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“It is not the strongest of the species that 

survives, nor the most intelligent, but the one 

most responsive to change.”  

Charles Darwin 



KLEPA, Milena Serenato. Taxonomia polifásica de isolados de Chamaecrista fasciculata e 

descrição da nova espécie Bradyrhizobium niftali. 2019. 99 p. Dissertação de Mestrado 

(Programa de Pós-graduação em Microbiologia) – Universidade Estadual de Londrina, 

Londrina, 2019. 

 

RESUMO 

 
O crescimento e desenvolvimento vegetal estão intimamente relacionados com a 

disponibilidade de certos nutrientes no solo. O nitrogênio é necessário devido à sua 

participação vital em processos biológicos estruturais, metabólicos e genéticos. A principal 

via de incorporação de nitrogênio à biosfera se dá através da fixação biológica de nitrogênio 

(FBN), um processo dependente da redução enzimática do N2 atmosférico em formas 

assimiláveis para espécies vegetais. A habilidade de fixar N2 é restrita a um grupo restrito de 

bactérias, dentre as quais, os rizóbios se destacam por estabelecerem relações simbióticas com 

plantas da família Fabaceae, através de estruturas especializadas, denominadas nódulos. 

Recentemente, um estudo filogenético sugeriu que a tradicional família Fabaceae fosse 

reclassificada em seis subfamílias, nas quais apenas Papilionoideae e Caesalpinioideae 

apresentam espécies com habilidade nodulífera. Até o presente momento, o gênero 

Bradyrhizobium tem sido relatado como o principal microssimbionte isolado de 

Caesalpinioideae, no entanto, a diversidade de rizóbios isolados dessa subfamília ainda é 

pouco conhecida. Com base em uma abordagem polifásica e visando a descrição de uma nova 

espécie bacteriana, o presente estudo teve como objetivo analisar a diversidade de rizóbios 

isolados de nódulos de Chamaecrista fasciculata, uma leguminosa caesalpinioideae nativa da 

região leste, centro-oeste e sul dos Estados Unidos. Na filogenia do gene ribossomal 16S 

RNAr, as três estirpes CNPSo 3394, CNPSo 3442 e CNPSo 3448, foram agrupadas no 

superclado B. japonicum e compartilharam 100 % de identidade nucleotídica (NI) entre si e 

com B. diazoefficiens, B. betae, B. shewense e B. ottawaense. Tais resultados confirmam a 

alta conservação desse gene para análises filogenéticas em Bradyrhizobium. A filogenia do 

espaço intergênico transcrito (ITS) agrupou as estirpes CNPSo em um clado individual com 

alto suporte estatístico, sendo B. japonicum a espécie mais relacionada. Para melhores 

elucidações filogenéticas no grupo em estudo, foi realizada uma análise concatenada com 

sequências de seis genes housekeeping, atpD, dnaK, glnII, gyrB, rpoB e recA, por meio da 

técnica de MLSA (multilocus sequence analysis), a qual indicou B. diazoefficiens como a 

espécie mais próxima, com 83 % de similaridade. O mesmo padrão filogenético foi verificado 

na filogenia dos genes housekeeping individuais. As filogenias dos genes de nodulação nodC 

e fixação do N2 nifH agruparam as estirpes com B. arachidis, B. forestalis e B. cajanus. A 

estirpe CNPSo 3448 foi selecionada para análises genômicas de ANI (average nucleotide 

identity) e dDDH (digital DNA-DNA hybridization) com as espécies de Bradyrhizobium mais 

relacionadas. Os valores resultantes foram inferiores a 93.3 % no ANI  e 53.50 % na dDDH, 

confirmando que as estirpes CNPSo pertencem a uma nova espécie de Bradyrhizobium. Os 

perfis de BOX-PCR indicaram variabilidade genética elevada entre as estirpes CNPSo. 

Também foi constatada variabilidade fenotípica, principalmente quanto à utilização de fontes 

C e a tolerância a antibióticos. Considerados em conjunto, esses dados suportam a descrição 

de uma nova espécie de Bradyrhizobium, para qual o nome Bradyrhizobium niftali foi 

proposto, com a estirpe CNPSo 3448T (=USDA 10051T =U687T =CL 40T) selecionada como 

estirpe tipo.  

Palavras-chave: Taxonomia polifásica. Bradyrhizobium. Nodulação. Leguminosas. 

Caesalpinioideae.  
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ABSTRACT 

 

Plant growth and development are related to the nitrogen amounts available in the soil due to 

plant requirements for structural, metabolic and genetic processes. Biological nitrogen 

fixation (BNF) is the main process of incorporation of N2, through the enzymatic conversion 

that provide assimilable forms of this element to the plants. The N2 fixation ability is 

restricted to a small group of bacteria, among which the rhizobia are highlighted by the 

symbiotic associations with plants of the Fabaceae family, taking place in specialized 

structures on the plant roots and occasionally on stems, called nodules. Recent phylogenetics 

studies suggested the reclassification of the traditional Fabaceae family into six subfamilies, 

with only Papilionoideae and Caesalpinioideae including nodulation species. To date, the 

Bradyrhizobium genus has been reported as the major microsymbiont of Caesalpinioideae; 

however, the diversity of rhizobia isolated from this subfamily is still poorly known. The 

present study aimed to perform a polyphasic analysis of rhizobia isolated from nodules of 

Chamaecrista fasciculata, a native legume caesalpinioideae, broadly found in eastern, 

midwestern and southern of the United States. Based on 16S rRNA analysis, the  CNPSo 

3394, CNPSo 3442 and CNPSo 3448 strains shared 100 % of nucleotide identity (NI) to each 

other, as well as with B. diazoeficientes, B. betae, B. shewense and B. ottawaense. These 

results confirm the high convervation of the 16S rDNA in Bradyrhizobium. The intergenic 

transcribed space (ITS) phylogeny grouped the CNPSo strains in an individual clade, with B. 

japonicum as the most related species. In order to elucidate the phylogenetic relationships of 

this bacterial group, we performed an MLSA (multilocus sequence analysis) analysis with six 

housekeeping genes, atpD, dnaK, glnII, gyrB, recA, rpoB, and B. diazoefficiens was indicated 

as the closest species, with 83 % of similarity. The same phylogenetic pattern was verified in 

phylograms of the single housekeeping genes. The phylogenies of the nodulation nodC and 

the nitrogen fixation nifH genes grouped the CNPSo strains with B. arachidis, B. forestalis 

and B. cajanus. The genomes of CNPSo 3448 strain was sequenced and compared by ANI 

(average nucleotide identity) and dDDH (digital DNA-DNA hybridization) with the genomes 

of the nearest Bradyrhizobium species. All values were lower than 93.3 % in ANI and 53.50 

% in dDDH, confirming that the CNPSo strains belong to a new species. The BOX-PCR 

profiles indicated high intraspecific genetic diversity between the strains. The most relevant 

differences in phenotypic features in relation to the closest Bradyrhizobium species were on 

the source C assimilation and tolerance to antibiotics. Altogether, these data support the 

description of the CNPSo strains as the novel species Bradyrhizobium niftali sp. nov., with 

CNPSo 3448T (=USDA 10051T =U687T =CL 40T) designated as the type strain. 

 

Key words: Polyphasic taxonomy. Bradyrhizobium. Nodulation. Native legumes. Caesalpinioideae. 
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1. Introdução 

Apesar do vasto conhecimento acumulado acerca dos papéis ecológicos dos 

microrganismos na biosfera, é surpreendente levar-se em conta que somente 15.448 espécies 

de Archaea e Bacteria haviam sido formalmente descritas até 2018, segundo a List of 

Prokaryotic names with Standing in Nomenclature. A taxonomia é a ciência dedicada a 

classificação dos organismos de modo a tornar possível o conhecimento das relações 

evolutivas existentes entre eles e sobre a biodiversidade. Atualmente a abordagem polifásica é 

a mais aceita na classificação de microrganismos, portanto, uma combinação de métodos 

fenotípicos, genotípicos e filogenéticos são empregados na busca de um consenso no 

delineamento de espécies. No entanto, o avanço nas tecnologias de sequenciamento (next-

generation sequencing – NGS) tem repercutido em uma classificação baseada unicamente em 

sequências genômicas, podendo acarretar em verdadeiras revoluções na taxonomia de 

procariotos. 

Dentre as funções ecológicas de cada microrganismo, a fixação biológica de 

nitrogênio (FBN) é um dos processos mais relevantes para a vida na Terra, uma vez que a 

utilização do N2 atmosférico por um pequeno grupo de bactérias e arqueas possibilita a 

sobrevivência de vários outros organismos. A habilidade de reduzir o N2 a NH3 é 

predominantemente conhecida em um grupo de bactérias capazes de se associar 

simbioticamente com uma ampla gama de espécies da família Fabaceae (= Leguminosae). 

Como resultado dessa associação, uma colaboração mútua entre os simbiontes promove o 

desenvolvimento de uma estrutura especializada nas raízes e, ocasionalmente, no caule, 

denominado nódulo, onde ocorre a FBN. Estas bactérias são coletivamente denominadas 

rizóbios e disponibilizam formas assimiláveis do N fixado à leguminosa hospedeira, em troca 

de produtos da fotossíntese. 

Até recentemente, a família Fabaceae era tradicionalmente dividida nas 

subfamílias Caesalpinioideae, Mimosoideae e Papilonoideae (= Faboideae). Entretanto, um 

amplo estudo filogenético realizado entre as leguminosas sugeriu a re-circunscrição desta 

família em Caesalpinioideae, Cercidoideae, Detarioideae, Dialioideae, Duparquetioideae e 

Papilionoideae. Apesar da nodulação ser considerada rara em Caesalpinioideae, Chamaecrista 

é um dos gêneros nodulíferos mais promissores entre as leguminosas. Diferindo quanto aos 

mecanismos de nodulação, as espécies de Chamaecrista variam entre características 

primitivas e avançadas, propondo um evento de origem de nodulação próprio nesse gênero. 

Conforme relatos em vários continentes, o gênero Bradyrhizobium tem sido o principal 
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simbionte isolado, no entanto, os dados são limitados e, até o momento, somente 

Bradyrhizobium ripae foi formalmente descrita como nova espécie isolada de Chamaecrista 

biensis.  

Embora Bradyrhizobium tenha sido um dos primeiros gêneros de rizóbios 

conhecidos, sua taxonomia ainda permanece complexa, estimando-se que grande parte das 

espécies continua desconhecida. Levando em conta a predominância do gênero 

Bradyrhizobium em solos tropicais, estes rizóbios apresentam uma ampla faixa hospedeira 

podendo ser encontrados associados com leguminosas de importância econômica até plantas 

primitivas da subfamília Caesalpinioideae, permitindo sugerir que este gênero é o simbionte 

ancestral de Fabaceae. Sendo assim, estudos focados nessas leguminosas-chave, como é o 

caso de Chamaecrista fasciculata, podem contribuir com questões sobre a história evolutiva 

da simbiose entre rizóbios e leguminosas, bem como para ampliar o conhecimento sobre a 

diversidade do gênero Bradyrhizobium. 
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2. Objetivos 

 

2.1 Objetivo geral 

Realizar uma análise polifásica de propriedades fenotípicas, genéticas e filogenéticas de três 

estirpes de Bradyrhizobium isoladas de nódulos radiculares de Chamaecrista fasciculata, uma 

leguminosa nativa das regiões leste, centro-oeste e sul dos Estados Unidos, visando 

determinar a diversidade desse grupo de bactérias.     

 

2.2 Objetivos específicos 

a) Caracterizar estirpes isoladas de nódulos de Chamaecrista fasciculata quanto aos 

aspectos morfofisiológicos e quimiotaxonômicos;  

b) Analisar a diversidade genética dos rizóbios por meio das técnicas de BOX-PCR; ANI 

(Average Nucleotide Identity); NI (Nucleotide Identity), bem como, determinar o conteúdo de 

guaninas e citosinas presente no genoma; 

c) Investigar as relações filogenéticas dos rizóbios por meio de análises do gene 

ribossomal 16S RNAr, espaço intergênico transcrito (ITS) e MLSA (Multilocus Sequence 

Analysis) com os genes housekeeping atpD, dnaK, glnII, gyrB, recA e rpoB, visando 

determinar a posição taxonômica das estirpes; 

d)  Inferir propriedades simbióticas dos rizóbios por meio da filogenia dos genes 

simbióticos nodC e nifH e testes de capacidade de nodulação em Chamaecrista fasciculata e 

outras espécies de leguminosas.  
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3. Referencial Teórico 

 

3.1 Agricultura sustentável e a fixação biológica de nitrogênio 

Dentre as exigências nutricionais de uma planta, o nitrogênio (N) é o 

elemento requerido em maior quantidade. Isso se deve aos importantes processos estruturais, 

metabólicos e genéticos, nos quais o N é um constituinte essencial para a formação de ácidos 

nucleicos, aminoácidos e proteínas (DE BRUIJN, 2015; FAQUIN, 2005; TAIZ et al., 2017). 

Embora o N, na forma de N2, seja predominante entre os gases da atmosfera terrestre, a tripla 

ligação covalente que envolve os dois átomos é extremamente forte e estável. Desta forma, a 

assimilação direta por plantas e pela grande maioria dos organismos vivos é inviabilizada 

(BRILL, 1977). A limitação de tal nutriente no solo afeta diretamente o crescimento e o 

desenvolvimento vegetal em ecossistemas naturais ou cultivos agrícolas. Para a nutrição das 

plantas, o N deve ser fornecido por formas inorgânicas combinadas ou fixadas, como nitrato 

(NO3
 -) e amônio (NH4

+), passíveis de metabolização (TAIZ et al., 2017).  

No solo, o N disponível para as plantas é representado por compostos 

inorgânicos, decorrentes de processos da decomposição da matéria orgânica, como a 

amonificação e a nitrificação, cuja disponibilidade depende das condições ambientais e da 

natureza química da matéria orgânica presente no solo (SIQUEIRA et al., 1994). Em relação 

ao território brasileiro, as condições climáticas e de umidade aceleram os processos de 

decomposição da matéria orgânica, resultando em perdas por volatilização e lixiviação. Neste 

caso, o reservatório de N torna-se limitado e rapidamente esgotado ao longo dos cultivos 

(HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2007). Outra maneira de suprir as exigências vegetais se 

dá por meio de processos naturais, tais como descargas elétricas, combustão e vulcanismo. 

Este processo é denominado fixação não biológica e, da mesma forma que o primeiro, 

contribui com uma pequena porcentagem do aporte de N à biosfera (NEWTON, 2000; 

HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2007). 

A introdução da fertilização nitrogenada em culturas agrícolas acarretou em 

um substancial aumento na produção de alimentos. Nessas circunstâncias, a utilização desses 

insumos foi repercutida como a solução mais eficaz para a deficiência nutricional de plantas, 

sendo amplamente utilizada até os dias atuais (GRAHAM; VANCE, 2003). Por outro lado, o 

processo de fixação industrial envolve elevados custos financeiros e ao meio ambiente. 

Estima-se que a produção de uma tonelada de NH3 demande a combustão de, 



 

19 
 

aproximadamente, seis barris de petróleo, uma fonte de energia não renovável que, 

consequentemente, implica na emissão de gás carbônico (CO2), um agravante do efeito estufa 

(HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2007; FERGUSON et al., 2010).  

Além disso, outros severos impactos ambientais estão associados às práticas 

de fertilização nitrogenada. Apesar de considerada uma fonte prontamente disponível, em 

geral, as plantas não assimilam todo o N aplicado de forma eficiente, resultando em perdas de, 

aproximadamente, 50 % do insumo sob condições tropicais. O excesso de N no solo tem a 

possibilidade de ser lixiviado para rios, lagos, reservatórios e lençóis freáticos, colocando em 

risco a biodiversidade aquática e a saúde humana, além disso, o solo pode passar por um 

processo de acidificação. Esse N restante ainda é passível de volatilização e desnitrificação, 

resultando na emissão de gases de efeito estufa, como os óxidos de nitrogênio (NOx) 

(ERISMAN et al., 2013; DE BRUIJN, 2015). 

O principal meio de incorporação de N à biosfera se dá pela conversão 

enzimática do nitrogênio atmosférico (N2) a amônia (NH3), em um processo realizado 

exclusivamente por organismos procarióticos, denominado fixação biológica de nitrogênio 

(FBN). Ambientes naturais e agrícolas são beneficiados pela ação de organismos fixadores de 

nitrogênio, tanto pela reposição do conteúdo de N perdido via água ou gases, quanto pela 

redução do uso de fertilizantes nitrogenados. Nessas circunstâncias, essa etapa do ciclo do N é 

quase tão importante para a vida quanto a fotossíntese e contribui com 65 % do aporte total 

deste nutriente adentrado na Terra (DIXON; KAHN, 2004; ORMEÑO-ORRILLO; 

HUNGRIA; MARTINEZ-ROMERO, 2013).  

Microrganismos fixadores de nitrogênio estão distribuídos em pouco mais 

de 100 filos do domínio Bacteria, enquanto que em Archaea, são restritos apenas às 

metanogênicas pertencentes ao filo Euryarchaeota (ORMEÑO-ORRILLO; HUNGRIA; 

MARTINEZ-ROMERO, 2013; DE BRUIJN, 2015). A habilidade de fixar N2 é atribuída à 

presença dos genes nif, cujos produtos resultam na síntese do complexo enzimático chave da 

FBN, a nitrogenase. Em sua estrutura clássica, a nitrogenase é composta por Ferro-proteína 

(Fe-proteína) e Molibdênio-Ferro-proteína (MoFe-proteína), sendo esta última subunidade a 

portadora do sítio ativo da enzima. No entanto, ambas são altamente sensíveis ao oxigênio 

(O2) e dependentes de elevadas quantidades de energia (POSTGATE, 1982; DIXON; KAHN, 

2004).  
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A redução do N2 a NH3 envolve a ação de carreadores de elétrons, tais como 

ferrodoxina ou flavodoxina. Estes reduzem a Fe-proteína, a qual subsequentemente transfere 

os elétrons recebidos para a MoFe-proteína, em um processo que demanda a hidrólise de dois 

ATP. O substrato ligado ao sítio ativo é reduzido, ao passo que prótons são reduzidos a H2. A 

redução completa de N2 é dada pelo acúmulo de oito elétrons. Nestas circunstâncias, a 

estequiometria da reação consiste em: N2 + 8H+ + 8e- + 16MgATP → 2NH3 + H2 + 

16MgADP + 16Pi (KIM; REES, 1994). 

Apesar de encontrados em hábitats variados, o solo abriga uma vasta 

diversidade de bactérias fixadoras de nitrogênio, também denominadas diazotróficas. Além 

das bactérias de vida livre, outras têm a possibilidade de estabelecer associações com plantas 

em diferentes graus de especificidade, podendo ser diferenciadas como associativas, 

endofíticas e simbióticas. Estas últimas são compreendidas por bastonetes Gram-negativos e 

aeróbicos, coletivamente denominadas rizóbios (HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2007; 

PEIX et al., 2015; MUS et al., 2016). Em meio a tais associações, os rizóbios se destacam 

pela habilidade de estabelecerem relações simbióticas com plantas da família Fabaceae (= 

Leguminosae). Esta relação é capaz de promover alterações em ambos os simbiontes, 

culminando no desenvolvimento de estruturas especializadas, denominadas nódulos, as quais 

são encontradas nas raízes e, ocasionalmente, nos caules. No interior destas estruturas, as 

bactérias recebem proteção contra o O2 e suprimento de carbono, possibilitando a redução do 

N2 de forma eficiente, o qual é distribuído aos tecidos vegetais (OLDROYD; DOWNIE, 

2004; VELÁZQUEZ; SILVA; PEIX, 2010).  

3.2 Família Fabaceae e o gênero Chamaecrista 

Sendo composta por aproximadamente 751 gêneros e 19.500 espécies, a 

família Fabaceae é considerada a terceira maior entre as angiospermas (LPWG, 2013). 

Tradicionalmente, as leguminosas são separadas em três subfamílias: Caesalpinioideae, 

Mimosoideae e Papilonoideae (=Faboideae), nas quais a ocorrência de nodulação é 

considerada rara em espécies de Caesalpinioideae e mais abrangente em Mimosoideae e 

Papilinoideae (DE FARIA et al., 1984; CORBY, 1988; DIABATE et al., 2005; SPRENT, 

2007).  

No entanto, um estudo baseado na filogenia de um importante marcador 

molecular de leguminosas, o gene plastidial matK, foi realizado em cerca de 90 % dos gêneros 
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já descritos na família, sugerindo uma nova classificação para Fabaceae. Além disso, 

características morfológicas detalhadas têm sido incluídas na taxonomia de leguminosas, 

como por exemplo, a presença de nodulação. A proposta é que a família seja composta por 

seis subfamílias, sendo elas: Cesalpinioideae, Cercidoideae, Detarioideae, Dialioideae, 

Duparquetioideae e Papilionoideae (ANDREWS; ANDREWS, 2017; LPWG, 2017; 

SPRENT; ARDLEY; JAMES, 2017).  

Nesta nova classificação, a parafilética subfamília Caesalpinioideae abrange 

apenas as tribos Cassieae, Caesalpinieae e a antiga subfamília Mimosoideae. Sendo assim, 

essa subfamília agora é representada pelo clado Mimosoideae-Cesalpinieae-Cassieae (MCC) 

já conhecido entre as leguminosas. Apesar disso, essa reclassificação de Mimosoideae tem 

gerado discussões, sendo considerada um clado distinto dentro de Caesalpinioideae. As 

subfamílias Cercidoideae, Detarioideae, Dialioideae e Duparquetioideae não apresentam 

habilidade de nodulação e foram reclassificadas de tribos de Caesalpinioideae para a atual 

categoria. Por fim, a sexta subfamília foi mantida com seu caráter monofilético como 

Papilionoideae (DIABATE et al., 2005; LPWG, 2017; SPRENT; ARDLEY; JAMES, 2017).  

A origem da nodulação na família Fabaceae ainda é uma característica 

extensivamente discutida, tendo a possibilidade de se afirmar que houveram vários eventos de 

origem de nodulação independentes entre os grupos (DOYLE, 2011). Além de prevalecer no 

clado mimosoideae, a nodulação em Caesalpinioideae está presente tanto na tribo 

Caesalpinieae, sendo representada pelos gêneros Dimorphandra, Erythropleum, 

Campsiandra, Jacqueshueberia, Melanoxylon, Tachigali e Moldenhawera, quanto na tribo 

Cassieae, onde o gênero Chamaecrista se destaca por ser o único capaz de nodular (DE 

FARIA et al., 1984; DIABATE et al., 2005; FONSECA et al., 2012; SPRENT; ARDLEY; 

JAMES, 2013; YAO et al., 2015).  

Abrangendo cerca de 330 espécies, o gênero Chamaecrista foi o primeiro a 

ser segregado do gênero Cassia. Em relação a sua geografia, o gênero apresenta distribuição 

Pantropical, sendo menos recorrente na África, Ásia e Austrália, porém, é um dos únicos 

gêneros de leguminosas nodulíferas que se estende para áreas temperadas (IRWIN; 

BARNEBY, 1976; SPRENT; ARDLEY; JAMES, 2013). Conforme Souza e Bortoluzii 

(2015) enumeraram, a flora brasileira abrange cerca de 256 espécies de Chamaecrista, dentre 

as quais 207 são endêmicas do país, ocorrendo principalmente nos estados da Bahia e Minas 

Gerais, cujos Campos Rupestres e domínios de Cerrado apresentam elevados níveis de 



 

22 
 

endemismo, sendo considerados grandes centros de diversificação deste gênero (BARNEBY, 

1994, 1999; DE SOUZA; DA SILVA, 2015; RANDO et al., 2016). As espécies de 

Chamaecrista variam entre hábitos arbóreo, arbustivo e herbáceo (TOZZI, 2016), havendo 

relatos de nodulação em todos esses tipos de plantas (DE FARIA; MCINROY; SPRENT, 

1987; DIABATE et al., 2005; DOS SANTOS et al., 2017).   

Nativa do leste, centro-oeste e sul dos Estados Unidos, a espécie 

Chamaecrista fasciculata (Michx.) Greene é encontrada em regiões de pradarias, florestas de 

savana, pastagens, entre outros ecossistemas, sobrevivendo em solos arenosos ou argilosos, 

com pouca disponibilidade de água e pH ácido (HOUCK, 2006). As plantas são anuais e 

herbáceas, representadas por flores amarelas, comumente utilizadas para ornamentação e 

produção de mel (MORRIS, 2012). Suas folhas e sementes são amplamente utilizadas como 

fonte nutricional para animais selvagens, contudo, apresentam uma substância catártica que é 

tóxica e pode levar à morte (USDA, 2011a). Quando associadas com certas plantas, reduzem 

consideravelmente a herbivoria, podendo ser aplicadas no controle biológico de pragas 

(JEZOREK; STILING; CARPENTER, 2011). Além disso, por apresentar uma rápida taxa de 

crescimento e habilidade de nodulação, C. fasciculata tem apresentado grande potencial no 

controle da erosão, melhoria da fertilidade do solo e reabilitação de áreas degradadas 

(TLUSTY; GROSSMAN; GRAHAM, 2004; USDA, 2011b; HENSON; CORY; RUTTER, 

2013; BEYHAUT et al., 2014).
 

Apesar de poucas informações sobre a nodulação em C. fasciculata, Parker 

e Kennedy (2006) isolaram rizóbios pertencentes a linhagens do grupo B. elkanii em New 

Haven, Connecticut, EUA. Em relação à FBN, Gopalasubramaniam et al. (2008) indicaram a 

proteína leghemoglobina de C. fasciculata como um suposto ancestral da leghemoglobina dos 

demais legumes. Nesse contexto, recomenda-se a utilização de C. fasciculata como um 

modelo biológico dentro de leguminosas, tendo a possibilidade de auxiliar na resolução de 

questões associadas à origem da família Fabaceae e da nodulação. Além disso, o pequeno 

porte de C. fasciculata, bem como, o rápido tempo de geração, o genoma sequenciado e a 

compatibilidade com diversos ecossistemas facilitam o estudo em laboratório, podendo 

ampliar as perspectivas em sistemas experimentais para além dos modelos de papilionoideae 

comumente estudadas, como Glycine max, Medicago truncatula e Lotus japonicus (SINGER 

et al., 2009). 
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3.3 Simbiose rizóbio-leguminosa: infecção bacteriana e organogênese de nódulos 

radiculares  

Diante da diversidade de macro e microssimbiontes existentes e das 

condições ambientais nos quais são submetidos, três diferentes mecanismos de nodulação 

podem ocorrer, sendo eles: infecção via pelos radiculares; infecção por rachaduras ou, ainda, 

através da epiderme intacta (SPRENT; DE FARIA, 1989; SPRENT; ARDLEY; JAMES, 

2013). A simbiose rizóbio-leguminosa consiste em duas etapas consecutivas de infecção e 

organogênese de nódulos. De acordo com a leguminosa à qual estão associados, os rizóbios 

podem induzir dois tipos principais de nódulos, sendo que as diferenças entre eles são úteis 

para taxonomia de leguminosas. Nódulos indeterminados são caracterizados por um 

crescimento meristemático apical persistente, que resulta em uma morfologia alongada e por 

vezes ramificada, presentes em todos os representantes da subfamília Caesalpinioideae e 

Mimosoideae. Já os nódulos determinados não apresentam um meristema e as divisões 

celulares cessam logo após o início da organogênese. A morfologia é esférica decorrente do 

aumento de tamanho das células ao invés de divisões celulares e são comumente encontrados 

na soja (Glycine max) e feijão (Phaseolus vulgaris) (HIRSCH, 1992; SPRENT; ARDLEY; 

JAMES, 2013, 2017). 

O processo de infecção via pelos radiculares tem sido foco da maioria dos 

estudos da simbiose rizóbio-leguminosa. Leguminosas que realizam esse tipo de infecção 

podem ser exemplificadas pela soja, feijão, alfafa e ervilha. O primeiro contato entre os 

simbiontes se dá via exsudados radiculares, dentre os quais, os flavonoides atraem as bactérias 

para a rizosfera da planta, estimulando a multiplicação celular e, principalmente, interagindo 

com proteínas bacterianas (nodD) que regulam a transcrição dos genes de nodulação (nod, 

noe e nol). Esses genes participam da síntese dos fatores de nodulação (fatores Nod), 

moléculas sintetizadas pelos rizóbios e essenciais à nodulação e estruturalmente representadas 

por lipoquitooligossacarídeos (LCOs) de cadeia variável. Os fatores Nod são codificados 

pelos genes nod, localizados no operon nodABC, enquanto que os produtos de outros genes de 

nodulação (como os genes noe e nol) atuam provocando modificações em tais fatores 

conferindo, assim, especificidade ao hospedeiro (SCHULTZE; KONDOROSI, 1998; 

HUNGRIA et al., 1994; JONES et al., 2007). 

Os fatores Nod participam tanto da infecção bacteriana, quanto no 

desenvolvimento dos nódulos, provocando alterações fenotípicas e fisiológicas na planta 
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hospedeira, como o encurvamento de pelos radiculares, multiplicação de células corticais e, 

consequentemente, o desenvolvimento do primórdio do nódulo. Em conjunto com os fatores 

Nod, os rizóbios ainda liberam polissacarídeos de superfície que favorecem a invasão 

bacteriana via pelo radicular. Em resposta, as paredes celulares vegetais são dissolvidas e um 

cordão de infecção é formado na extremidade do pelo radicular encurvado. À medida que as 

bactérias se multiplicam, o cordão de infecção se estende ao córtex vegetal, possibilitando a 

penetração dos rizóbios nas células do primórdio do nódulo (HUNGRIA et al., 1994; 

OLDROYD et al., 2011). Um exemplo desse processo é ilustrado na figura 1 e figura 2c. No 

citoplasma, as bactérias são envolvidas por uma membrana peribacteroidal advinda da célula 

hospedeira, a qual mantém os rizóbios em compartimentos denominados simbiossomos, onde 

se diferenciam em bacteroides capazes de fixar nitrogênio atmosférico, conforme 

exemplificado na figura 3b (SADOWSKY; GRAHAM; SUGAWARA, 2013).  

No interior dos nódulos, para que a conversão enzimática de N2 a NH3 seja 

viabilizada pelos bacteroides, faz-se necessária a expressão da proteína leghemoglobina, a 

qual se liga ao O2 e tem como função manter um ambiente de microaerofilia permissivo à 

FBN. A expressão de leghemoglobina pode alterar a coloração do interior dos nódulos, sendo 

um indicativo para FBN. Quando apresentam coloração rósea, indicam a presença ativa da 

proteína, ao contrário do que é visualizado em nódulos com o interior branco (JONES et al., 

2007); em nódulos senescentes ou ineficientes, a coloração é escura ou esverdeada. A NH3 

resultante da atividade da nitrogenase se associa aos íons H+ abundantes nos bacteroides, 

sendo então convertida a íons amônio (NH4
+) e distribuída aos tecidos vegetais na forma de 

compostos orgânicos de N, como as amidas, aminoácidos e ureídos (HUNGRIA; CAMPO; 

MENDES, 2007; SANTOS; REIS, 2008). Desta forma, a associação simbiótica entre rizóbios 

e leguminosas confere vantagem ecológica às diversas espécies da família Fabaceae, quando 

comparada com vegetais pertencentes a outras famílias botânicas (PEIX et al., 2015). 
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Durante um longo período, os genes de nodulação foram considerados 

universais entre os rizóbios. No entanto, Giraud et al., (2007) relataram a ausência dos genes 

nodABC no genoma de duas estirpes de Bradyrhizobium fotossintéticas, capazes de 

desenvolverem nódulos nos caules de duas espécies da leguminosa aquática do gênero 

Aeschynomene, indicando a existência de um mecanismo alternativo na organogênese dos 

nódulos. Além disso, Menna e Hungria (2011) encontraram uma alta diversidade nos genes de 

nodulação de 40 estirpes de Bradyrhizobium, dentre as quais, três estirpes isoladas de 

diferentes espécies de leguminosas não apresentaram os genes nodA e nodY/K, apontando que 

a ausência de genes de nodulação pode não ser uma característica exclusiva de 

Bradyrhizobium fotossintéticas nodulíferas de caule.  

Embora grande parte dos estudos de simbiose sejam voltados para o 

processo via pelos radiculares, processos alternativos de infecção persistem em cerca de 25% 

de Fabaceae (SPRENT, 2007). De modo geral, esses processos de invasão não usuais 

envolvem a penetração do espaço intercelular do hospedeiro via cavidades naturalmente 

existentes na epiderme da raiz, denominados entrada por rachaduras (crack entry) (figura 2b). 

Esse tipo de infecção tem sido descrito em certas leguminosas subtropicais, cujos mecanismos 

são similares, porém, normalmente variam em relação ao sítio de penetração e ao modo de 

propagação dos rizóbios ao longo do córtex da raiz, podendo ser observada a presença ou 

ausência de cordões de infecção (SPRENT; FARIA, 1989; BOOGERD; VAN ROSSUM, 

1997; HADRI et al., 1998; SPRENT, 2007; IBÁÑEZ; WALL; FABRA, 2017).  

Figura 4. Infeccção e organogênese de nódulos via pelos radiculares. A) Troca de sinais moleculares entre rizóbios e raíz 

da planta. B) Encurvamento dos pelos radiculares e início da infecção. C) Formação do cordão de infecção. D) 

Penetração das bactérias no primórdio do nódulo. Modificada de Oldroyd (2013). 
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Dentre as leguminosas que realizam tais processos, a mimosoideae aquática 

Neptunia natans é invadida por Rhizobium mediante fissuras ocasionadas pela emergência das 

raízes laterais e a disseminação rizobiana é dada por células colapsadas, onde as bactérias se 

acumulam em uma estrutura semelhante a cordões de infecção (SUBBA-RAO et al., 1995). 

Na simbiose entre Arachis hipogae (amendoim) e Bradyrhizobium (CHANDLER, 1978; 

BOOGERD; van ROSSUM, 1997) e Stylosanthes e Rhizobium (CHANDLER; DATE; 

ROUGHLEY, 1982), ambas papilonoideae, o acesso ao meio intercelular do hospedeiro se dá 

por espaços entre os pelos radiculares e as células epidérmicas. Entretanto, o modo como as 

bactérias se propagam difere, ocorrendo através da lamela média e por meio de um 

progressivo colapso de células previamente infectadas, respectivamente. 

Além disso, um terceiro modo de infecção pode ser exemplificado por 

Mimosa scabrella, uma leguminosa arbórea invadida por Rhizobium através da epiderme 

intacta (figura 2a). Nesse caso, as bactérias apresentam enzimas capazes de degradar o 

mucigel e camadas de parede vegetal. Sendo assim, adentram o meio intercelular hospedeiro 

em locais onde há apenas uma camada de parede (DE FARIA; HAY; SPRENT, 1988; 

SPRENT; FARIA, 1989). 

Pouco se sabe sobre os mecanismos de infecção e organogênese de nódulos 

na subfamília Caesalpinioideae (FONSECA et al., 2012; IBÁÑEZ; WALL; FABRA, 2017). 

O primeiro trabalho da estrutura dos nódulos nesta subfamília foi realizado por de Faria; 

McInroy; Sprent (1987), que revelaram a ocorrência de bacteroides confinados a uma fina 

camada de parede celular hospedeira, em uma estrutura semelhante a um cordão de infecção. 

Figura 5. Comparação entre processos de infecção e organogênese de nódulos. A) Infecção intercelular ou através da 

epiderme intacta. B) Infecção por meio de rachaduras (crack entry), podendo ser observado a presença de cordões de infecção 

ou não. C) Infecção via pelos radiculares com o desenvolvimento do cordão de infecção. Modificado de Madsen et al., (2010). 
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Ao contrário do comum, a liberação dos rizóbios no citoplasma não foi observada em todas as 

espécies analisadas, as quais variaram entre hábitos arbóreo e arbustivo. A referida estrutura é 

denominada cordão de infecção persistente ou cordão de fixação, podendo ser encontrada em 

poucas espécies de Papilionoideae, bem como em Parasponia, uma não leguminosa capaz de 

estabelecer relação simbióticas com rizóbios, mas não em Mimosoideae (DE FARIA; 

McINROY; SPRENT, 1987; TRINICK, 1979). Um exemplo desta estrutura está representado 

na figura 3b. A partir disso, sugere-se que os cordões de infecção surgiram em estágios 

primitivos do processo de compatibilidade entre hospedeiro e microssimbionte, não sendo 

primeiramente utilizados para infecção, tal como ocorre via pelos radiculares em leguminosas 

“avançadas” (DE FARIA; McINROY; SPRENT, 1987; SPRENT; DE FARIA, 1989; 

SPRENT, 2007). 

 

Figura 6.  Micrografia comparativa de simbiossomos e cordão de infecção persistente. (A) bacteroides liberados 

do cordão de infecção em simbiossomos e (B) bacteroides retiros em cordão de infecção persistente ou cordão de 

fixação. Modificado de Sprent, Ardley e James (2013). 

Apesar dos cordões de infecção persistentes serem comumente encontrados 

em leguminosas de Caesalpinioideae, o gênero Chamaecrista foi avaliado quanto à 

organogênese dos nódulos radiculares, sendo designado por apresentar uma posição anômala 

em termos evolutivos. Dentre as 14 espécies do gênero analisadas por Naisbitt; James e 

Sprent (1992), apenas três apresentaram rizóbios persistindo em cordões de infecção; as três 

leguminosas arbóreas foram coletadas no Brasil, sugerindo uma característica 

geograficamente distribuída. Já em C. fasciculata advinda dos Estados Unidos, não foram 

observados cordões de infecção persistentes. Contudo, em comparação com as demais 

espécies, esta apresentou a maior proporção de células infectadas contendo uma alta 

densidade de bactérias, típico de leguminosas cujos bacteroides são liberados na forma de 
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simbiossomos no citoplasma (NAISBITT; JAMES; SPRENT, 1992). É proposto, ainda, que a 

infecção em C. fasciulata ocorra por meio de rachaduras e posteriormente desenvolva os 

cordões de infecção, uma vez que apesar dos cordões estarem presentes em pelos radiculares, 

eram abortados, sendo encontrado em algumas células do nódulo (HIRSCH et al., 2009). 

Desta forma, a recorrência dos microssimbiontes de Chamaecrista apresentando cordões de 

infecção persistente em espécies arbóreas, e a liberação em simbiossomos em herbáceas, pode 

representar seu próprio evento evolutivo de nodulação (DOYLE, 2011; NAISBITT; JAMES; 

SPRENT, 1992; SPRENT; ARDLEY; JAMES, 2013).  

Ainda não se conhece a exata relação desses mecanismos de infecção 

alternativos e a ausência dos genes nodABC (GIRAUD et al., 2007). O que tudo indica é que 

as leguminosas que apresentam mecanismos de infecção alternativos não utilizam os fatores 

Nod nas primeiras etapas de reconhecimento e sinalização, visto que a porta de entrada não é 

o pelo radicular. No entanto, tais moléculas normalmente são requeridas em outras etapas, 

como a indução da divisão de células corticais e a formação do primórdio do nódulo, como é 

o caso de A. hypogae (IBÁÑEZ; FABRA, 2011). Outro exemplo é Sesbania rostrata, que é 

invadida por rachaduras epidérmicas, sendo os fatores Nod necessários para induzir a morte 

celular e permitir o desenvolvimento de um “pacote” de infecção, conduzindo à colonização 

do córtex vegetal (CAPOEN et al., 2010). Rizóbios que não apresentam genes nodABC 

podem apresentar invasão através de rachaduras, porém, a organogênese dos nódulos 

provavelmente depende do sistema de secreção funcional do tipo III (T3SS), uma maquinaria 

secretora inicialmente identificada em patógenos de animais e plantas, ou via mecanismos 

ainda desconhecidos (OKAZAKI et al., 2013, 2015). 

3.4 Taxonomia microbiana 

A taxonomia microbiana é o estudo que organiza os microrganismos de 

maneira ordenada, através de um sistema hierárquico capaz de presumir as relações evolutivas 

que ocorrem naturalmente subsidiando, assim, a compreensão da origem da vida (MOORE et 

al., 2010; KÄMPFER, 2012; KÄMPFER; GLAESER, 2012). A terminologia da palavra 

taxonomia tem sido recorrentemente discutida. Em muitos estudos, é considerada como 

sinônimo de sistemática, no entanto, outros autores definem a taxonomia como a teoria e a 

prática da classificação de organismos, baseada nas premissas da sistemática, a qual inclui 

fatores evolutivos (STACKEBRANDT, 2006).  
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Segundo Tindall et al. (2010), a taxonomia bacteriana envolve três 

processos fundamentais correlacionados. A classificação é a etapa compreendida pela 

disposição dos organismos de maneira hierárquica em categorias, de acordo com a 

similaridade (por exemplo, domínio, filo, classe, ordem, família, gênero, espécie). Já a 

nomenclatura tem por finalidade atribuir nomes às categorias taxonômicas definidas, sendo as 

categorias de família, gênero, espécie e subespécie para bactérias determinadas conforme os 

critérios propostos no “International Code of Nomenclature of Bacteria”. Tratando-se de 

estirpes com taxonomia ainda desconhecida, isto é, estirpes recém isoladas, o último processo 

chave da taxonomia, a identificação, é levado em conta. Metodologias simples e rápidas são 

empregadas com a finalidade de alocar a estirpe em um grupo taxonômico já classificado e 

nomeado (VANDAMME et al., 1996; MOORE et al., 2010; KÄMPFER; GLAESER, 2012). 

No entanto, se essas estirpes apresentarem uma taxonomia ainda indefinida, uma minuciosa 

análise deverá ser realizada, a fim de descrever o novo táxon e, posteriormente, nomeá-lo, 

evidenciando, assim, a complementariedade dos processos.   

Os trabalhos pioneiros na classificação microbiana foram implementados 

por Ferdinand Cohn (1872-1875), que organizou um esquema de classificação composto por 

seis gêneros distinguidos com base em critérios morfológicos (STACKEBRANDT, 2006). À 

medida que novas técnicas foram desenvolvidas, características fisiológicas e bioquímicas 

também passaram a ser consideradas, bem como a utilização de marcadores 

quimiotaxonômicos, visando à universalização de um sistema de classificação microbiana 

(ROSSELLÓ-MÓRA; AMANN, 2001). Com a sistematização dos computadores, a 

taxonomia numérica garantiu maior robustez à classificação de organismos (VANDAMME; 

PEETERS, 2014). Nas décadas seguintes, estudos com o DNA impulsionaram o 

desenvolvimento de técnicas moleculares, tais como a determinação do conteúdo de guaninas 

e citosinas no genoma (mol% G+C) e a hibridização DNA-DNA (HDD), as quais sugeriam 

que os microrganismos poderiam ser apropriadamente classificados a partir de comparações 

entre genomas (ROSSELLÓ-MÓRA; AMANN, 2001; MOORE et al., 2010; TINDALL et al., 

2010).  

A busca de marcadores moleculares que refletissem as relações evolutivas 

entre os organismos culminou em uma verdadeira revolução na taxonomia microbiana. Com o 

surgimento da técnica de PCR e sequenciamento dos genes que compõem a subunidade 

menor do ribossomo, 16S RNAr (procariotos) e 18S RNAr (eucariotos), todos os organismos 
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vivos foram agrupados em uma categoria superior ao reino, denominada domínio, sendo eles, 

Bacteria, Archaea e Eukarya. Nesse cenário, foi estabelecido um novo sistema taxonômico 

hierárquico, baseado em um marcador molecular, o qual possibilitou a inclusão de inferências 

filogenéticas na classificação microbiana (WOESE; KANDLER; WHEELIS, 1990; STALEY, 

2006; KÄMPFER; GLAESER, 2012).  

Os caminhos percorridos pela taxonomia microbiana ao longo das décadas, 

associados ao desenvolvimento tecnológico, permitiram conceituar a abordagem de 

classificação dos microrganismos amplamente utilizada atualmente. Denomina-se taxonomia 

polifásica o conjunto de informações fenotípicas, genotípicas e filogenéticas dos 

microrganismos, as quais indicam uma unanimidade na determinação de novos taxa 

(VANDAMME et al., 1996; VANDAMME; PEETERS, 2014; ROSSELLÓ-MÓRA; 

AMANN, 2015).  

3.5 Técnicas da abordagem polifásica  

3.5.1 Técnicas filogenéticas 

Estudos da evolução de grupos bacterianos se baseiam principalmente na 

filogenia de genes constitutivos, como os ribossomais e housekeeping.  Genes ribossomais são 

encontrados em células de todos organismos vivos e seu papel fundamental na síntese de 

proteínas fez com que, ao longo da evolução, sua função fosse mantida, de modo a torná-los 

conservados (WOESE; KANDLER; WHEELIS, 1990). Em relação aos procariotos, as 

sequências do gene 16S RNAr apresentam aproximadamente 1.500 pares de bases (pb), o que 

facilitou o desenvolvimento de softwares capazes de interpretá-las. Por consequência, uma 

diversidade de sequências foi depositada em bancos de dados mundiais (STACKEBRANDT, 

2006; CASE et al., 2007; KÄMPFER; GLAESER, 2011). De acordo com Velázquez et al. 

(2017), o sequenciamento do 16S RNAr forneceu informações relevantes para a taxonomia 

dos rizóbios, promovendo inúmeras reclassificações entre as espécies descritas, as quais eram 

anteriormente classificadas em relação à planta hospedeira.  

Apesar do 16S RNAr ser considerado um gene estável geneticamente por 

apresentar regiões que carregam informações sobre eventos evolutivos primitivos, dadas por 

regiões de alto grau de conservação, é possível encontrar regiões variáveis (LUDWIG et al., 

1998). Algoritmos matemáticos baseados em modelos de evolução avaliam duas sequências 

alinhadas de acordo com o número e o tipo da divergência, resultando em árvores 
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filogenéticas, por onde as inferências são realizadas (LUDWIG; KLENK, 2001). O grau de 

divergência presente no 16S RNAr permite estimar a distância filogenética entre estirpes, por 

esse motivo, a molécula é considerada um cronômetro molecular na taxonomia de procariotos 

(STACKEBRANDT, 2006).  

No entanto, para o delineamento de espécies, o poder de resolução do 16S 

RNAr tem sido extensivamente discutido, principalmente quando se trata de espécies muito 

próximas filogeneticamente, como é o caso do gênero Bradyrhizobium. É possível que haja 

uma predominância das regiões conservadas, sendo assim, duas estirpes podem compartilhar 

sequências do gene idênticas e variar em relação a outras regiões do genoma, restringindo 

essa análise à uma identificação a nível de gênero (STACKEBRANDT et al., 2002; 

KÄMPFER; GLAESER, 2011). Além disso, já foi relatada a presença de heterogeneidade 

entre múltiplas cópias do 16S RNAr presentes no genoma, podendo resultar em uma 

subestimação da diversidade microbiana (PEI et al., 2010; KIM et al., 2014). Ao contrário do 

que se acreditava, alguns estudos evidenciaram a presença de transferência horizontal de tais 

genes entre alguns taxa bacterianos (SCHOULS; SCHOT; JACOBS, 2003), o que pode 

promover interpretações errôneas de árvores filogenéticas (ZHI et al., 2012).  

Diante das limitações com a análise exclusiva do gene 16S RNAr, a técnica 

de Multilocus Sequence Analysis (MLSA) vem sendo utilizada para uma resolução mais 

acurada de espécies (STACKEBRANDT et al., 2002; GEVERS et al., 2005; KÄMPFER; 

GLAESER, 2011). A técnica consiste na concatenação de vários genes fundamentais do 

metabolismo basal bacteriano (housekeeping), devido ao grau de conservação e onipresença 

nas estirpes (GLAESER; KÄMPFER, 2015). Apesar de conservados, os genes housekeeping 

apresentam uma taxa de evolução mais acelerada quando comparados aos genes ribossomais 

gerando, assim, maiores informações filogenéticas. A concatenação consiste na análise 

conjunta e ordenada de tais sequências, permitindo um efeito “tampão” contra os eventos de 

recombinação e transferência horizontal possíveis na análise de um único gene (GEVERS et 

al., 2005; SCHLEIFER, 2009).   

As principais exigências da técnica são quanto aos genes escolhidos, os 

quais necessitam estar presentes em uma única cópia no genoma, apresentar tamanho 

condizente com a quantidade de informações necessárias para reconstruções filogenéticas e a 

capacidade do sequenciador. Além disso, os dados resultantes devem apresentar congruência 

com 16S RNAr, HDD ou ANI (THOMPSON et al., 2005; VANDAMME; PEETERS, 2014; 
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GLAESER; KÄMPFER, 2015). O número de genes utilizados reflete diretamente o poder 

discriminatório da técnica, sendo recomendado a utilização de cinco genes ou mais 

(STACKEBRANDT et al., 2002; GLAESER; KÄMPFER, 2015). A filogenômica se baseia 

na análise filogenética através de dados genômicos. Alguns softwares disponíveis realizam 

inferências filogenéticas por meio de 31 a 400 genes housekeeping retirados do genoma. 

Sendo assim, é capaz de fornecer maiores informações filogenéticas, especialmente para 

categoria gênero ou níveis mais elevados. Futuramente, espera-se que os táxons mal 

classificados possam ser reorganizados usando tal abordagem (CHUN et al., 2018).   

 Em taxonomia de rizóbios, os genes atpD, dnaK, glnII, gyrB, recA e rpoB 

têm sido, frequentemente, relatados como marcadores moleculares alternativos para análise de 

sequências concatenadas na classificação de novos taxa (DELAMUTA et al., 2015, 2016; 

HELENE et al., 2017) ou na reclassificação (GAUNT et al., 2001; RAMÍREZ-BABENA et 

al., 2008; DELAMUTA et al., 2013; MOUSAVI et al., 2015). Atualmente, pelo menos três 

genes housekeeping são comumente analisados por MLSA em inferências filogenéticas de 

espécies de rizóbios (VELÁZQUEZ et al., 2017). Durán et al. (2014) sugerem o valor de 97 

% de similaridade em cinco genes concatenados para a diferenciação de espécies de 

Bradyrhizobium.   

Outros marcadores alternativos podem complementar o estudo, como a 

análise da sequência do espaço intergênico transcrito (ITS) entre os genes 23S RNAr e 16S 

RNAr. Pelo fato de apresentarem menor grau de conservação quando comparados com o gene 

16S RNAr, a filogenia do ITS tem sido incluída em taxonomia de Bradyrhizobium por 

possibilitar maior poder de resolução (VANBERKUM; FUHRMANN, 2000; WILLEMS et 

al., 2001; MENNA; BARCELLOS; HUNGRIA, 2009). Willems et al. (2003) demonstraram 

que estirpes com uma similaridade de 95.5 % na sequência de ITS apresentavam 60 % de 

HDD, correspondendo então as mesmas genoespécies.  

Embora os genes simbióticos não sejam úteis para o delineamento de 

espécies, por estarem localizados em regiões de genoma acessório, alguns genes simbióticos, 

mais comumente nodC e nifH são incluídos em estudos de taxonomia de rizóbios. De modo 

geral, são encontrados em plasmídeos nos gêneros Rhizobium, Sinorhizobium, 

Paraburkholderia em algumas espécies de Mesorhizobium, enquanto que em Bradyrhizobium 

e Mesorhizobium loti estão localizados em ilhas simbióticas cromossomais (BLACK et al., 

2012; DE MEYER et al., 2016; OKUBO et al., 2016). A partir disso, eventos naturais de 
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transferência horizontal e duplicação de genes contribuem para a evolução e disseminação da 

capacidade simbiótica entre os grupos bacterianos, o que possivelmente resultou na grande 

variabilidade encontrada na simbiose rizóbio-leguminosa (MENNA, HUNGRIA, 2011; 

ROGEL, ORMEÑO-ORRILLO, MARTINEZ-ROMERO, 2011). Definem-se simbiovares 

como variedades simbióticas, isto é, linhagens, dentro da mesma espécie ou não, capazes de 

estabelecer simbiose com leguminosas específicas, podendo ser diferenciadas pela faixa de 

hospedeiros e suportadas por filogenia de genes simbióticos (ROGEL, ORMEÑO-ORRILLO, 

MARTINEZ-ROMERO, 2011; VELÁZQUEZ et al., 2017; DE LAJUDIE et al., 2019). Como 

exemplo, Delamuta et al. (2017) realizaram a filogenia dos genes simbióticos nodC, nodY, 

nodK e nifH para propor dois simbiovares isolados de leguminosas de importância econômica 

e ambiental, sendo eles denominados de sojae e pachyrhizi, dentro do gênero Bradyrhizobium. 

3.5.2 Técnicas genotípicas 

Quando as estirpes em estudo persistem com uma taxonomia indefinida, 

faz-se necessário analisar detalhadamente características genotípicas do grupo, a fim de 

estabelecer um consenso entre todas as informações. Além de analisar as diferenças entre 

grupos bacterianos, é recomendado um estudo da variabilidade individual capaz de revelar se 

as estirpes potencialmente pertencentes à nova espécie não são clones (TINDALL et al., 

2010). Para tanto, as principais técnicas aplicadas são fundamentadas na presença/ausência de 

sítios de restrição (polimorfismo de sítios de restrição) ou homologia de iniciadores curtos. A 

análise se dá basicamente por eletroforese, a qual fornece um padrão individual de bandas, 

sendo analogamente definida como a impressão digital de DNA. Por conta disso, essas 

técnicas são conhecidas como fingerprinting de DNA (MOORE et al., 2010; FAKRUDDIN et 

al., 2013).  

Em taxonomia de procariotos, uma das técnicas frequentemente empregada 

é a Repetitive Sequence-Based PCR (rep-PCR), que consiste na amplificação de sequências 

repetitivas e conservadas dispersas no genoma bacteriano, as quais têm se mostrado 

adequadas para uma variedade de grupos bacterianos, inclusive rizóbios (VERSALOVIC et 

al., 1991; DE BRUIJN, 1992). Embora estáveis ao longo das gerações, essas sequências 

repetitivas são suscetíveis a mudanças originadas por polimorfismos, inserções de profagos, 

perda ou rearranjo de plasmídeos indígenas, recombinação entre sequências repetidas ou 

introgressão de DNA genômico via transferência horizontal. Sendo assim, a técnica rep-PCR 
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tem sido essencial para estudos de evolução e plasticidade dos genomas microbianos (ISHII; 

SADOWSKY, 2009). 

Os três principais conjuntos de elementos repetitivos consistem em REP 

(Repetitive Extragenic Palindromic) (STERN et al., 1984), ERIC (Enterobacterial Repetitive 

Intergenic Consensus) (HULTON et al., 1991) e BOX (MARTIN et al., 1992), sendo este 

último subdividido em boxA, boxB e boxC, dentre os quais, a subunidade boxA é a mais 

conservada, apresentando 54 pb e 25 repetições no genoma, tornando-a, portanto, a mais 

utilizada (VERSALOVIC et al., 1994; KOEUTH; VERSALOVIC; LUPSKI, 1995). Tais 

elementos estão dispersos em ambas as orientações do genoma, permitindo a amplificação por 

um único primer (BOX-A1R), o que reduz o custo do método, além de se destacar pela 

relativa rapidez e facilidade do processo, sendo útil na triagem de grandes números de 

isolados (HUNGRIA et al., 2008; MENNA et al., 2009). 

Por um longo período nas últimas décadas, a técnica de HDD foi utilizada 

como “padrão ouro” na taxonomia de procariotos. Sendo assim, duas estirpes eram 

consideradas pertencentes à mesma espécie, quando os valores de similaridade HDD eram 

superiores a 70 %, ou inferiores a 5 °C ΔTm (diferença na temperatura de desnaturação da fita 

homóloga e heteróloga) (VANDAMME et al., 1996; ROSSELLÓ-MÓRA; AMANN, 2001; 

ROSSELLÓ-MÓRA; AMANN, 2015). No entanto, atualmente, esta técnica tem sido 

considerada obsoleta, principalmente por requerer instalações laboratoriais específicas, 

contempladas em poucos laboratórios no mundo. Além disso, não é possível o 

desenvolvimento de bancos de dados para armazenamento e comparações das informações 

geradas, dificultando a reprodutibilidade dos resultados. Essa técnica também é criticada por 

ser relativamente demorada, custosa e excluir organismos não cultiváveis (CHUN; RAINEY, 

2014; RAMASAMY et al., 2014; MAHATO et al., 2017).  

Com o rápido progresso das tecnologias de sequenciamento (next-

generation sequencing – NGS), a substituição da técnica de HDD por técnicas que calculam 

índices de similaridade entre sequências genômicas in silico (overall genome relatedess index 

– OGRI), tais como Average Nucleotide Identity (ANI) e HDD digital, têm se mostrado 

promissoras devido à viabilidade dos custos, qualidade das informações geradas e facilidade 

de reprodução, uma vez que as sequências genômicas podem ser depositadas em bancos de 

dados e considerada uma ferramenta inestimável para substituir o HDD convencional 

(CHUN; RAINEY, 2014; MEIER-KOLTHOFF; KLENK; GÖKER, 2014). 
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Para o sequenciamento de genomas procarióticos, uma plataforma 

comumente utilizada hoje é o MiSeq da Illumina, a qual tem se mostrado vantajosa 

economicamente, relativamente rápida e capaz de gerar dados de qualidade (QUAIL et al., 

2012). Inicialmente, o DNA é submetido à construção de uma biblioteca genômica, onde 

adaptadores específicos são adicionados nas extremidades das fitas fragmentadas. Em 

seguida, os fragmentos são incorporados na célula de fluxo (flow cell), uma fina lâmina de 

vidro contendo oito dispositivos e uma densa quantidade de adaptadores complementares. 

Com auxílio da DNA polimerase, as fitas são submetidas à amplificação em ponte, resultando 

em múltiplas cópias do mesmo fragmento inicial de DNA denominados clusters, os quais são 

sequenciados pela abordagem de sequenciamento por síntese (BENTLEY et al., 2008; 

MARDIS, 2008; SLATKO; GARDNER e AUSUBEL, 2018). 

Após obtida uma sequência genômica, esta é comparada com outra, a fim de 

determinar o valor de ANI, o qual é representado por uma média de valores de identidade 

entre múltiplos conjuntos de regiões ortólogas compartilhadas por dois genomas. 

Konstantinidis e Tiedje (2005) mostraram, pela primeira vez, que o ANI de genes 

compartilhados entre dois genomas é uma medida robusta de distância evolutiva, já que tais 

valores correspondem aos valores de HDD. Pouco tempo depois, Goris et al. (2007) 

aprimoraram a análise de ANI, utilizando 28 estirpes pertencentes a seis diferentes grupos 

bacterianos, nas quais o genoma estava disponível, o que resultou num total de 124 valores de 

HDD. Em seguida, os autores cortaram as sequências genômicas em fragmentos 

correspondentes ao tamanho de fragmento de DNA utilizado na HDD. Combinações de 

sequências alinhadas pelo BLASTN foram selecionadas para realizar o ANI. Os resultados 

revelaram uma estreita relação entre os valores de HDD, ANI e a porcentagem de DNA 

conservado para cada par de estirpe. O valor de corte recomendado de 70 % de HDD para 

delineamento de espécies correspondeu a 95-96 % de ANI e 69 % de DNA conservado. 

Atualmente, a técnica de ANI é amplamente utilizada em taxonomia de procariotos. O cálculo 

de similaridade entre os genomas é realizado por softwares que utilizam algoritmos para 

determinar valores precisos da similaridade entre dois genomas; exemplos de softwares 

utilizados para estes fins são o JSpecies (RICHTER; ROSSELLÓ-MÓRA, 2009) e o ANI 

calculator (RODRIGUEZ-R; KONSTANTINIDIS, 2016). Outra técnica comumente aplicada 

se dá por HDDd, sendo analisada pelo valor de corte de 70 % no delineamento de espécies 

(MEIER-KOLTHOFF et al., 2013). 
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Quando disponíveis, as sequências genômicas ainda podem fornecer a 

porcentagem do conteúdo de G + C, um parâmetro útil para demonstrar a relação de bases 

(ROSSELLÓ-MÓRA; AMANN, 2001; TINDALL et al., 2010). Meier-Kolthoff; Klenk; 

Göker (2014) reavaliaram os valores de conteúdo de G + C dentro de espécies comparando 

dados genômicos e HDDd, indicando que os valores não variam mais do que 1 % dentro da 

mesma espécie. O QUAST é uma ferramenta usual na determinação do conteúdo G + C a 

partir de montagens genômicas (GUREVICH et al., 2013). Além disso, diversos parâmetros 

estatísticos devem ser incluídos na publicação a fim de demonstrar a qualidade da sequência 

genômica para taxonomia, tais como: tamanho do genoma; número de contigs; N50, dado por 

um valor referente ao número de pares de bases do contig que represente 50 % do genoma e, 

profundidade/cobertura do genoma, isto é, quantas vezes determinado genoma foi 

sequenciado, sugere-se valores ≥ 50 x/folds (CHUN et al., 2018). 

3.5.3 Técnicas fenotípicas   

Técnicas fenotípicas clássicas na taxonomia de procariotos incluem a 

análise de características morfológicas, fisiológicas e bioquímicas. Individualmente, muitas 

dessas informações parecem ser irrelevantes para o delineamento de parentesco genético, no 

entanto, quando somadas, fornecem informações descritivas que permitem o reconhecimento 

de táxons. Geralmente são os primeiros testes a serem empregados, sendo úteis para as 

descrições iniciais e a definição das análises subsequentes e mais definitivas. Características 

morfológicas de bactérias incluem aspectos celulares, tais como: forma, presença de 

endósporos, flagelos, corpos de inclusão, coloração de Gram e aspectos das colônias, tais 

como: coloração, dimensões, forma, elevação, textura, opacidade, aparência das margens e 

produção de muco. Já as características fisiológicas e bioquímicas incluem dados sobre 

diferentes condições de crescimento, como variação na temperatura, no pH, concentrações de 

sal, requerimento de O2 ou CO2, resistência a antibióticos, atividade enzimática e 

metabolização de compostos (VANDAMME et al., 1996; MOORE et al., 2010). Recomenda-

se a análise conjunta de estirpes tipo intimamente relacionadas e a inclusão de controles 

positivos e negativos (TINDALL et al., 2010). 

Uma das principais limitações da caracterização fenotípica consiste no fato 

de que o fenótipo é resultado do genótipo e ambiente, sendo assim, as condições laboratoriais 

diferem da natureza, o que torna impossível conhecer todo o fenótipo apenas por 

características observáveis. Outro fator é a falta de concordância entre os dados, visto que os 
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protocolos podem variar entre laboratórios (ROSSELLÓ-MÓRA; AMANN, 2001). Para 

tanto, Tindall et al. (2010) enfatizam o uso de testes comerciais, como API (bioMérieux) ou 

placas de Biolog (Biolog Inc.), os quais podem ser documentados na literatura original ou em 

padrões mínimos. 

Outro importante aspecto a ser analisado é quanto à caracterização química 

da célula, a qual envolve vários elementos estruturais, como as camadas celulares externas de 

peptidioglicano, ácidos tecóicos, ácidos micólicos, a membrana celular e a composição dos 

ácidos graxos, lipídios polares, lipoquinonas respiratórias, pigmentos ou, ainda, constituintes 

do citoplasma, como as poliaminas (TINDALL et al., 2010). Tais características podem ser 

chamadas de marcadores quimiotaxonômicos, pois normalmente são propriedades estáveis e 

previsíveis em cada grupo bacteriano, gerando informações úteis para taxonomia e 

diversidade (KÄMPFER, 2014). Dentre tais marcadores, a determinação do perfil de ácidos 

graxos tem sido usual em estudos de taxonomia. Para tanto, o sistema Sherlock Microbial 

Identification System (MIDI Inc.) fornece um banco de dados abrangente para este tipo de 

análise (TINDALL et al., 2010). 

3.6 Descrição de novas espécies bacterianas 

A unidade básica de diversidade biológica é a espécie. O conceito de 

espécie é considerado uma estrutura teórica universal, capaz de explicar os limites da 

categoria ‘espécie’ para todos os organismos vivos. Em relação aos procariotos, várias 

incompatibilidades de interpretação são discutidas, visto que tais organismos não se 

enquadram nos mais recorrentes conceitos de espécie utilizados para eucariotos, como o 

conceito morfológico, biológico ou evolutivo (ROSSELLÓ-MÓRA; AMANN, 2001). Desta 

forma, o conceito de espécie procariótica se refere a uma categoria que delimita uma 

coerência monofilética, genotípica e fenotípica entre um grupo de organismos, o qual pode ser 

claramente discriminado de outros grupos por meio de parâmetros padronizados 

(ROSSELLÓ-MÓRA; AMANN, 2015).  

A descrição de novas espécies bacterianas segue as diretrizes propostas pelo 

Comitê Internacional de Sistemática de Procariotos (ICSP), as quais recomendam a utilização 

da abordagem polifásica para uma sólida classificação de microrganismos. Recomenda-se a 

descrição de pelo menos duas estirpes, dentre as quais, uma estirpe deverá ser determinada 

como a estirpe de referência do grupo (estirpe tipo) e depositada em duas coleções de culturas 
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internacionais diferentes (STACKEBRANDT et al., 2002; TINDALL et al., 2010; 

KÄMPFER; GLAESER, 2012). Apesar do conjunto de metodologias padronizadas referentes 

a uma caracterização fenotípica, genotípica e filogenética de estirpes ainda ser amplamente 

utilizada na taxonomia de microrganismos, a repercussão das NGS tem motivado uma 

classificação baseada em sequências genômicas, o que pode revolucionar o atual conceito de 

espécie para procariotos (ROSSELLÓ-MÓRA; AMANN, 2015; CHUN et al., 2018). 

Portanto, o que define uma espécie bacteriana está totalmente relacionado com o avanço 

tecnológico das metodologias, não podendo considerar que o conceito de espécie procariótico 

é absoluto.   

Atualmente recomenda-se a obtenção da sequência completa de 16S RNAr 

a partir do genoma completo da estirpe em estudo, a qual deverá ser comparada com a 

sequência obtida pela técnica de sequenciamento de Sanger e alinhada com sequências de 

estirpes do gênero estudado disponíveis em bancos de dados, a fim de encontrar as espécies 

mais próximas. Caso a similaridade dessas sequências for menor que o valor de corte de 16S 

para o delineamento de espécies (>98.7%), é designada como uma nova espécie. Se o valor 

for maior ou igual, é necessário realizar cálculos de OGRI com base nas sequências 

genômicas depositadas em bancos de dados (CHUN et al., 2018).  

A inclusão de dados genômicos é altamente recomendada, entretanto, caso 

os autores não puderem fornecer tais dados por qualquer motivo, deve ser declarado na 

submissão do artigo, sendo julgada pelo editor responsável. A estirpe tipo deverá ser 

destacada no artigo de publicação, podendo ser realizada através do International Journal of 

Systematic and Evolutionary Microbiology (IJSEM) ou via publicação em periódicos que 

incluam informações das estirpes na lista de validação de espécies bacterianas 

(STACKEBRANDT et al., 2002; TINDALL et al., 2010; KÄMPFER; GLAESER, 2012; DE 

LAJUDIE et al., 2019; TRUJILLO, 2019).  

Além de seguir todas essas diretrizes, em taxonomia de rizóbios recomenda-

se a avaliação da capacidade simbiótica e a determinação de simbiovares. A fim de verficar a 

nodulação e eficiência de fixação de nitrogênio, são realizados experimentos com base no 

postulado de Koch e testes em diferentes espécies de leguminosas. Esta última alternativa é 

utilizada para demonstrar a faixa hospedeira das estirpes e a determinação de simbiovares, ou 

quando a espécie hospedeira original apresenta sementes de difícil acesso ou germinação. As 

espécies Phaseolus vulgaris, Macroptilium artropurpureum, Vigna unguiculata e Mimosa 
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pudica são leguminosas promíscuas comumente utilizadas em estudos com rizóbios 

pertencentes à alfa e beta-proteobacteria. Tais características podem ser verificadas pela 

presença/ausência de nódulos, aparência, biomassa de planta ou conteúdo de N, ensaio de 

redução de acetileno, em comparação com controles não inoculados. A caracterização 

simbiótica das estirpes também deve ser suportada por meio da filogenia dos genes 

simbióticos (DELAMUTA et al., 2015; HUNGRIA et al., 2016; DE LAJUDIE et al., 2019). 

3.7 Taxonomia de rizóbios e o gênero Bradyrhizobium  

Inicialmente, um único gênero denominado Rhizobium foi descrito, 

contendo seis espécies, R. leguminosarum, R. meliloti, R. trifolii, R. phaseoli, R. lupini e R. 

japonicum, as quais foram classificadas de acordo com o conceito de inoculação cruzada 

proposto por Baldwin e Fred (1929), onde os rizóbios eram classificados de acordo com a 

leguminosa hospedeira (ZAKHIA; DE LAJUDIE, 2001; WILLEMS, 2006). Por volta de 

1960, a taxonomia numérica propiciou elucidar a relação entre Rhizobium e Agrobacterium, 

entre outras reclassificações (GRAHAM, 1964). Pouco tempo mais tarde, um novo gênero foi 

criado, o qual agrupou as estirpes de crescimento lento e que alcalinizavam meio de cultura 

contendo a fonte de carbono manitol, sendo denominado Bradyrhizobium (do grego, bradus = 

lento), onde R. japonicum foi reclassificada em B. japonicum (JORDAN, 1982). 

Como mencionado em tópicos anteriores, à medida que as metodologias 

avançaram, a classificação de rizóbios também foi enriquecida. Atualmente, os rizóbios estão 

presentes na classe Alfaproteobacteria, distribuídos nos gêneros Allorhizobium, Aminobacter, 

Azorhizobium, Blastobacter, Bradyrhizobium, Devosia, Ensifer (=Sinorhizobium), 

Microvirga, Mesorhizobium, Methylobacterium, Neorhizobium, Ochrobactrum, 

Pararhizobium, Phyllobacterium, Rhizobium e Shinella (PEIX et al., 2015; SHAMSELDIN; 

ABDELKHALEK; SADOWSKY, 2017; VELÁZQUEZ et al., 2017; DE LAJUDIE et al., 

2019). 

Há duas décadas, também foi demonstrado que os rizóbios estão presentes 

na classe Betaproteobacteria, nos gêneros, Paraburkholderia (anteriormente classificado 

como Burkholderia), Cupriavidus (anteriormente classificado como Raltsonia) e Trinickia 

(CHEN et al., 2001; MOULIN; MUNIUE; DREYFUS, 2001; VANDAMME; COENYE, 

2004; SAWANA; ADEOLU; GUPTA, 2014; DE LAJUDIE et al., 2019). Menos usual e 
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ainda um tanto controverso, Shiraishi; Matsushita e Hougetsu (2010) relataram a habilidade 

nodulífera de representantes de Pseudomonas sp., pertencentes à classe Gamaproteobacteria. 

Dentre os clados de rizóbio citados acima, um grupo bastante heterogêneo 

compreende o gênero Bradyrhizobium, o qual é predominante em populações rizobianas de 

solos tropicais. Por muito tempo, o gênero incluiu apenas a espécie B. japonicum, onde todas 

as estirpes nodulíferas de soja foram alocadas, sendo as demais estirpes denominadas apenas 

como Bradyrhizobium sp. Entretanto, ainda quando esta espécie era classificada no gênero 

Rhizobium, Hollis; Kloos e Elkan (1981) demonstraram a heterogeneidade do grupo por meio 

de HDD, separando-o em I, Ia e II, onde os dois primeiros eram mais relacionados entre si 

quando comparado ao terceiro. Quase dez anos depois, evidências moleculares suportaram a 

reclassificação do subgrupo II em uma nova espécie, denominada B. elkanii (KUYKENDALL 

et al., 1992). A partir disso, baseado na filogenia do gene 16S, é amplamente aceito que as 

espécies de Bradyrhizobium são separadas em dois superclados bem suportados: B. japonicum 

e B. elkanii (MENNA; BARCELLOS; HUNGRIA, 2009). Mais recentemente, baseados em 

extensas evidências filogenéticas, genotípicas e fenotípicas, Delamuta et al. (2013) 

propuseram a reclassificação do grupo Ia de B. japonicum para a espécie B. diazoefficiens, 

dentre as quais, as estirpes CPAC7 e USDA 110 incluídas no estudo, são largamente 

utilizadas como inoculante comercial para soja no Brasil e no mundo.  

Nesta última década, um número crescente de publicações tem relatado a 

diversidade genética de Bradyrhizobium. De acordo com “List of prokaryotic names with 

standing in nomenclature”, o gênero contém hoje 39 espécies descritas (LPSN, 2019), no 

entanto, o gênero contém 53 espécies, sendo que muitas não constam na lista. Em relação aos 

aspectos ecológicos, o gênero tem exibido uma larga faixa de hospedeiros, variando desde 

leguminosas de importância econômica como a soja (MENNA et al., 2009), até leguminosas 

basais de Caesalpinioideae. A propósito, estirpes de Bradyrhizobium têm sido 

recorrentemente isoladas de tais leguminosas, sendo considerado o microssimbionte preferido 

desta subfamília (FONSECA et al., 2012; YAO et al., 2015; ANDREWS; ANDREWS, 2017; 

DOS SANTOS et al., 2017). Com base nisso, sugere-se que o gênero Bradyrhizobium é o 

simbionte primordial de Fabaceae (FONSECA et al., 2012; PARKER, 2015; DOS SANTOS 

et al., 2017). 

 O grupo inclui estirpes capazes de nodular Parasponia andersonii uma não 

leguminosa da família Cannabaceae (TRINICK; GALBRAITH, 1980) e B. betae isolada de 
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deformações semelhantes a tumores nas raízes de beterraba (RIVAS et al., 2004). Vale 

ressaltar que este é o único gênero entre rizóbios que preservou a capacidade fotossintética. 

As estirpes fotossintéticas do gênero se associam unicamente com plantas tropicais do gênero 

Aeschynomene e normalmente estão relacionadas com a ausência de genes de nodulação 

(GIRAUD et al., 2007; MICHÉ et al., 2010; BONALDI et al., 2011). Juntamente com 

Azorhizobium, o gênero também é o único capaz de fixar nitrogênio tanto livremente no solo, 

como em associações simbióticas (HUNGRIA; MENNA; DELAMUTA, 2015). Além das 

características ambientais, estudos revelaram o isolamento de estirpes de Bradyrhizobium em 

pacientes enfermos, sugerindo que tais estirpes podem ser patógenos oportunistas humanos 

(BHATT et al., 2013; LO et al., 2013).  

Apesar da diversidade encontrada no gênero Bradyrhizobium, estima-se que 

grande parte das espécies permanece desconhecida. Intensificar os estudos sobre a taxonomia 

desse grupo tem a possibilidade de gerar maiores compreensões sobre especificidade 

hospedeira, visto que esse grupo apresenta uma ampla faixa e, portanto, pode vir a se tornar 

uma importante ferramenta para a recuperação de áreas degradadas, podendo subsidiar 

diferentes tipos de solos e biomassa. Além disso, pela possibilidade de algumas estirpes 

estabelecerem relações simbióticas com leguminosas de importância econômica, podem 

futuramente resultar em aplicações biotecnológicas interessantes.    
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4. Metodologia 

A metodologia utilizada visou a caracterização de estirpes isoladas de 

Chamaecrista fasciculata nativa dos Estados Unidos da América. Para tanto, estirpes isoladas 

dessa leguminosa foram avaliadas quanto aos aspetos morfofisiológicos, genotípicos e 

filogenéticos no Laboratório de Biotecnologia de Solos da Embrapa Soja, em Londrina, PR. A 

análise do perfil de ácidos graxos referente à caracterização química dos isolados foi realizada 

na Embrapa Meio Ambiente em Jaguariúna, SP. A caracterização das estirpes seguindo uma 

abordagem polifásica foi procedida tanto para as estirpes em estudo, quanto para algumas 

espécies do gênero.   

4.1 Amostragem dos nódulos radiculares 

As três estirpes em estudo foram isoladas de nódulos radiculares de 

Chamaecrista fasciculata, uma leguminosa anual, nativa do leste, centro-oeste e sul dos 

Estados Unidos (MORRIS, 2012). As plantas foram coletadas em três pontos diferentes ao 

longo da Rodovia Interestadual 29, que conecta os estados de Missouri (MO) e Nebraska 

(NE). A cidade de Kansas (localizada em MO) foi utilizada como referência para demonstrar 

a localização e a distância entre os pontos de amostragem das plantas contendo nódulos.  

Sendo assim, a estirpe identificada como CNPSo 3394 foi isolada na estrada de Riverside, 

localizada na cidade de Saint Joseph (em MO), a 89 km de Kansas; já a estirpe 

correspondente à CNPSo 3442, teve como ponto de coleta a cidade de Camden Point (em 

MO), localizada a 54 km de distância de Kansas; enquanto que a terceira estirpe, denominada 

CNPSo 3448 foi coletada em Savannah (em MO), cidade com cerca de 106 km da referência. 

As coordenadas geográficas estão indicadas na Tabela 1. Nos locais de amostragem, as 

plantas foram cuidadosamente retiradas do solo para obter o sistema radicular contendo 

nódulos, os quais foram separados da parte aérea e acondicionados em sacos plásticos com as 

devidas identificações. O isolamento dos rizóbios foi realizado pelo Dr. Padma Somasegaran 

e colaboradores em Saint Joseph, Missouri (USA). 

Tabela 1. Identificação das estirpes. 

Estirpes Outras identificações 
Leguminosa 

hospedeira 
Coordenada geográfica 

B. niftali CNPSo 

3448T 

USDA 10051T, 

U687T, CL 40T 
C. fasciculata 

Savannah - MO (USA), 106 km de Kansas City, 

39.94668° N, -94.83081° E 

B. niftali CNPSo 3394 CL01 C. fasciculata 
Saint Joseph – MO (USA), 89 km de Kansas City, 

39.7666° N, -94.85607° E 

B. niftali CNPSo 3442 CL22 C. fasciculata 
Camden Point – MO (USA), 54 km de Kansas 

City, 39.4535° N, -94.74256° E 
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4.2 Desinfestação dos nódulos e isolamento de rizóbios  

As amostras foram mantidas a 4 °C por 2 a 3 dias até o isolamento dos 

rizóbios. As raízes foram então lavadas para retirar o excesso de solo. Cerca de 10 a 15 

nódulos foram retirados das raízes e transferidos para uma solução de Tween 80 a 0,1%, por 

cerca de 5-10 minutos. A superfície do nódulo foi desinfestada em solução de peróxido de 

hidrogênio (H2O2) a 3 % por aproximadamente 3-5 minutos. Em seguida, foram realizadas 

lavagens com água destilada estéril e transferidos para um tubo contendo 0,5 mL de água 

destilada estéril. Os nódulos foram então macerados com auxílio de um bastão de vidro, 

resultando em uma suspensão de rizóbios, a qual foi inoculada em meio de cultura Yeast 

Mannitol Agar (YMA) contendo vermelho Congo e indicador de pH azul de bromotimol, de 

acordo com Vincent (1970) e Somasegaran e Hoben (1994). 

As estirpes foram enviadas para o Brasil e depositadas na “Coleção de 

Microrganismos Multifuncionais da Embrapa Soja: Bactérias Diazotróficas e Promotoras do 

Crescimento de Plantas” (Coleção WFCC #1213; WDCM #1054), recebendo o número de 

acesso CNPSo. Culturas puras de todas as estirpes foram estocadas por liofilização e 

criopreservadas em YM líquido contendo glicerol 30% (v/v) à -80 °C e -150 °C, garantindo a 

viabilidade das estirpes por longos períodos e mantidas em placas de Petri contendo YMA 

modificado (HUNGRIA et al., 2016) à -4 °C como estoque a curto prazo (DELAMUTA et al., 

2016). Além disso, as estirpes foram depositadas em outras coleções de culturas 

internacionais associadas com a World Federation Culture Collection (WFCC), sendo elas: 

United States Department of Agriculture (coleção USDA) e Insitituto Nacional de 

Investigación Agropecuária (coleção U). 

4.3 Caracterização morfológica das colônias 

As colônias foram caracterizadas conforme descrito por Vincent (1970) e 

Somasegaran e Hoben (1994), salvo algumas adaptações, em relação aos seus aspectos 

morfológicos em YMA modificado contendo vermelho Congo, onde foram analisadas: 

manifestação de crescimento, diâmetro da colônia, alteração do pH em YMA contendo 

indicador azul de bromotimol, forma da colônia, elevação da colônia, borda da colônia, 

superfície da colônia, produção de muco, consistência da massa de crescimento, detalhes 

ópticos e cromogênese da colônia em YMA contendo azul de bromotimol e vermelho Congo. 
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Todos os testes foram realizados mediante incubação a 28 °C, exceto testes de variação de 

temperatura.  

4.3.1 Manifestação de crescimento 

As estirpes semeadas em meio YMA contendo vermelho Congo foram 

avaliadas quanto à manifestação de crescimento mediante o crescimento de, no mínimo, três 

colônias isoladas, as quais foram classificadas como: rápida (até 3 dias), intermediária (4 a 5 

dias), lenta (6 a 9 dias) ou muito lenta (acima a 10 dias). 

4.3.2 Diâmetro das colônias 

As colônias foram analisadas quanto ao seu diâmetro, com o auxílio de um 

paquímetro e um estereomicroscópio, sendo realizada a média do diâmetro em milímetros de 

três colônias isoladas.  

4.3.3 Alteração do pH do meio 

As estirpes foram crescidas em YMA modificado contendo o indicador azul 

de bromotimol. À medida que colônias isoladas manifestaram crescimento, foram analisadas 

quanto: reação ácida (coloração do meio alterada para amarelo), reação alcalina (coloração do 

meio alterada para azul) e neutra (coloração do meio se manteve verde).   

4.3.4 Forma, borda, superfície e elevação das colônias 

As colônias isoladas foram observadas em estereomicroscópio e avaliadas 

quanto a sua forma: circular, oval (elíptica) ou irregular; borda: lisa, ondulada ou filamentosa; 

superfície: lisa ou rugosa e elevação: plana ou convexa. Esta última análise foi realizada 

visualizando as placas lateralmente. 

4.3.5 Produção de muco 

As colônias foram analisadas quanto à produção de muco através do 

tamanho da massa de crescimento, sendo classificadas como: pouca (≤ 1,9 mm); moderada (2 

a 3,9 mm) e abundante (≥ 4 mm). 

4.3.6 Consistência da massa de crescimento 

A consistência da massa de crescimento foi avaliada com auxílio de uma 

alça de platina previamente flambada e resfriada, a qual foi arrastada sobre uma colônia 
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isolada, sendo classificadas como: aquosas (totalmente desmanchadas quando tocadas), secas 

(pouca massa de crescimento), gomosas (arrastadas sobre o meio de cultura sem se 

desmanchar, deixando um pequeno rastro) e viscosas (aspecto elástico). 

4.3.7 Detalhes ópticos 

As colônias foram analisadas quanto aos detalhes ópticos com o auxílio de 

um risco no fundo da placa atrás das colônias realizado com caneta preta (retroprojetor), 

sendo classificadas como: translúcidas (se o risco aparece através da massa de consistência) e 

opaca (se o risco for pouco visível ou totalmente coberto pela massa de consistência).  

4.3.8 Cromogênese em YMA contendo azul de bromotimol e vermelho Congo 

As estirpes foram semeadas em YMA modificado contendo azul de 

bromotimol e avaliadas quanto à coloração das colônias, sendo classificadas como: creme, 

amarela, rosa ou azul. Da mesma forma, as estirpes foram avaliadas em YMA contendo 

vermelho Congo, sendo classificadas como: branca, rosada, avermelhada (centro) ou 

vermelha.  

4.4 Caracterização fisiológica 

4.4.1 Crescimento em diferentes meios e condições  

As estirpes foram avaliadas quanto à manifestação de crescimento em 

outros meios de cultura e diferentes condições de crescimento de acordo com Hungria et al. 

(2001). Para tanto, o crescimento das estirpes foi avaliado em meio Luria Bertani (triptona 10 

g/L, NaCl 5 g/L, extrato de Levedura 5 g/L, ágar 15 g/L, pH 7,5), crescimento em condições 

salinas em YMA modificado com 1 % de NaCl, crescimento em condições de pH distintas, 

em YMA modificado com pH 4 e pH 9 e em YMA modificado a 37 °C. A manifestação de 

crescimento das colônias foi acompanhada diariamente e, após sete dias de incubação, os 

resultados foram analisados em relação à presença (+) ou ausência (-) de crescimento. 

4.4.2 Atividade da enzima urease 

As estirpes foram avaliadas quanto à atividade da enzima urease por meio 

do crescimento em YMA modificado acrescido de 2 % de ureia (contendo o corante vermelho 

de fenol), sendo classificadas como: positiva, isto é, a estirpe foi capaz de degradar a ureia, 

com a coloração do meio alterada para rosa; intermediária, significando que a estirpe 
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apresentou baixa atividade de urease e negativa, onde a estirpe não foi capaz de degradar a 

ureia, com a coloração do meio permanecendo amarela. 

4.4.3 Utilização de Fontes de C 

As estirpes foram avaliadas quanto à utilização de 49 fontes de carbono por 

meio da plataforma de API 50CH kit (BioMérieux). Para tanto, um pré-inóculo foi crescido 

em YM líquido e, após atingir o crescimento adequado foi centrifugado a 6.000 rpm por 10 

minutos. O sobrenadante foi descartado e o pélete foi ressuspenso em 5 mL de solução salina 

0,85 %. O processo foi repetido nas mesmas condições, no entanto, o pélete foi ressuspenso 

em 2 mL de água ultrapura ou destilada estéril. Em um tubo contendo 5 mL de água estéril, a 

concentração de células foi ajustada com o auxílio de um conta gotas para a escala 3 de 

McFarland (109 células mL-1). Em seguida, foi adicionado ao meio YM líquido modificado 

contendo azul de bromotimol 0,5 % (sem manitol; K2HPO4 0,5 g/L; MgSO4 0,2 g/L; NaCl 0,1 

g/L; extrato de levedura 0,3 g/L). A plataforma do kit 50CH foi hidratada com água e as 

placas contendo as fontes de C foram organizadas em ordem crescente. A seguir, 230 µL do 

inóculo preparado foram aplicados em cada fonte. As condições anaeróbicas para que as 

estirpes possam realizar fermentação a partir das fontes de carbono ocorreram mediante 

adição de cerca de 3 gotas de vaselina em cada poço. A plataforma foi incubada a 28 °C em 

B.O.D por 7 dias. O teste foi realizado em duplicata para cada estirpe.  

Para rizóbios de crescimento lento, os resultados foram coletados aos cinco 

e sete dias, sendo avaliados quanto à intensidade da coloração, independente da alteração para 

amarelo ou azul, sendo classificadas como: positivo, isto é, a estirpe foi capaz de metabolizar 

determinada fonte de C, se a coloração for intensa; intermediário, significando que a estirpe 

foi capaz de metabolizar moderadamente a fonte de C, se a coloração for alterada levemente e 

negativo, significando que a estirpe não foi capaz de metabolizar a fonte de C, se não for 

observada alteração na coloração.  

4.4.4 Tolerância a antibióticos 

As estirpes foram testadas quanto à tolerância aos antibióticos bacitracina 

(0,04 U/disco), ampicilina (10 µg/mL), neomicina (30 µg/mL), estreptomicina (10 µg/mL), 

tetraciclina (30 µg/mL), eritromicina (15 µg/mL), cefuroxima (30 µg/mL), cloranfenicol (30 

µg/mL), penicilina (10 U/disco) e ácido nalidíxico (30 µg/mL). As estirpes foram crescidas 

em YM líquido durante sete dias, sob agitação constante de 100 rpm. Após atingir o 
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crescimento, as estirpes foram avaliadas quanto à tolerância aos antibióticos pelo método de 

disco-difusão proposto por Bauer et al. (1966). Para tanto, as suspensões das estirpes foram 

semeadas pela técnica de espalhamento, com auxílio de uma alça de Drigalski em meio YMA 

modificado. Em seguida, dois discos do mesmo antibiótico foram adicionados em uma 

distância de pelo menos 2 cm da borda da placa e pelo menos 3 cm um do outro.  

O halo de inibição foi medido com auxílio de um paquímetro e interpretado 

com base em Bauer et al. (1966), que propuseram a classificação de sensível, moderadamente 

resistente e resistente de acordo com o diâmetro do halo, os quais variam de acordo com a 

concentração e o tipo do antibiótico.  

4.5 Caracterização química 

4.5.1 Perfil de ácidos graxos 

A estirpe tipo do grupo em estudo e as estirpes tipo mais próximas foram 

caracterizadas quanto ao perfil de ácidos graxos. Essas análises foram realizadas em parceria 

com a Embrapa Meio Ambiente, em Jaguariúna, São Paulo. As estirpes foram crescidas em 

meio de cultura YMA modificado contendo vermelho Congo por sete dias a 28 ºC. Após isso, 

foram enviadas para a análise, conforme descrito por Delamuta et al. (2013). Os perfis foram 

determinados usando o MIDI, Sherlock Microbial Identification System (SASSER, 1990), 

com o banco de dados TSBA6. 

4.6 Caracterização filogenética e genotípica 

4.6.1 Extração de DNA 

As estirpes foram crescidas em 10 mL de YM líquido sob agitação de 100 

rpm a 28 ºC, durante sete dias. A extração de DNA de 1 mL do inóculo das três estirpes foi 

realizada utilizando-se o kit DNeasy Blood & Tissue (Quiagen, Hilden, Germany), conforme 

as instruções do fabricante. Para verificar a integridade e concentração do DNA, as amostras 

foram submetidas à eletroforese em gel de agarose 1%. A partir disso, as amostras foram 

concentradas ou diluídas, a fim de igualar a concentração. Os DNAs foram armazenados em 

microtubos de 1,5 mL a -20 °C e utilizados para várias metodologias descritas a seguir.  

4.6.2 BOX-PCR 

As estirpes foram avaliadas quanto à variabilidade individual por meio de 

amplificação da região boxA distribuída pelo genoma. A reação apresenta volume final de 25 
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µL, consistindo em: 13,8 µL de água Milli-Q estéril; 5,0 µL de dNTPs, (estoque com 1,5 

mmol/L de cada desoxirribonucleotídeo); 2,5 µL de tampão 10X (500 mM KCl; 200 mM 

Tris–HCl, pH 8,4); 1,5 µL de MgCl2, (50 mmol L-1); 1,0 µL do iniciador BOX-AIR (5’-

CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3’) (50 pmol µL-1) (VERSALOVIC et al., 1994); 1,0 

µL de DNA (50 ng µL-1) e 0,2 µL de Taq (5 U µL-1) (HUNGRIA et al., 2008). 

As reações ocorreram em um termociclador ProFlex PCR System da 

Applied Biosystems, com uma etapa inicial de desnaturação a 95 °C por 7 min; 30 ciclos de 1 

min a 94 °C (desnaturação), 1 min a 53 °C (hibridização) e 8 min a 65 °C (extensão); etapa 

final de extensão a 65 °C por 16 min e manutenção a 4 °C. Os fragmentos foram separados 

em gel de agarose de 24,5 x 20,5 cm a 1,5% por 5 horas e o gel foi corado em solução de 

brometo de etídio a 0,00005 %.  

Os perfis genéticos foram analisados no software Bionumerics (Applied 

Mathematics, Kortrijk, Bélgica, v.7.6), por meio da construção de um dendrograma de 

similaridade, utilizando-se o algoritmo UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with 

Arithmetic mean) (SNEATH; SOKAL, 1973) para a comparação do agrupamento e o 

coeficiente de Jaccard (JACCARD, 1912), com 3 % de tolerância.  

4.6.3 Amplificação por PCR 

Todas as estirpes foram submetidas à amplificação dos genes 16S RNAr, 

glnII, gyrB, recA, rpoB, nodC e nifH e do espaço intergênico transcrito (ITS). Para os genes 

16S RNAr, glnll, gyrB, recA e rpoB, a reação consistiu em 5 µL de tampão 10X (Tris- base a 

200 mM, pH 8,4, KCl a 500 mM), 3 µL de dNTPs (1,5 mM de cada desoxirribonucleotídeo), 

1,5 µL de MgCl2 (1,5 mM), 0,2 µL da enzima Taq DNA polimerase (1U), 1,5 µL dos 

iniciadores específicos para cada região amplificada (10 pmol/reação), 2 µL de DNA (de 10 a 

20 ng/µL) e 35,3 µL de água ultrapura esterilizada até completar o volume final de 50 µL. As 

concentrações dos reagentes foram as mesmas para todos os genes. Já para o gene nodC a 

reação consistiu em 5 µL de tampão 10X, 6,6 µL de dNTPs, 2,4 µL de MgCl2, 0,3 µL da 

enzima Taq DNA polimerase, 2 µL dos iniciadores, 2 µL de DNA e 29,7 µL de água 

ultrapura esterilizada alcançando o volume final de 50 µL. A amplificação do gene nifH 

seguiu a seguinte reação: 5 µL de tampão 10X, 3 µL de dNTPs, 1,5 µL de MgCl2, 0,2 µL da 

enzima Taq DNA polimerase, 1 µL dos iniciadores, 1,5 µL de DNA e 36,8 µL de água 

ultrapura esterilizada completando o volume final de 50 µL. Enquanto que a reação do espaço 
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intergênico transcrito (ITS) se deu por: 5 µL de tampão 10X, 3 µL de dNTPs, 1,5 µL de 

MgCl2, 0,25 µL da enzima Taq DNA polimerase, 1,5 µL dos iniciadores, 1,5 µL de DNA e 

35,75 µL de água ultrapura esterilizada até atingir o volume final de 50 µL.  

Os primers e as condições de amplificação de cada gene constam na Tabela 

2. Os produtos de PCR foram submetidos à eletroforese em gel de agarose a 1% para 

verificação do tamanho da banda e verificação de bandas inespecíficas. Em seguida, os 

produtos de PCR foram purificados com auxílio do kit PureLink (Invitrogen, Carlsbad, CA, 

USA), de acordo com as instruções do fabricante e novamente submetidos à eletroforese, para 

confirmação do processo.  

Tabela 2. Primers e condições de amplificação dos genes 16S RNAr, glnII, gyrB, recA, rpoB, nodC e 

nifH e espaço intergênico transcrito (ITS). 

Primer Sequência Gene alvo Condições do ciclo Referência 

fD1 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 

16S RNAr 

2 min 95 °C, 30 X 

(15s 94 °C, 45s 93 

°C, 45s 55 °C), 2 min 

72 °C e 5 min 72 °C) 

(WEISBURG et 

al., 1991) 
rD1 CTTAAGGAGGTGATCCAGCC 

TSglnIIf AAGCTCGAGTACATCTGGCTCGACGG 

glnII 

2 min 95°C, 35 X 

(45s 95 °C, 30s 58 

°C), 1.5 min 72 °C e 

7 min 72 °C 

(STEPKOWSKI 

et al., 2005) 
TSglnIIr SGAGCCGTTCCAGTCGGTGTCG 

gyrB343F TTCGACCAGAAYTCCTAYAAGG 

gyrB 

5 min 95 °C, 5X (2 

min 94 °C, 2 min 58 

°C, 1 min 72°C) 28 X 

(30 s 94 °C, 1 min 58 

°C, 1 min 72 °C e 5 

min 7 2°C) 

(MARTENS et 

al., 2008) 

gyrB1043R AGCTTGTCCTTSGTCTGCG 

TSrecAf CAACTGCMYTGCGTATCGTCGAAGG 

recA 

2 min 95 °C, 35 X 

(45s 95 °C, 30s 58 

°C), 1.5 min 72 °C e 

7 min 72 °C 

(STEPKOWSKI 

et al., 2005) 
TSrecAr CGGATCTGGTTGATGAAGATCACCATG 

rpoB83F CCTSATCGAGGTTCACAGAAGGC 

rpoB 

5 min 95 °C, 3X (2 

min 94 °C, 2 min 58 

°C, 1 min 72°C) 30 X 

(30s 94 °C, 1 min 58 

°C), 1 min 72 °C e 5 

min 72 °C 

(MARTENS et 

al., 2008) 

rpoB1061R AGCGTGTTGCGGATATAGGCG 

FGPS 1490 TGCGGCTGGATCACCTCCTT 

ITS 

3 min 94 °C, 35X (1 

min 94 °C, 1 min 55 

°C, 2 min 72 °C e 6 

min 72 °C 

(LAGUERRE et 

al., 1996) 
FGPS 130 CCGGTTTCCCCATTCGG 
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nodCF 

 

GTCGATTGCMRGTCAAGACTACG 

 

 

nodC 

 

30s 94 °C, 40 X (30s 

96 °C, 1 min 53 °C, 

30s 72°C), 5 min 

72°C  

  

 

 

(LAGUERRE et 

al., 2001) 

  nodCI GCCAGGTCTIGTTGCGATTGCTC 

nifHF TACGGNAARGGSGGNATCGGCAA  

nifH 

2 min 95°C, 35 X (1 

min 94°C, 45s 60°C, 

2 min 72°C), 7 min 

72°C  

(LAGUERRE et 

al., 1996) 
nifHI AGCATGTCYTCSAGYTCNTCCA  

 

4.6.4 Sequenciamento dos genes 

Os produtos de PCR purificados dos genes descritos no tópico anterior 

foram submetidos a uma nova amplificação, os quais foram purificados de acordo com Menna 

et al., (2006), salvo algumas adaptações. O sequenciamento foi procedido conforme as 

condições descritas por Delamuta et al., (2017) no ABI 3500XL (Applied Biosystems). A 

correção das sequências dos diferentes genes e ITS ocorreu manualmente no software 

Bionumerics versão 7.6, tendo como base o alimento com sequências depositadas no banco de 

dados do GenBank por meio da ferramenta BLAST. As sequências em estudo foram 

depositadas no banco de dados do GenBank tendo como número de acesso para os genes 16S 

RNAr de CNPSo 3448T (MK673807), CNPSo 3442 (MK673806), CNPSo 3394 

(MK673805); ITS de CNPSo 3448T (MK674784), CNPSo 3442 (MK674783), CNPSo 3394 

(MK674782); glnII de CNPSo 3448T (MK675791), CNPSo 3442 (MK675790), CNPSo 3394 

(MK675789); recA de CNPSo 3448T (MK675797), CNPSo 3442 (MK675796), CNPSo 3394 

(MK675795); rpoB de CNPSo 3448T (MK675800), CNPSo 3442 (MK675799), CNPSo 3394 

(MK675798); gyrB de CNPSo 3448T (MK675794), CNPSo 3442 (MK675793), CNPSo 3394 

(MK675792); nodC de CNPSo 3448T (MK675806), CNPSo 3442 (MK675805), CNPSo 3394 

(MK675804); nifH de CNPSo 3448T (MK675803), CNPSo 3442 (MK675802), CNPSo 3394 

(MK675801). 

4.6.5 Filogenia dos genes housekeeping individuais, 16S RNAr, nodC, nifH e espaço 

intergênico transcrito (ITS) 

As análises filogenéticas foram procedidas por meio do software MEGA 

versão 6 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) (TAMURA et al., 2013) entre as 

sequências das estirpes em estudo e sequências de estirpes tipo de todas as espécies de 

Bradyrhizobium disponíveis. Sendo assim, as sequências foram alinhadas por meio do 

algoritmo MUSCLE (EDGAR, 2004) e cortadas. A partir do alinhamento, o melhor modelo 
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de distância evolutiva foi definido pelo MEGA e as árvores filogenéticas foram construídas 

pelo algoritmo de máxima verossimilhança (Maximum Likelihood, ML), com valor de 

bootstrap de 1000 repetições (FELSENSTEIN, 1981). A estirpe Xanthobacter autotrophicus 

Py2 foi utilizada como grupo externo para a construção da árvore do gene 16S RNAr.  

4.6.6 Multilocus Sequence Analysis (MLSA)  

As sequências dos genes glnll, gyrB, recA e rpoB foram concatenadas por 

meio do software SeaView (GOUY; GUINDON; GASCUEL, 2010) e a árvore filogenética foi 

construída conforme descrito para os demais genes.  

4.6.7 Nucleotide Identity (NI) 

Os valores de NI dos genes housekeeping individuais, concatenados, 16S 

RNAr e do ITS foram determinados por uma matriz de identidade construída com base na 

similaridade das sequências de todas as estirpes em estudo e das estirpes tipo disponíveis 

através do programa BioEdit 7.0.4. 1 (HALL, 1999). 

4.6.8 Sequenciamento do genoma  

Uma estirpe representativa do grupo determinada a partir das árvores 

filogenéticas dos genes concatenados e individuais foi selecionada como estirpe tipo do grupo 

(CNPSo 3448T) e para o sequenciamento de genoma. O DNA total foi utilizado para 

construção de uma biblioteca, utilizando o kit NexteraXT, de acordo com instruções do 

fabricante, por meio da plataforma MiSeq da Illumina. O genoma foi depositado no GenBank 

sob número de acesso SPQT00000000. 

4.6.9 Average Nucleotide Identity (ANI) e hibridização DNA-DNA digital (HDDd) 

Os valores de ANI entre o genoma da estirpe representante do grupo em 

estudo e os genomas das estirpes tipo mais próximas foram calculados com base na 

similaridade média dos nucleotídeos por meio do programa online ANI calculator, 

desenvolvido por Rodriguez-R e Konstantinidis (2016). Os valores obtidos foram avaliados 

quanto ao delineamento de espécies propostos por Goris et al. (2007), enquanto que o valor de 

HDDd foi determinado pelo Genome-to-Genome Distance Calculator (GGDC) version 2.1 

com base na fórmula 2 (identities/HSP length) recomendada (MEIER-KOLTHOFF et al., 

2013), utilizando o valor de corte de 70 % de similaridade.  
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4.6.10 Conteúdo G+C (%) 

O conteúdo G+C da sequência genômica da estirpe representante do grupo 

em estudo foi determinado pelo software Quast (GUREVICH et al., 2013) e também pelo rast 

(OVERBEEK et al., 2014) e o valor resultante foi comparado com os valores do conteúdo 

G+C de sequências genômicas relatados em artigos de descrição de espécies já publicados.  

4.7 Eficiência de nodulação das estirpes 

As estirpes foram avaliadas quanto à eficiência de nodulação nas seguintes 

espécies de leguminosas: Chamaecrista fasciculata, espécie hospedeira na qual as estirpes em 

estudo foram isoladas, com sementes concedidas pelo Dr. Padma Somasegaran; Macroptilium 

antropurpureum, uma leguminosa da subfamília Papilionoideae, promíscua e popularmente 

conhecida como siratro e Glycine max, variedade BRS 1003. Para tanto, dois experimentos 

foram conduzidos em casa de vegetação de acordo com Hungria et al., (2016): 1) cultivo em 

sacos de polipropileno e 2) cultivo em vaso de Leonard.  

4.7.1 Escarificação 

Com o objetivo de quebrar a dormência das sementes e acelerar o processo 

de crescimento do embrião, as sementes foram escarificadas. Com o auxílio de folhas de lixa, 

as sementes de C. fasciculata foram submetidas a abrasão manual do tegumento por cerca de 

2 – 3 minutos ou até o aparecimento do endosperma de coloração branca ou amarelada em 

ambos os lados da semente, mantendo as laterais com o tegumento intacto, de modo a 

possibilitar a absorção de água e facilitar a emissão da radícula. Já em M. antropurpureum, as 

sementes foram imergidas em ácido sulfúrico (H2SO4) durante 5 minutos e lavadas em água 

destilada 5 vezes, em capela de exaustão. As sementes de G. max não necessitam de 

escarificação. 

4.7.2 Desinfestação de sementes 

As sementes de C. fasciculata; M. antropurpureum e G. max foram 

desinfestadas em câmara de fluxo laminar, iniciando-se por 30 segundos em etanol 70 %, 

seguindo de mais 5 minutos em hipoclorito de sódio (NaClO) 3 % e, por fim, passaram por 5 

lavagens em água destilada estéril.  
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4.7.3 Crescimento das estirpes utilizadas nos tratamentos  

Os tratamentos foram crescidos em meio YM e incubadas a 28 °C sob 

agitação, durante 7 dias, até atingir a DO de 0,9. Cinco tratamentos foram inoculados, sendo 

eles: CNPSo 3394; CNPSo 3442; CNPSo 3448T; controle positivo dado pela estirpe SEMIA 

5080 conhecida por nodular soja e controle negativo dado por 1 mL de meio YM. Todos os 

tratamentos foram realizados em triplicata. 

4.7.4 Cultivo em saco de polipropileno  

Inicialmente, as sementes foram pré-germinadas possibilitando a 

acomodação nos sacos de polipropileno. Para tanto, após o processo de escarificação e 

desinfestação, as sementes de C. fasciculata foram transferidas para placas de Petri contendo 

meio ágar-água (1 %) mantendo um espaço entre as sementes, em câmara de fluxo laminar 

(cerca de 15 sementes por placa). Em seguida, as placas foram incubadas revestidas por papel 

laminado até a emissão da radícula (cerca de 3 dias) em germinador à 28 °C. Já as sementes 

de M. antropurpureum passaram pelo mesmo processo, não sendo necessário revesti-las com 

papel laminado. As sementes de G. max foram pré-germinadas diretamente em papel 

germiteste umedecido com água destilada. Três papéis germiteste foram pesados em balança 

analítica e o peso do papel foi multiplicado por 2,5, resultando no volume de água destilada 

estéril necessário para umedecer o papel. Em câmara de fluxo laminar, os papéis foram 

umedecidos em uma bandeja e cerca de 100 sementes foram acomodadas de modo a dar 

espaço para emissão da radícula. O papel foi dobrado nas laterais, enrolado e amarrado com 

elásticos. Os rolos foram incubados durante 3 dias em germinador à 28 °C.  

Posteriormente, cada saco de polipropileno de 25 x 12 cm contendo 1 folha 

de papel germiteste embebido em 300 mL de solução nutritiva sem N (0,00036 % Fe-EDTA, 

0,0061 % MgSO4.7H2O, 0,0043 % K2SO4, 0,00016 % MnSO4.H2O, 0,014 % CaCl2.2H2O, 

0,0068% KH2PO4), recebeu uma plântula, a qual foi inoculada com 1 mL de cada tratamento 

individualmente. Os sacos foram levados para casa de vegetação um dia após a inoculação. O 

crescimento vegetal foi observado diariamente e a coleta e verificação da eficiência da 

nodulação foram realizadas 30 dias após a emergência das plantas. 

4.7.5 Cultivo em vaso de Leonard  

O crescimento dos tratamentos e a desinfestação das sementes foram 

realizados como descritos no item anterior. Cada vaso contendo substrato inerte (areia e 
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carvão triturado 1:1 v/v) autoclavado e solução nutritiva sem N recebeu quatro sementes, 

onde cada uma foi inoculada por 1 mL de cada tratamento. Cerca de seis dias após o cultivo, 

as plantas que emergiram foram debastadas, resultando em apenas uma planta por vaso. A 

coleta e observação da eficiência da nodulação foram realizadas 30 dias após a emergência.  
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Table S1. Primers and amplification conditions of the genes used in this study 

Primer Sequence 5' - 3' Gene Cycle conditions Reference 

fD1 AGAGTTTGATCC TGGCTCAG 
 r16S 

RNA 

2 min 95°C, 30 X (15s 94°C, 45s 

93°C, 45s 55°C), 2 min 72°C e 5 

min 72°C) 

Weisburg 

et al. 

(1991) rD1                     CTTAAGGAGGTG ATCCAGCC 

FGPS 1490 TGCGGCTGGATCA 
16S 

rRNA  3 min 94°C, 35X (1 min 94°C, 1 

min 55°C, 2 min 72°C e 6 min 

72°C 

Laguerre et 

al. (1996) 

FGPS 130 CCTCCTTCCGGTTTCCCCATTCGG 
23S 

rRNA 
 

TSglnIIf AAGCTCGAGTAC ATCTGGCTCGACGG 

glnII 
2 min 95°C, 35 X (45s 95°C, 30s 

58°C), 1.5 min 72°C e 7 min 72°C 

Stepkowski 

et al. 

(2005) TSglnIIr  SGAGCCGTTCCA GTCGGTGTCG 

     

gyrB343F 
TTCGACCAGAAY TCCTAYAAGG 

gyrB 

5 min 95°C, 5X (2 min 94°C, 2 

min 58°C, 1 min 72°C) 28 X (30 s 

94°C, 1 min 58°C, 1 min 72°C e 5 

min 72°C) 

Martens et 

al. (2008)      

gyrB1043R 
AGCTTGTCCTTSGTCTGCG 

TSrecAf CAACTGCMYTG CGTATCGTCGAA GG 

recA 
2 min 95°C, 35 X (45s 95°C, 30s 

58°C), 1.5 min 72°C e 7 min 72°C 

Stepkowski 

et al. 

(2005)         

TSrecAr 
CGGATCTGGTTGATGAAGATCACCATG 

 rpoB83F CCTSATCGAGGT TCACAGAAGGC 

rpoB 

5 min 95°C, 3X (2 min 94°C, 2 

min 58°C, 1 min 72°C) 30 X (30s 

94°C, 1 min 58°C), 1 min 72°C e 5 

min 72°C 

Martens et 

al. (2008) 
rpoB1061R AGCGTGTTGCGG ATATAGGCG 

nodCF GTCGATTGCMRGTCAAGACTACG 

nodC 
30s 94°C, 40 X (30s 96°C, 1 min 

53°C, 30s 72°C), 5 min 72°C  

Laguerre et 

al. (2001) 
nodCI GCCAGGTCTIGTTGCGATTGCTC 

nifHF TACGGNAARGGSGGNATCGGCAA  

nifH 

3 min 95°C, 35 X (1 min 94°C, 

45s 60°C, 2 min 72°C), 7 min 

72°C  

Laguerre et 

al. (2001) 
nifHi AGCATGTCYTCSAGYTCNTCCA  
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Table S2. Accession numbers of genomes, 16S rRNA, atpD, dnaK, glnII, recA, rpoB and gyrB used in this study. NA indicates Not Available.  

Strain 
16S rRNA 

(Complete sequences) 

16S rRNA (Partial 

sequences) 
atpD dnaK glnII recA rpoB gyrB 

B. niftali CNPSo 3448T SPQT00000000 MK673807 SPQT00000000 SPQT00000000 MK675791   MK675795  MK675800  MK675794 

 B. niftali CNPSo 3442  NA MK673806 NA NA  MK675790  MK675796  MK675799  MK675793 

 B. niftali CNPSo 3394  NA MK673805 NA NA MK675789   MK675795 MK675798  MK675792  

B. tropiciagri CNPSo 1112T  AY904753.1 AY904753.1 FJ390968 FJ391008.1 FJ391048 FJ391168 HQ634909.1 HQ634890 

B. embrapense CNPSo 2833T  AY904773.1 AY904773.1 HQ634875 KP234519.2 GQ160500 HQ634899 HQ634910.1 HQ634891 

B. viridifuturi SEMIA 690T  FJ025107.1 FJ025107.1 NA NA KR149131.1 KR149140 KU724169.1 KR149134.1 

B. elkanii USDA 76T  U35000 U35000 AY386758.1  AY328392.1  AY599117.1 AY591568.1 AM295348 AM418800 

B. jicamae PAC 68T  AY624134 AY624134 FJ428211  JF308945.1  FJ428204 HM047133.1 HQ587647 HQ873309.1 

B. lablabi CCBAU 23086T GU433448.1  GU433448.1 GU433473.1  KF962687.1 GU433498.1 GU433522.1 JX437677.1 JX437670.1 

B. pachyrhizi PAC 48T  AY624135 AY624135 FJ428208  JF308946.1  FJ428201.1 HM047130.1 HQ587648.1 HQ873310.1 

B. retamae Ro19T KC247085.1  KC247085.1 FJ428208 KF896184.1 KC247108.1 KF962711.1 KF962714.1 KF896204.1 

B. paxllaeri LMTR 21T  AY923031 AY923031 KF896186 AY923038 KF896169 JX943617 KP308154.1 KF896195 

B. icense LMTR 13T KF896156  KF896156 NA NA KF896175 JX943615 NA KF896201 

B. valentinum LmjM3T  JX514883.2 JX514883.2 NA NA JX518575 JX518589.2 NA LLXX01000044.1 

B. erythrophlei CCBAU 

53325T 
 KF114645.1 KF114645.1 NA NA KF114693.1 KF114669.1 MG811654.1  KF114717.1 

B. ferriligni CCBAU 51502T  KJ818096.1 KJ818096.1 NA NA KJ818099.1 KJ818112.1 MG811655.1  KJ818102.1 

B. diazoefficiens USDA 110T NC_004463.1 NC_004463.1           

B. canariense LMG 22265T  AJ558025.1 AJ558025.1 AY386739.1  AY923047.1  AY386765.1 FM253177 FM253263 FM253220 

B. betae LMG 21987T AY372184  AY372184 FM253129  AY923046.1  AB353733.1 AB353734.1 FM253260 FM253217 

B. japonicum USDA 6T X66024 X66024 AM168320  AM168362  AF169582 AM182158 AM295349 AM418801 

B. daqingense CCBAU 

15774T 
 NR 118648.1 HQ231274.1 HQ231289.1 KF962684.1 HQ231301.1 HQ231270.1 JX437676.1 JX437669.1 

B. denitrificans LMG 8443T X66025.1  X66025.1 FM253153.1 KF962685.1 HM047121.1 FM253196.1 FM253282.1 FM253239.1 

B. oligotrophicum LMG 

10732T 
JQ619230.1  JQ619230.1 JQ619232.1 KF962688.1 JQ619233.1 JQ619231.1 KF962713.1 KF962697.1 
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B. yuanmingense LMG 21827T AF193818  AF193818 AY386760.1  AY923039.1  AY386780.1 AM168343 FM253269 FM253226 

B. liaoningense LMG 18230T AF208513  AF208513 AY386752.1  AY923041.1  AY386775.1 AY591564.1 FM253266 FM253223 

B. iriomotense EK05T  AB300992 AB300992 AB300994.1  JF308944.1  AB300995 AB300996 HQ587646.1 AB300997 

B. cytisi CTAW11T EU561065.2  EU561065.2 GU001613.1  JQ945184.1 GU001594.1 GU001575.1 JN186288.1 JN186292.1 

B. huanghuaihaiense CCBAU 

23303T 
HQ231463.1  HQ231463.1 HQ231682.1  JX437665.1 HQ231639.1 HQ231595.1 HQ587647.1 JX437672.1 

B. rifense CTAW71T EU561074.2  EU561074.2 GU001617.1  JQ945187.1 GU001604.1 GU001585.1 KC569468.1 KC569466.1 

B. arachidis CCBAU 051107T  HM107167.1 HM107167.1 HM107217.1 JX437668.1 HM107251.1 HM107233.1 JX437682.1 JX437675.1 

B. ingae BR 10250T  KF927043.1 KF927043.1 KY753593.1 KF927055.1 KF927067.1 KF927061.1 KF927073.1 KF927079.1 

B. manausense BR 3351T  HQ641226.2 HQ641226.2 NA NA KF785986.1 KF785992.1 KF785998.1 KF786000.1 

B. neotropicale BR 10247T  NZ_LFJC01000003.1 KF927051.1 NA NA KJ661700.1 KJ661714.1 KF983829.1 KJ661707.1 

B. ganzhouense RITF806T  JQ796661.2 JQ796661.2 NA NA JX277110.1 JX277144.1 NA KP420022.1 

B. ottawaense OO99T JN186270.1 JN186270.1 HQ455212.1 JF308816.1 HQ587750.1 HQ587287.1 HQ587518.1 HQ873179.1 

B. subterraneum 58-2-1T  KP308152.1 KP308152.1 KX661391.1 KP308157.1 KM378484.1 KM378397 KM378349.1 KX661396.1 

B. vignae 7-2T  NZ_RDQF00000000.1 KP899563.1 NA NA KM378443.1 KM378374.1 KM378308.1 KX683216.1  

B. kavangense 14-3T KP899562.1  KP899562.1 KY753592.1 KR259949.1 KM378446.1 KM378399.1 KM378311.1 KX661397.1 

B. guangdongense CCBAU 

51649T 
CP030052.1  KC508867.1 KC508916.1 KC508964.1 KC509023.1 KC509269.1 KC509318.1 KC509072.1 

B. guangxiense CCBAU 

53363T 
 NZ_CP022220.1 KC508877.1 KC508926.1 KC508974.1 KC509033.1 KC509279.1 KC509328.1 KC509082.1 

B. stylosanthis BR 446T NZ_LVEM01000003.1  KU724142 NA NA KU724148 KU724163 KU724166 KU724151 

B. lupini USDA 3051T  KM114861.1 KM114861.1 NA NA KM114862.1 KM114866.1 NA NA 

B. centrosemae A9T   KC247115.1 KC247115.1 NA NA KX012940.1 KC247145.1 NA NA 

B. americanum CMVU44T   KU991833.1 KU991833.1 NA NA KX012942.1 KC247141.1 NA NA 

B. cajani AMBPC1010T   KY349447.1 KY349447.1 NA NA KY349442.1 KY349440.1 NA NA 

B. brasilense UFLA03-321T   MPVQ01000094.1 KF311068.2 KF452730.1 KF452791.1 MPVQ00000000 KT793142.1 KF452879.1  KF452827.1 

B. mercantei SEMIA 6399T  FJ025102.1  FJ025102.1 NA NA KX690621.1 KX690615.1 NA KX690623.1 

B. centrolobii BR 10245T   KF927049.1 KF927049.1 NA NA KX527991.1 KX527954.1 KF983827.3  KX528004.1  
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B. macuxiense BR 10303T  NZ_LNCU01000039.1  KX527919.1 NA NA KX527995.1 KX527958.1 KX527969.1 KX528008.1  

B. sacchari BR 10280T   KF113091.3 KF113091.3 NA NA KX065099.1 KX065095.1 NA NA 

B. namibiense 5-10T   KX661401.2 KX661401.2 KX661387.1 KP402058.1 KM378440.1 KM378377.1 KM378306.1 KX661393.1 

B. forestalis INPA54BT   NZ PGVG010001 KR779520.2 NA NA PGVG00000000 KF452867.1 NA KF452831.1 

B. algeriense RST89T  PYCM01000032.1  FJ546419.1 NA NA FJ264924.1 FJ264927.1 NA NA 

B. shewense ERR11T NZ_FMAI01000001.1 NZ_FMAI01000001.1 NA NA JQ809893.1 NZ_FMAI01000022.1 JQ810006.1 NZ_FMAI01000013.1 

B. ripae WR4T   MF593081.1 MF593081.1 NA NA MF593086.1 MF593090.1 MF593098.1 MF593094.1 

B. nitroreducens TSA1T AB542368.1 AB542368.1 NA NA NA NA NA NA 
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Table S3. Nucleotide Identity (NI) between Bradyrhizobium niftali CNPSo strains and type 

strains belong to the B. japonicum superclade, based on the sequences of single 16S rRNA, 

ITS, nifH and nodC genes, four single and concatenated housekeeping genes (glnII, gyrB, 

recA, rpoB) and six concatenated (+atpD, +dnaK) genes. NA indicates Not Available.  

  Nucleotide Identity (%) 

  Ribosomal  Symbiotic genes Housekeeping genes MLSA 

  

16S 

(Complete 

sequence) 

16S 

(Partial 

sequence) 

ITS nifH nodC glnII gyrB recA rpoB 4 genes 6 genes  

Between CNPSo strains  NA 100 100 100 100 100 100 100 100 100 NA 

Between CNPSo strains 

and: 
           

B. diazoefficiens 100 100 84 90.6 90.6 98.2 98.1 95 97.2 97.3 83 

B. japonicum  99.3 99.7 95 90.6 90.6 96.8 95.8 93.8 93.1 95.1 81.2 

B. betae  99.4 100 90.2 NA NA 96.6 93.8 94.1 92.9 94.5 80.6 

B. stylosanthis  99.3 99.4 84.4 84.7 74.8 95.6 94.5 92.5 97 94.9 NA 

B. canariense  99.1 99.6 90.5 84.7 75.5 95.4 94.3 93 90.7 93.6 80.2 

B. daqingense  99.6 99.8 79.1 90.6 90.6 94.2 93.6 91.1 93.7 93.3 79.9 

B. yuanmingense  98.9 99.2 87.2 92.1 88.4 93.2 92.9 91.6 93.4 92.8 79.5 

B. liaoningense  99.4 99.8 89.1 90.6 71.5 95.4 95.1 91.9 93.4 94.2 80.4 

B. iriomotense  99 98.9 74.3 85.2 74.6 95.4 94 90 91 92.9 79.4 

B. cytisi  99.2 99.3 88.5 84.2 76.7 95 93.2 91.6 93.1 93.4 79.2 

B. huanghuaihaiense  99.4 99.4 90.3 90.6 90.6 95.8 94.2 89.7 97 94.3 80.5 

B. rifense  99.4 99.6 91.5 83.7 75.5 95.6 94 91.9 92.3 93.7 80 

B. arachidis  99.3 99.2 86.5 98.5 98.3 94.2 94 91.6 94.2 93.6 79.9 

B. ingae  99.2 99 82.4 89.1 73.9 96.8 92.2 90 91 92.8 79.2 

B. manausense  99.3 99.4 NA 85.7 75.3 93.4 92.3 91.6 94.8 93 NA 

B. ottawaense  99.3 100 NA 90.6 90.6 95.2 95.6 92.7 93.7 94.5 80.9 

B. subterraneum  99.3 99.6 78.8 97.5 NA 93.6 92.7 91.1 93.1 92.7 78.6 

B. kavangense  98.6 98.7 75.2 98 94.1 93.8 94.3 91.6 94 93.6 79.8 

B. guangdongense  99.3 99.5 NA 81.2 NA 93.2 94.7 90.5 94.2 93.3 79.3 

B. guangxiense  99.3 99.8 NA 88.6 NA 94.4 93.2 93.3 93.4 93.6 79.9 

B. ganzhouense 99.6 99.6 NA 84.7 74.4 97 94.7 92.2 NA NA NA 

B. vignae 99.3 99.5 87.6 96.5 94.3 93.6 92.7 90.8 95 93.1 NA 

B. lupini 98.9 99.6 92.8 NA 73.9 95 NA 92.2 NA NA NA 

B. centrosemae 99.7 99.8 77.4 91.1 85.2 93.6 NA 92.7 NA NA NA 

B. americanum 99.6 99.8 81.1 83.7 75.3 94.4 NA 91.1 NA NA NA 

B. cajani  99 99.3 NA NA 97.8 94.4 NA 91.6 NA NA NA 

B. sacchari 99.1 99 NA 87.6 90.8 94.8 NA 91.6 NA NA NA 

B. forestalis 99.2 99.2 NA 99 98.5 93.8 91.3 93 NA NA NA 

B. shewense 99.5 100 NA NA NA 95.8 96.1 91.6 93.7 94.6 NA 

B. nitroreducens 99.6 99.8 99.6 NA NA NA NA NA NA NA NA 
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Table S4. Fatty acid profile (%) of B. niftali CNPSo 3448T grown for 5 days at 28 °C on yeast 

extract-mannitol agar plates. Data obtained with the MIDI system using FAME library 

TSBA6, according Delamuta et al. (2013).  

Strains: 1. B. niftali CNPSo 3448T; 2. B. diazoefficiens USDA 110T; 3. B. japonicum USDA 

6T; 4. B. betae LMG 21987T. 

  

  1 2⸸ 3⸸ 4 

C16:0 13.65 14.09 13.05 14.88 

C16:1 ω5c   3.63   

C18:0   0.79   

C18:1 ω7c 11-methyl   6.65 10.81 

Summed features  
 

   

3#  
 1.07   

8* 86.35 85.91 74.81 74.30 
⸸ Data obtained in the same laboratory and conditions by Delamuta et al. (2013) 

 

Delamuta JRM, Ribeiro RA, Ormeño-Orrillo E, Melo IS, Martínez-Romero E, Hungria 

M. Polyphasic evidence supporting the reclassification of Bradyrhizobium japonicum group 

Ia strains as Bradyrhizobium diazoefficiens sp. nov. Int J Syst Evol Microbiol. 

2013;63(9):3342–51.  
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Figure S1. Maximum likelihood phylogeny based from 16S rRNA alignment (947 bp) 

between B. niftali sp. nov. strains and other Bradyrhizobium species. Accession numbers are 

indicated in parentheses. The novel species is shown in bold. The ML tree was obtained using 

the T92: Tamura 3-Parameter model +G model by MEGA v. 6. Bootstrap values >70 % are 

indicated at the nodes. Xanthobacter autotrophicus Py2 was used as outgroup. Bar indicates 

one substitution per 100 nucleotide positions.  
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Figure S2. Neighbor Joining (NJ) phylogeny based on the 16S-23S rRNA intergenic spacer 

(ITS) alignment (915 bp) between B. niftali strains and other Bradyrhizobium species. The NJ 

tree was obtained based on matrix of uncorrected distances. Bootstrap values >70 % are 

indicated at the nodes. The scale bar indicates one substitution per 100 nucleotide positions. 

Accession numbers are shown in parentheses. 
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Figure S3. Maximum likelihood phylogeny based from glnII alignment (505 bp) between B. 

niftali sp. nov. strains and other Bradyrhizobium species. Accession numbers are indicated in 

Table S2. The novel species is shown in bold. The ML tree was obtained using the T93: 

Tamura-Nei model +G+I model, calculated by MEGA v.6. Only bootstrap values >70 % are 

indicated at the nodes. Bar indicates two substitutions per 100 nucleotide positions. 
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Figure S4. Maximum likelihood phylogeny based from gyrB alignment (552 bp) between B. 

niftali sp. nov. strains and other Bradyrhizobium species. Accession numbers are indicated in 

Table S2. The novel species is shown in bold. The ML tree was obtained using the GTR: 

General Time Reverseble model +G+I model, calculated by MEGA v.6. Only bootstrap values 

>70 % are indicated at the nodes. Bar indicates two substitutions per 100 nucleotide positions. 
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Figure S5. Maximum likelihood phylogeny based from recA alignment (360 bp) between B. 

niftali sp. nov. strains and other Bradyrhizobium species. Accession numbers are indicated in 

Table S2. The novel species is shown in bold. The ML tree was obtained using the T92: 

Tamura 3-Parameter model +G+I model, calculated by MEGA v.6. Only bootstrap values >70 

% are indicated at the nodes. Bar indicates two substitutions per 100 nucleotide positions. 
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Figure S6. Maximum likelihood phylogeny based from rpoB alignment (371 bp) between B. 
niftali sp. nov. strains and other Bradyrhizobium species. Accession numbers are indicated in 
Table S2. The novel species is shown in bold. The ML tree was obtained using the T93: 
Tamura-Nei model +G+I model, calculated by MEGA v.6. Only bootstrap values >70 % are 
indicated at the nodes. Bar indicates two substitutions per 100 nucleotide positions. 
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Figure S7. Maximum likelihood phylogeny based from alignment of the 
atpD+dnaK+glnII+gyrB+recA+rpoB concatenated (2438 bp) between B. niftali sp. nov. 

CNPSo 3448
T
 and other Bradyrhizobium species. Accession numbers are indicated in Table 

S2. The ML tree was obtained using the GTR: General Time Reversible model +G+I model 
by MEGA v. 6. Only bootstrap values >70 % are indicated at the nodes. Bar indicates two 
substitutions per 100 nucleotide positions 
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Figure S8. Maximum likelihood phylogeny based from nifH alignment (203 bp) between B. 

niftali sp. nov. strains and other Bradyrhizobium species. Accession numbers are indicated in 

parentheses. The novel species is shown in bold. The ML tree was obtained using the T92: 

Tamura 3-Parameter model +G+I model, calculated by MEGA v.6. Only bootstrap values >70 

% are indicated at the nodes. Bar indicates two substitutions per 100 nucleotide positions. 
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Figure S9. Cluster analysis of BOX-PCR products obtained from Bradyrhizobium niftali 

strains (in bold) and related species. Analysis performed in Bionumerics (Applied 

Mathematics, Kortrijk, Belgium, v.7.6) using the UPGMA algorithm (Unweighted Pair-Group 

Method with Arithmetic mean) and the Jaccard coefficient with 3% of tolerance.  
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7. Considerações Finais  

A simbiose entre rizóbios e leguminosas é uma das interações mais estudadas entre 

organismos procarióticos e eucarióticos. Atualmente, estirpes de rizóbios selecionadas têm 

sido largamente aplicadas em culturas de leguminosas economicamente importantes como 

uma alternativa sustentável e econômica ao uso de fertilizantes nitrogenados. Os benefícios da 

FBN em sistemas agrícolas são atribuídos a constantes esforços voltados à seleção de estirpes 

competitivas, eficientes e compatíveis com cada tipo de cultura, sendo que as etapas 

primordiais desse processo envolvem o conhecimento e a classificação adequada das espécies 

microbianas naturalmente existentes no solo. Deste modo, estudos relacionados à taxonomia 

de bactérias fixadoras de nitrogênio são imprescindíveis na ampliação do conhecimento 

acerca da diversidade desse grupo, tendo possibilidade de contribuir para interessantes 

aplicações biotecnológicas.  

Apesar do vasto conhecimento acumulado acerca dos mecanismos de nodulação e 

fixação de nitrogênio, sabe-se que os estudos foram principalmente voltados para plantas e 

estirpes modelos, normalmente Papilonoideae e de interesse agrícola. Sendo assim, estudos 

utilizando plantas hospedeiras da subfamília basal Caesalpinioideae, como é o caso de 

Chamaecrista fasciculata, têm a possibilidade de incentivar pesquisas futuras e melhorar a 

compreensão acerca da evolução das leguminosas e origem da nodulação.  

O presente estudo corrobora com Fonseca et al., (2012), Dos Santos et al., (2017), 

Andrews et al., (2017) e Rathi et al., (2018) no que diz respeito ao gênero Bradyrhizobium 

possivelmente ser o principal microssimbionte de Chamaecrista. A partir da análise polifásica 

realizada nas três estirpes isoladas de diferentes regiões geográficas nos EUA, sugere-se a 

descrição de uma nova espécie de Bradyrhizobium, na qual foi proposto o nome de 

Bradyrhizobium niftali, contribuindo para a diversidade deste relevante gênero microbiano, o 

qual tem sido considerado o simbionte primordial das leguminosas.   

 


