de cultura contendo
manitol como fonte de carbono (OLIVEIRA et al., 2007; KUYKENDALL et al., 2005).

As bactérias fixadoras de nitrogénio do género Rhizobium também sdo
denominadas simbidticas; elas invadem as células da planta hospedeira alterando-as
estruturalmente e funcionalmente, acarretando a formacao de novos 6rgdos na raiz e, algumas
vezes, no caule, denominados nddulos (POSTGATE, 1982; VARGAS; HUNGRIA, 1994). A
formacdo dos nodulos é caracteristica de diversas espécies da familia Leguminosae
(HUNGRIA et al., 1994; MOULIN et al., 2001; SANTOS; REIS, 2008). O género engloba
um grupo de bactérias do solo que possuem habilidade de induzir a formacdo de nodulos nas
raizes e, em alguns casos, no caule de plantas leguminosas, onde convertem o nitrogénio
atmosférico (N2) em formas assimilaveis pelas plantas hospedeiras (HUNGRIA et al., 1994).
Representa um dos géneros mais importante para a agricultura.

Para avaliar os aspectos relacionados a simbiose, sdo realizadas analises de
filogenia dos genes de nodulacao, que estdo localizados em elementos como megaplasmideos
e plasmideos, que sdo transferiveis, bem como em ilhas simbiéticas, também transferiveis
(SANTOS; REIS, 2008) e sdo responsaveis pelos processos de nodulacdo. O gene nodC
representa 0 marcador simbiotico mais utilizado para estudos de diversidade e evolugédo
envolvendo genes de nodulagédo (LAGUERRE et al., 2001; BONTEMPS et al., 2016). A FBN
é possivel porque essas bactérias sintetizam uma enzima chamada dinitrogenase, capaz de
transportar elétrons até a redugdo completa do N2 em NHs (amoénia); o gene utilizado nos
estudos para avaliar a presenca da nitrogenase em estudos de diversidade é o nifH (ZEHR et
al., 2003). Dentre os bons modelos para estudos quanto a formacao de estruturas noduliferas e
fixadores de nitrogénio tém-se o feijoeiro (Phaseolus vulgaris) e o siratro (Macroptilium
atropurpureum) (MELLONI et al., 2006; LIMA, 2009).

3.6. TAXONOMIA DE Rhizobium E Agrobacterium

A falta de concordancia entre as caracteristicas bioguimicas, os perfis de
acidos graxos e a hibridacdo DNA-DNA fazia com o que os dados disponiveis a respeito dos
géneros Rhizobium e Agrobacterium n&o oferecessem um posicionamento taxondmico

consolidado. Por esse motivo, Young e colaboradores (2001) publicaram um estudo sobre
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incongruéncias em suas classificagdes, e indicaram que os individuos do género
Agrobacterium deveriam ser realocados no género Rhizobium.

O trabalho de Young e colaboradores gerou uma repercussdo da
comunidade cientifica e Farrand, van Berkum e Oger (2003), juntamente com uma lista de
pesquisadores consignatérios, responderam a proposta apresentada pelos colegas, citando
evidéncias que sustentam a manutencdo dos géneros de forma separada, afirmando que os
géneros sao distinguidos pelo seu fendtipo e sua estrutura cromossdmica. No mesmo ano,
Young e equipe (2003) responderam em réplica a nota de Farrand e colaboradores (2003)
indicando que, além das irregularidades apresentadas, a proposta de unido dos géneros iria de
acordo com Cadigo Internacional de Nomenclatura de Bactérias, ressaltando que a
classificacdo por conta da atividade patogénica de Agrobacterium tem sido problematica,
justificando que os sistema de viruléncia bacteriano sdo codificados em plasmideos e 0s
mesmos podem ser perdidos em algumas situacdes.

Na tentativa de discriminar individuos do género Agrobacterium pelas
limitacGes de técnicas como a hibridacdo DNA-DNA, a anélise do 16S RNAr e o AFLP, que
ndo conseguem definir, com precisdo, a posicdo taxondmica de individuos intimamente
relacionados, Costechareyre e equipe (2010), utilizaram o gene housekeeping recA para
elucidar o agrupamento de todos as espécies e genomoespécies (genomospecies) do grupo
Agrobacterium. As sequéncias recA identificaram espécies relacionadas dentro de um grupo
(A. larrymoorei, A. vitis, A. rubi e R. rhizogenes) e, ainda, permitiram a identificacdo das
genomoespecies G1 a G9 do complexo de espécies tumefaciens.

Aplicando técnicas de eletroforese em gel de campo pulsado e PCR,
Ramirez-Bahena e colaboradores (2014) conseguiram identificar a presenca de estruturas
exclusivas (telA) nos individuos do género Agrobacterium, as quais formam um clado
monofilético.

Corroborando com os dados apresentados e usando a técnica de MLSA de
seis genes housekeeping entre 114 individuos dos géneros Rhizobium e Agrobacterium,
Mousavi e colaboradores (2014), definiram novos géneros para individuos erroneamente
classificados na familia Rhizobiaceae. Criando o género Neorhizobium para os antigos
Rhizobium galegae (LINDSTROM, 1989), R. huautlense (WANG et al., 1998) e R. alkalisoli
(LU et al., 2006); no mesmo trabalho, Mousavi e colaboradores (2014) observaram que
Agrobacterium vitis deveria ser reclassificada por estar agrupado com representantes do
Allorhizobium. Outro caso foi na concepcdo de A. radiobacter, preliminarmente A.

tumefaciens, que passou a ser denominado Complexo de A. tumefaciens.
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Com o desenvolvimento de novas técnicas de diferenciacdo bacteriana, foi
possivel obter grandes avancos na classificacdo das espécies, tornando-as mais apuradas;
como exemplo, pode-se citar o género Agrobacterium, que antes era considerado de
classificacdo incerta, mas que, atualmente, pode ser definido como um género monofilético da

familia Rhizobiaceae.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. ARTIGO 1

Esbogo gendmico de Agrobacterium deltaense estirpe CNPSo 3391, isolada de um nodulo

de soja em Mogambique

Resumo: A estirpe CNPSo 3391 de Agrobacterium deltaense foi isolada de um nédulo de
soja em Mogambique. Seu genoma foi estimado em 4,926,588 pb e carrega varios genes para
tolerancia e estresse, mas sem identificagdo de genes de nodulagdo e viruléncia. Possiveis
papéis ecoldgicos de bactérias isolada de nédulo de leguminosas e intimamente relacionados

com Agrobacterium séo discutidos.

Palavras-chave: Rhizobium, simbiose, nodulacdo, endoéfitos, bactérias promotoras do

crescimento de plantas.
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Agrobacterium deltaense strain CNPSo 3391 was isolated from a soybean nodule in
Mozambique. Its genome was estimated at 4,926,588 bp and it carries several coding
sequences for stress tolerance, but no identifiable nodulation or virulence genes. Possible
ecological roles of bacteria isolated from legume nodules and closely related to

Agrobacterium are discussed.

For two decades our group has reported the isolation of agrobacteria from root nodules
of soybean (Glycine max) (1, 2, 3), common bean (Phaseolus vulgaris) (4, 5, 6), and other
legumes (7, 8, 9). However, the ability to re-establish nodulation with the host legume is

usually not confirmed. Another example is Agrobacterium deltaense type strain Y1C4121T,
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isolated from a root nodule of Seshania cannabina in China; the ability to nodulate seven
legumes was not confirmed (10). Here we report the draft genome of strain CNPSo 3391
(=Moz59, =9 J1), isolated from a plant grown in Mutequelesse, Gurué District, Zambézia
Province, Mozambique showing no symptoms of N-deficiency. Preliminary genetic
characterization based on the 16S rRNA and three housekeeping genes positioned the strain in
a Rhizobium-Agrobacterium clade (3).

Growth conditions for CNPSo 3391 were the same reported for its isolation (3) and
DNA extraction and paired-end sequencing on the MiSeq platform (lllumina) performed as
described before (11), resulting in 630,975,648 bp. Shotgun sequences were assembled with
the A5-MiSeq pipeline (de novo) v.20140604 with 128-fold genome coverage assembled in
50 contigs with an N50 of 177,127 bp. The genome was estimated at 4,926,588 bp, with G+C
content of 59.9 mol%, confirmed with RAST v.2.0 (12) and QUAST v.2.0 (13), using default
parameters. Average Nucleotide Identity (ANI) (ANI calculator, 14) indicated highest
similarity (97.68%) with Agrobacterium deltaense YI1C4121T. Compared to the genomes of A.
deltaense at the NCBI (strains NCPPB 1641, RV3, Zutra 3-1, YIC4121T), CNPSo 3391 is
slightly smaller than Y1C4121T (5.02 MB), but within the same C+G range of all strains.

A total of 4,765 DNA coding sequences (CDSs) were identified in RAST (12), with
49% classified in 475 subsystems; this annotation is the public version available at Genbank.
Similarly to A. deltaense Y1C4121T, CNPSo 3391 carries no nodulation genes, or nif and fix
operons. However, CNPSo 3391 also carries no genes related to virulence, and we were not
able to find sequences coding for telA, related to the speciation of some Agrobacterium (15).
The environmental adaptability of CNPSo 3391 might be explained by genes such as 63
CDSs related to resistance to antibiotic and toxic compounds, 51 to iron acquisition and

metabolism, 104 to motility and chemotaxis, and 162 to stress response.
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Isolation of agrobacteria from legume root nodules seems to occur worldwide, with
reports in Brazil (2, 4, 6, 7, 8, 9), China (10), Ecuador (5), Mozambique (3), Paraguay (1),
among other countries. As these bacteria apparently do not carry nodulation genes, Yan et al.
(10) suggested that they might be endophytes, but we cannot discard the hypothesis of a
temporary acquisition of a symbiotic plasmid from another rhizobia. However, their role in
symbiosis deserves further investigation; interestingly, three decades ago in vivo results
suggested that Agrobacterium might produce extracellular “signals” that would supplement

the ability of rhizobia to induce root nodulation in the host legume (16).

Accession number(s). The whole genome shotgun project has been deposited at
DDBJ/EMBL/GenBank.: Submission ID (SUB4867670), BioProject (PRINA507793),
BioSample (SAMN10506010), Organism (RRZI00000000), Accession (RRZI00000000); the

version described in this paper is RRZ101000000.
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4.2. ARTIGO 2

Agrobacterium fabaceae sp. nov., isolada de nédulos de Phaseolus vulgaris a partir de um

solo do estado do Mato Grosso do Sul, centro-oeste do Brazil.

Resumo: Membros do género Agrobacterium sdo Gram-negativos, Alphaproteobacteria
associados com o solo, plantas e conhecidos, principalmente, por seu potencial patogénico
para plantas e humanos e amplo uso como ferramenta em biotecnologia. NOs estudamos
isolados do estado de Mato Grosso do Sul, no centro-oeste do Brasil, capturados por nddulos
do feijoeiro (Phaseolus vulgaris L). A anélise das sequéncias do gene 16S RNAr posicionou a
estirpe CNPSo 27367 no clado de Agrobacterium radiobacter e A. deltaense. A analise por
Multilocus Sequence Analysis (MLSA) com trés genes housekeeping (atpD, ginll e recA)
posicionou a CNPSo 2736" em um clado distinto de todas as estirpes descritas, mostrando
maior similaridade com A. deltaense. A identidade de nucleotideos (Nucleotide Identity, NI)
dos trés genes housekeeping concatenados com as espécies mais proximas foi de 96,4% com
A. deltaense YIC4121". Os valores de Indice de Identidade Nucleotidica (Average Nucleotide
Identity, ANI) do genoma complete de CNPSo 2736" e as duas espécies mais proximas foram
de 95,08% com A. deltaense e 91,56% com A. salinitolerans. A hibridacao digital DNA-DNA
(Digital DNA-DNA hybridization, DDH) com A. deltaense YIC4121" foi estimada em 63,10
%. A capacidade da estirpe de nodular o feijoeiro ndo foi confirmada, e hipoteses sobre o
papel ecoldgico de Agrobacterium na fixacao simbidtica do nitrogénio sdo discutidas. Outras
propriedades fenotipicas e genotipicas foram determinadas para o novo clado. Nossos dados

ddo suporte a descricdo da estirpe CNPSo 2736" como uma nova espécie, para a qual ¢
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proposto o nome Agrobacterium fabaceae. A estirpe tipo é a CNPSo 2736 (=LMG 30306

=U12000" =CPAOQ 34.4F3").

Palavras-chave: Agrobacterium; Rhizobium; Nodulagdo; Leguminosas; MLSA; ANI.



48

Agrobacterium fabaceae sp. nov., trapped by nodules of Phaseolus vulgaris

from a soil of Mato Grosso do Sul State, Midwestern Brazil.

Anderson José Scherer,>t Jakeline Renata Margon Delamuta, >t Renan Augusto Ribeiro,

Itamar Soares de Melo,* and Mariangela Hungrial?3"

'Embrapa Soja, C.P. 231, 86001-970, Londrina, Parana, Brazil

?Department of Microbiology, Universidade Estadual de Londrina, C.P. 10011, 86057-970
Londrina, Parana, Brazil;

3CNPq, SHIS QI 1 Conjunto B, Blocos A, B, C e D, Lago Sul, 71605-001, Brasilia, Federal
District, Brazil

“Embrapa Meio Ambiente, C.P. 69, 13820-000, Jaguaritna, S&o Paulo, Brazil.

T Both authors contributed equally to this study

“Corresponding author

Running title: Agrobacterium fabaceae sp. nov.

Number of text pages 13
Number of Tables 1
Number of Figures 2
Number of Supplementary Tables 1
Number of Supplementary Figures 4

“Corresponding author:

Mariangela Hungria

Embrapa Soja

Cx. Postal 231

86001-970, Londrina, Parana, Brazil

Fax: (+55)4333716100

Telephone: (+55)4333716206

E-mail: mariangela.hungria@embrapa.br; biotecnologia.solo@hotmail.com

E-mail addresses: A.J. Scherer (ander.j.scherer@gmail.com); J.R.M. Delamuta
(Jake_renata@hotmail.com); R.A. Ribeiro (renanribeiro83@hotmail.com); 1.S. Melo
(itamar.melo@embrapa.br); M. Hungria (mariangela.hungria@embrapa.br).

New sequences deposited in the GenBank/EMBL/DDBJ: atpD of CNPSo 2736'
(MK352280), and ginll of A. larrymoorei ATCC 51759" (MK352281). All other sequences
have been deposited before and are available at the GenBank/EMBL/DDBJ



49

Agrobacterium fabaceae sp. nov., trapped by nodules of Phaseolus vulgaris from a soil of
Mato Grosso do Sul State, Midwestern Brazil.

Abstract

Members of the genus Agrobacterium are Gram-negative, Alphaproteobacteria associated
with soil, plants and known mainly for their plant and human pathogenicity and their broad
use as a biotechnological tool. We studied isolates from soils of Mato Grosso do Sul State,
Midwestern Brazil, trapped by nodules of common bean (Phaseolus vulgaris L). Sequence
analysis of the 16S rRNA gene positioned the strain CNPSo 2736" in the clade of
Agrobacterium radiobacter and A. deltaense. Multilocus Sequence Analysis (MLSA) of three
housekeeping genes (atpD, glnll and recA) positioned the CNPSo 2736 strain in a distinct
clade from all described species, showing higher similarity with A. deltaense. Nucleotide
Identity (NI) of the three concatenated housekeeping genes with the nearest species was of
96.4% with A. deltaense YIC4121". The Average Nucleotide Identity (ANI) values of the
complete genome of CNPSo 2736" and the two closest species were of 95.08% with A.
deltaense and 91.56% with A. salinitolerans. Digital DNA-DNA Hybridization (DDH) with
A. deltaense Y1C4121T was estimated at 63.10 %. The capacity to nodulate common bean was
not confirmed, and hypotheses for the ecological role of Agrobacterium in nitrogen-fixing
symbiosis are discussed. Other phenotypic and genotypic characteristics were determined for
the new clade. Our data support the description of the CNPSo 27367 strain as a new species,
for which the name Agrobacterium fabaceae is proposed. The strain type is CNPSo 2736"

(=LMG 30306™ =U12000" =CPAOQ 34.4F3").

Keywords: Agrobacterium; Rhizobium; nodulation; legumes; MLSA; ANI
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The name Agrobacterium was proposed in 1942 by Conn, and more recently the genus was
redefined as a monophyletic group of the family Rhizobiaceae, characterized by a specific
nucleus genome architecture consisting of a circular chromosome and a large linear
chromosome [1]. In agriculture, Agrobacterium is recognized mainly as plant pathogens, but
the genus also includes non-pathogenic strains. Pathogenic strains can cause crown gall
disease [2] mainly determined by the presence of tumor-inducing plasmid (Ti) in their
genomes [3], and strains harboring the root-inducing plasmid (Ri) are the agents of hairy root
disease [2, 4]. It has also been reported that Agrobacterium strains can carry a symbiotic
plasmid (Sym) and form nodules in legumes [5, 6]. However, the main reports of
Agrobacterium are about their identification as human pathogens maintaining relationships
with nosocomial infections [7], and as a biotechnological tool [8], for example in programs

for obtaining genetically-modified plants [9].

Isolation and Ecology

For the last two decades our group has reported the isolation of agrobacteria from root
nodules of several legumes, with an emphasis on common bean (Phaseolus vulgaris L.) [10,
11, 12]. The most recent study was performed with strains isolated from nodules of common
bean that had received as inoculant soils from several sites of Mato Grosso do Sul State,
Midwestern Brazil [12]. We started a polyphasic analysis with two strains from the study of
Costa et al. [12], with indications that they might represent a new species, CNPSo 27367
(=CPAO 34.4F3") and CNPSo 2707 (=CPAO 33.12F3). As we proceeded with the analyses,
we verified that both strains had the same BOX-PCR profile and other similar features;

therefore, we proceeded describing the results obtained with strain CNPSo 2736", obtained
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from a soil of Laguna Caarapd (22°33'S, 55°09'W, 502 m altitude, Koppen-Geiger climate
classification Cfa), Atlantic Forest biome. Both strains are deposited at the “Diazotrophic and
Plant Growth Promoting Bacteria Culture Collection of Embrapa Soja” (WFCC Collection #
1213, WDCC Collection # 1054), Londrina, Parana State, Brazil, as well as in other culture
collections. The strains were grown on modified-yeast extract-mannitol agar (YMA) medium
[13], at 28 °C. 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.
Phylogeny

From now we will present the results obtained with strain CNPSo 2736". A phylogenetic
analysis of the 16S rRNA gene including the species of Agrobacterium was performed using
maximum likelihood (ML) algorithm [14] with MEGA software version 7 [15]; multiple
sequence alignment was constructed with MUSCLE [16] and the model used was the Tamura
3-parameter [17], with gamma-distributed invariant sites (G+l). Tree node support was
evaluated with bootstrap analysis [18] using 1,000 pseudoreplicates. Fig. 1 shows the results
obtained when the analysis was performed with the most representative species, and accession
numbers are shown in the tree. The 16S rRNA phylogenetic tree indicated highest similarity
of the strain with A. deltaense and A. radiobacter (Fig. 1), but clearly highlighted that other
housekeeping genes would be necessary to the proper identification of the species, as

suggested in other studies [19, 20].

Three housekeeping genes were analyzed, atpD, ginll and recA, using the same parameters as
defined for the 16S rRNA gene; however, the model selected was the Tamura-Nei [21] with
gamma distribution (G) for the MLSA analysis. The accession numbers are indicated in the

trees obtained for each gene, shown in Figs. S1 to S3, respectively. When the genes were
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analyzed individually, CNPSo 2736" phylogeny showed congruence between them and with
the 16S rRNA. It is important to emphasize that recA (Fig. S3) is an important gene for the
taxonomy of Agrobacterium [22]. When the concatenated genes were considered for the
MLSA analysis, CNPSo 2736" was clearly distinct from all described species, with A.

deltaense representing the closest taxon (Fig. 2).

Nucleotide Identities (NI) of the 16S rRNA and housekeeping genes were calculated with
BioEdit [23] and are shown in Table 1. The similarity of the 16S rRNA between CNPSo
27367 with the closest species of the MLSA analysis, A. deltaense Y1C41217, was of 100 %.
For the three housekeeping genes, the similarities ranged from 94.4 to 97.7 % with A.
deltaense, and for the concatenated housekeeping genes was of 96.4 %, values that indicate a

new clade.

Genome Features

Values of Average Nucleotide Identity (ANI) of the whole genomes between 95 % and 96 %
are equivalent to the 70 % DNA-DNA hybridization (DDH) threshold [24, 25, 26], being
important for describing new species [e.g. 27, 28]. Total DNA of CNPSo 2736" was used to
build the library using the Nextera XT kit, according to manufacturer’s instructions. The
library was processed on the MiSeq platform (Illumina) at Embrapa Soja. Shotgun sequences
were assembled with the A5-MiSeq pipeline (de novo) v.20140604 and allowed 146-fold
genome coverage assembled in 50 contigs, with N50 of 312,505. The genome was estimated
at 5,567,602 bp, confirmed with RAST v.2.0 [29] and QUAST v.2.0 [30]. The genome of A.
fabaceae strain CNPSo 27367 was deposited at the NCBI and received the Accession Number
RZTX00000000. ANI values were obtained using ANI calculator [31]. Genome sequences of
the closest type strains of A. deltaense Y1C4121T, A. salinitolerans YIC50827, A. pusense

NRCPB10" and A. radiobacter LMG 140" were retrieved from GenBank (MRDI00000000,
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MRDHO00000000, MRDJ00000000, MRDGO00000000, respectively) and ANI values between
CNPSo 2736" and these species were of 95.08 %, 91.56 %, 87.86 % and 90.87 %,
respectively, another evidence that our strain represents a new species. It is important to
comment that, as suggested by Goris et al. [26], higher resolution should be adopted for
particular groups of organism; certainly, Agrobacterium is one of these groups where ANI

values above 96% had to be considered to differentiate species.

We have also estimated the digital DNA-DNA hybridization, which is a bioinformatics
method that allows comparisons in silico [32, 33]. All pairwise value with the closest species
A. deltaense YIC4121" was estimated by GGDC v2.1 using the recommended ‘Formula 2’
(http://ggdc.dsmz.de/distcalc2.php). The DNA-DNA Hybridization (DDH) value of 70 %
threshold has been used as the gold standard for species definition [24, 25, 26, 34], and we
found the value of 63.10 % with the closest species A. deltaense, once again highlighting that

CNPSo 2736" should represent a new species.

The G+C content of the genome of CNPSo 2736" was calculated with QUAST [30] as
59.85%, in the same range of the closest species A. deltaense (59.8 mol%), A. salinitolerans

(59.31 mol%) and A. pusense (59.24 mol%).

The BOX-PCR methodology using the UPGMA (Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic mean) algorithm [35] and the Jaccard coefficient [36], considering 2 % of
tolerance, and performed with the Bionumerics program (Applied Mathematics, Kortrijk,
Belgium, v.7.6) was employed to evaluate the genetic profiles, as described by before [12].
The CNPSo 27367 strain differed from the A. pusense and A. radiobacter type strains used as

comparison (Fig. S4).
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Physiology and Chemotaxonomy

The fatty-acid profile of strain CNPSo 2736" was determined as described before [37], using
the MIDI Sherlock microbial identification system with the TSBAG6 database, after growth for
three days on YMA. Strain CNPSo 2736" presented as major fatty acids summed feature 8
(C1s:106¢/Ciam7c, 68.89 %); in smaller proportions are found Cie:o (12.77 %), Ci9:0 cyclo
®8c (8.53 %) and summed feature 2 (Ci2:0 aldehyde/unknown 10.928/C14:0 3-OH/Cas:1 is0 |,
9.81 %). The results are in agreement with those reported for the genus Agrobacterium [38,

39].

Tests of nodulation in common bean and siratro (Macroptilium atropurpureum) under
greenhouse conditions did not confirm the ability of strain CNPSo 2736" to nodulate these
legumes. We were also not able to identify nodulation and nitrogen fixation operons in the
genome of CNPSo 2736". Isolation of rhizobia resembling agrobacteria from legume root
nodules has been reported worldwide, e.g. in Brazil [12], China [39], Ecuador [11],
Mozambique [40], and Paraguay [41]. It has been suggested that they might be endophytes in
legume nodules [39]; in addition, it has been suggested that Agrobacterium might be
responsible for the production of extracellular “signals” that would supplement the ability of
rhizobia to induce root nodulation in the host legume [42]. Another possibility is that the
nitrogen-fixing property was temporarily obtained from a rhizobium symbiotic plasmid, or
that the bacterium has a plasmid that it is often lost. We may conclude that the genetics and
the contribution of these bacteria to the rhizobium-legume symbiosis remains to be

determined.

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
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Mg), penicillin (10 U), streptomycin (10 pg), and tetracycline (30 pg). All tests were
performed in triplicate. The CNPSo 2736" strain was sensitive to ampicillin, bacitracin,
erythromycin, nalidixic acid, neomycin, penicillin and tetracycline, and was resistant or

moderately resistant to the other antibiotics.

The phenotypic and physiological features of the novel isolate were determined and compared
with close type strains. However, we would like to mention that, as pointed out before [44]
these properties are not as important as the genomic features; often the genes coding for these
properties are encoded in plasmids that can be easily lost or transferred. Unless indicated,
phenotypic tests were performed at 28 °C, evaluating colony morphology, tolerance of NaCl,
acid/alkali reaction in YMA medium with bromothymol blue, tolerance of different
temperatures and pHs, and growth in liquid Luria-Bertani (LB) medium, as previously
described by Hungria et al. [44]. Enzymatic degradation of urea was determined in YMA
medium containing 2 % urea and phenol red as indicator. The strain was able to grow under
acid (pH 4.0) and basic (pH 9.0) conditions, high temperature (37 °C) and was tolerant of 1%
of NaCl. Utilization of different carbon sources was determined using the APl 50CH kit
(BioMérieux), following the manufacturer's recommendations, using modified-YM-minus-
mannitol as the basal medium. All tests were performed in triplicate, and the substrates
utilization were scored as no utilization (-), weak utilization (w) and good utilization (+)

(Table S1).

Based on the polyphasic analyzes, compiling all phylogenetic, genetic and phenotypic data
presented in our study we indicate the strain CNPSo 2736" as a new specie of the genus

Agrobacterium, for which the name Agrobacterium fabaceae sp. nov. is proposed.
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Description of Agrobacterium fabaceae sp. nov.

Agrobacterium fabaceae [fa.ba.ce.ae pl. fem. n. Referring to the isolation from nodules of
plants of the Fabaceae family].

Cells are Gram-stain negative, aerobic. Colonies are circular, translucent, with low mucus
production, with < 1 mm in diameter when grown in modified-YMA medium containing
Congo red after with 2-3 days of incubation at 28 °C. It produces acid reaction in YMA with
bromothymol blue. Strain grows on LB medium, at 37 °C, in pH 4.0 and pH 9.0 or with 1 %
NaCl and is positive for urease activity. The strain shows intrinsic resistance to the antibiotics
chloramphenicol (30 pg) and streptomycin (10 pg), moderately resistant to cefuroxime (30
ug) and sensitive to bacitracin (0.04 U), penicillin (10 U), nalidixic acid (30 pg), ampicillin
(10 pg), erythromycin (15 pg), tetracycline (30 ug), and neomycin (30 ug). In the API test,
the strain was positive for glycerol; D-arabinose; L-arabinose; D-ribose, D-xylose, D-
adonitol; methyl-B-D-xylopyranoside; L-sorbose; L-rhamnose; amygdalin; esculin ferric
citrate; starch; glycogen; D-lyxose; D-tagatose; D-fucose; L-fucose, weakly positive for
erythritol; L-xylose; D-galactose; D-glucose; D-fructose; D-mannose, dulcitol; inositol; D-
mannitol; D-sorbitol; methyl-a-D-glucopyranoside; arbutin; salicin; D-cellobiose; D-maltose;
D-lactose; D-melibiose; D-saccharose; D-trehalose; inulin; D-melezitose; D-raffinose; xylitol;
gentiobiose; D-turanose; D-arabitol and L-arabitol and do not use methyl-a-D-
mannopyranoside; N-acetylglucosamine; potassium gluconate; potassium 2-ketogluconate

and potassium 5-ketogluconate.

The type strain is CNPSo 2736" (=LMG 30306" =U12000" =CPAO 34.4F3") isolated from a
common bean (Phaseolus vulgaris L.) nodule of a plant inoculated with a soil of Mato Grosso

do Sul, Brazil. The DNA G+C content of the type strain is 59.85 mol%.
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The following new sequences have been deposited in the GenBank/EMBL/DDBJ: atpD

of CNPSo 2736 (MK352280), and gInll of A. larrymoorei ATCC 517597 (MK352281). All
other sequences have been deposited before and are available at the GenBank/EMBL/DDBJ

Genome sequence of Agrobacterium fabaceae CNPSo 2736 (RZTX00000000).
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Figure Legends

Figure 1. Maximum likelihood phylogeny based on the 16S rRNA gene sequences (1,276 bp)
of Agrobacterium species. Accession numbers are indicated in parentheses. The novel species
iIs shown in bold. Bootstrap values >70 % are indicated at the nodes. Bradyrhizobium
diazoefficiens USDA 110" was used as outgroup. Bar indicates two substitutions per 100

nucleotide positions.

Figure 2. Maximum likelihood phylogeny based on the concatenated gene sequences of atpD
(323 bp), ginll (438 bp) and recA (268 bp) genes, showing the relationships between the
novel species (in bold) and other members of the Agrobacterium genus. Accession numbers
are indicated in parentheses. Only bootstrap values >70 % are indicated at the nodes.
Bradyrhizobium diazoefficiens USDA 1107 was used as outgroup. Bar indicates two

substitutions per 100 nucleotide positions.
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Table 1. Nucleotide Identity (NI) between Agrobacterium fabaceae CNPSo 2736 and type
strains of related Agrobacterium species based on the sequences of the 16S rRNA, and of
single genes and concatenated housekeeping genes (atpD+glnll+recA). NA not available

16S rRNA atpD ginll recA MLSA

Between A. fabaceae and:

A. deltaense Y1C41217 100 96.4 97.7 94.4 96.4
A. pusense NRCPB10" 99.3 96.4 95.4 90.6 94.4
A. radiobacter LMG 140" 99.6 95.1 94.7 93.2 94.4
A. fabrum J-077 98.6 93.5 94.2 89.5 92.8
A. skierniewicense Ch11" 98.5 87.1 94.7 93.2 92
A. rubi HAMBI 18127 98.5 89.7 89.7 84.7 88.3
A. salinitolerans Y1C5082" 99.3 93.8 96.1 921 94.3
A. rosae NCPPB 1650" 98.5 86.8 NA 86.1 NA
A. arsenijevicii KFB 330" 98.9 NA 95.2 89.1 NA
A. larrymoorei ATCC 517597 98.7 NA 85.8 88.4 NA
A. nepotum 39/77 98.8 NA NA 89.5 NA
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Agrobacterium salinitolerans YIC5082T (KP142169.1)
Agrobacterium pusense NRCPB10" (FJ969841.2)
Agrobacterium fabrum C58T (NR_074266.1)
Agrobacterium larrymoorei ATCC 517597 (NR_026519.1)
Agrobacterium radiobacter LMG 1407 (AB247615.1)
Agrobacterium fabaceae CNPSo 27367 (KY971002)
Agrobacterium deltaense YIC4121" (KR362871.1)

Agrobacterium rosae NCPPB 1650 (MF443188.1)
9

71 6 || Agrobacterium skierniewicense Ch11™ (NR 118035.1)
73 - Agrobacterium rubi LMG 17935T (AM181759.1)

99 Agrobacterium arsenijevicii KFB 3307 (KP172482.1)
75 ~ Agrobacterium nepotum 39/77 (FR870231.1)

89

— Agrobacterium albertimagni AOL15" (AF316615.1)
Agrobacterium vitis ATCC49767" (U45329.1)

— Neorhizobium galegae LMG 62147 (NR_118990.1)

— Rhizobium etli CFN 427 (NR_116338.1)

99

I: Rhizobium rhizogenes ATCC11325" (D14501.1)
100 Rhizobium tropici CIAT 899" (EU488752)

0.02

Bradyrhizobium diazoefficiens USDA 110" (NC_004463.1)

FIG. 01
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90 Agrobacterium fabaceae CNPSo 27367 (MK352280, KY040493, KY040504)
9 ——— Agrobacterium deltaense YIC4121" (KR154039.1, KR154024, KR154009)
Agrobacterium salinitolerans YIC5082T (KP142172.1, KP202170.1, KP142170.1)
ol 98— Agrobacterium pusense NRCPB10T (HQ114263.1, HG326946.1, KP284164.1)
99 —— Agrobacterium skierniewicense Ch11" (HE646684, KX131141.1, MF537313.1)

‘L Agrobacterium radiobacter LMG 140" (AM418785.1, JN580718.1, FM164311.1)
88

Agrobacterium fabrum J-077 (FBWI01000007.1, HG326942, FBWI01000003.1)

Agrobacterium rubi HAMBI 18127 (KF206562.1, BBJU01000003.1, KF206814.1)

Rhizobium rhizogenes ATCC 11325 (AM418786, KF206735.1, AM182126)

Rhizobium tropici CIAT 899" (AM418789, EU488791, CP004015.1)

Neorhizobium galegae LMG 62147 (AM418779, HG938353.1, AM182127)

Rhizobium etli CFN 42T (NC_007761.1, EU488776, NC_007761.1)

Bradyrhizobium diazoefficiens USDA 110" (NC_004463.1)

0.02

FIG. 02
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Table S1. Distinctive morpho-physiological features of Agrobacterium fabaceae and related
species. 1. A. fabaceae CNPSo 2736", 2. A. pusense NRCPB10", 3. A. radiobacter LMG
140", Data represent the means of three biological replicates. + growth; - no growth; w
weakly positive.

Characteristic 1 2 3

Carbon source utilization*

Glycerol + w +
Erythritol w - -
D-ribose + w +
D-xylose + w +
D-glucose w w +
D-fructose w w +
D-mannose w w +
L-sorbose + - -
L-rhamnose + w w
Inulin w - -
D-melezitose w - -
Gentiobiose w w +
D-turanose w w +
D-lyxose + w w
D-tagatose + w W
L-arabitol w + w
Potassium gluconate - + -
Growth at:

37°C + + -
Resistance to (ug per disc):

Cefuroxime (30 pg) w - -
Erythromycin (15 ug) - + +
Nalidixic acid (30 pg) - - w
Penicillin (10 U) - + -
Streptomycin (10 ug) + w +

* Carbon source utilization was evaluated with the API 50CH kit (bioMérieux)
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Agrobacterium rosae NCPPB 1650 (MF447443.1)
Agrobacterium skierniewicense Ch11T (HE646684)

8 Agrobacterium rubi HAMBI 18127 (KF206562.1)
—— Agrobacterium bohemicum R90™ (NZ_PGEL01000024.1)
*‘7— Rhizobium rhizogenes ATCC 113257 (AM418786)
78

Neorhizobium galegae LMG 62147 (AM418779)

Rhizobium tropici CIAT 899" (AM418789)
ED Rhizobium etli CEN 42T (NC_007761.1)

Agrobacterium pusense NRCPB10" (HQ114263.1)
_I—— Agrobacterium salinitolerans YIC5082" (KP142172.1)
— —— Agrobacterium fabaceae CNPSo 2736" (MK352280)

—— Agrobacterium deltaense YIC4121T (KR154039.1)

Agrobacterium radiobacter LMG 140" (AM418785.1)
Agrobacterium fabrum J-077 (FBWI01000007.1)

Bradyrhizobium diazoefficiens USDA 110" (NC_004463.1)

0.02

Fig. S1. Maximum likelihood phylogram based on atpD gene sequences (323 bp). Accession
numbers are indicated in parentheses. 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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89 — Agrobacterium pusense NRCPB10" (HG326946.1)
L— Agrobacterium salinitolerans YIC5082T (KP202170.1)
— Agrobacterium deltaense YIC4121T (KR154024)
88 — Agrobacterium fabaceae CNPSo 27367 (KY040493)

72

Agrobacterium fabrum J-077 (HG326942)
] —— Agrobacterium arsenijevicii KFB 330" (NZ JWIT01000005)

95 Agrobacterium radiobacter LMG 1407 (JN580718.1)
100 | Agrobacterium skierniewicense Ch11" (KX131141.1)
Agrobacterium rubi HAMBI 18127 (BBJU01000003.1)

Agrobacterium larrymoorei ATCC 517597 (MK352281)

Neorhizobium galegae LMG 62147 (HG938353.1)

Rhizobium rhizogenes ATCC 11325" (KF206735.1)
Rhizobium tropici CIAT 899" (EU488791)

0.02

Rhizobium etli CFN 427 (EU488776)
Bradyrhizobium diazoefficiens USDA 110" (NC_004463.1)

Fig. S2. Maximum likelihood phylogram based on ginll gene sequences (438 bp). Accession
numbers are indicated in parentheses. Bootstrap support values of 70 % or greater are
indicated at the nodes. Bradyrhizobium diazoefficiens USDA 1107 was used as outgroup. Bar
indicates two substitutions per 100 nucleotide positions



69

90 — Agrobacterium fabaceae CNPSo 2736" (KY040504)
Agrobacterium deltaense YIC4121" (KR154009)

Agrobacterium pusense NRCPB10T (KP284164.1)

94 L—— Agrobacterium salinitolerans YIC5082" (KP142170.1)

Agrobacterium nepotum 39/77 (HE646685)

Agrobacterium radiobacter LMG 140" (FM164311.1)
95 I Agrobacterium skierniewicense Ch11" (MF537313.1)
Agrobacterium fabrum J-077 (FBWI01000003.1)

Agrobacterium arsenijevicii KFB 330" (KP172485.1)

Neorhizobium galegae LMG 6214 (AM182127)

Rhizobium etli CFN 427 (NC 007761.1)

Rhizobium rhizogenes ATCC 11325 (AM182126)

99

89

Rhizobium tropici CIAT 899" (CP004015.1)

Agrobacterium rubi HAMBI 18127 (KF206814.1)
Agrobacterium rosae NCPPB1650T (MF447446)

—— Agrobacterium larrymoorei ATCC 517597 (FN432355)

Bradyrhizobium diazoefficiens USDA 1107 (NC_004463.1)

0.02

Fig. S3. Maximum likelihood phylogram based on recA gene sequences (268 bp). Accession
numbers are indicated in parentheses. 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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Fig. S4. Cluster analysis of products obtained by BOX- PCR of Agrobacterium fabaceae
CNPSo 2736 and type strains of Agrobacterium pusense and Agrobacterium radiobacter.
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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5. CONCLUSAO

Os estudos polifasicos foram conclusivos para a avaliacdo da posicéo
taxonémica das estirpes em estudo. A estirpe CNPSo 3391, isolada de um nddulo de soja na
provincia Zambézia, em Mocambique foi classificada como Agrobacterium deltaense,
enquanto que para a estirpe CNPSo 27367, isolada de nodulo de feijoeiro inoculado com um
solo do Mato Grosso do Sul, houve a indicacdo de que deve representar uma nova espécie,
para a qual foi sugerido o nome de Agrobacterium fabaceae.



