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KLEPA, Milena Serenato. Taxonomia polifasica de isolados de Chamaecrista fasciculata e
descricdo da nova espécie Bradyrhizobium niftali. 2019. 99 p. Dissertacdo de Mestrado
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RESUMO

O crescimento e desenvolvimento vegetal estdo intimamente relacionados com a
disponibilidade de certos nutrientes no solo. O nitrogénio é necessario devido & sua
participacdo vital em processos biologicos estruturais, metabdlicos e genéticos. A principal
via de incorporacéo de nitrogénio a biosfera se d& através da fixacéo bioldgica de nitrogénio
(FBN), um processo dependente da reducdo enzimética do N2 atmosférico em formas
assimilaveis para espécies vegetais. A habilidade de fixar N2 é restrita a um grupo restrito de
bactérias, dentre as quais, 0s rizébios se destacam por estabelecerem relacGes simbioticas com
plantas da familia Fabaceae, através de estruturas especializadas, denominadas nédulos.
Recentemente, um estudo filogenético sugeriu que a tradicional familia Fabaceae fosse
reclassificada em seis subfamilias, nas quais apenas Papilionoideae e Caesalpinioideae
apresentam espécies com habilidade nodulifera. Até o presente momento, 0 género
Bradyrhizobium tem sido relatado como o principal microssimbionte isolado de
Caesalpinioideae, no entanto, a diversidade de rizébios isolados dessa subfamilia ainda é
pouco conhecida. Com base em uma abordagem polifasica e visando a descricdo de uma nova
espécie bacteriana, o presente estudo teve como objetivo analisar a diversidade de rizébios
isolados de nodulos de Chamaecrista fasciculata, uma leguminosa caesalpinioideae nativa da
regido leste, centro-oeste e sul dos Estados Unidos. Na filogenia do gene ribossomal 16S
RNAr, as trés estirpes CNPSo 3394, CNPSo 3442 e CNPSo 3448, foram agrupadas no
superclado B. japonicum e compartilnaram 100 % de identidade nucleotidica (NI) entre si e
com B. diazoefficiens, B. betae, B. shewense e B. ottawaense. Tais resultados confirmam a
alta conservacdo desse gene para analises filogenéticas em Bradyrhizobium. A filogenia do
espaco intergénico transcrito (ITS) agrupou as estirpes CNPSo em um clado individual com
alto suporte estatistico, sendo B. japonicum a espécie mais relacionada. Para melhores
elucidagdes filogenéticas no grupo em estudo, foi realizada uma anélise concatenada com
sequéncias de seis genes housekeeping, atpD, dnakK, ginll, gyrB, rpoB e recA, por meio da
técnica de MLSA (multilocus sequence analysis), a qual indicou B. diazoefficiens como a
espéecie mais préxima, com 83 % de similaridade. O mesmo padréo filogenético foi verificado
na filogenia dos genes housekeeping individuais. As filogenias dos genes de nodula¢do nodC
e fixagdo do N2 nifH agruparam as estirpes com B. arachidis, B. forestalis e B. cajanus. A
estirpe CNPSo 3448 foi selecionada para anélises gendmicas 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 fenotipica, principalmente quanto a utilizacdo de fontes
C e a tolerancia a antibioticos. Considerados em conjunto, esses dados suportam a descricdo
de uma nova espécie de Bradyrhizobium, para qual o nome Bradyrhizobium niftali foi
proposto, com a estirpe CNPSo 34487 (=USDA 100517 =U687T =CL 40") selecionada como
estirpe tipo.

Palavras-chave: Taxonomia polifasica. Bradyrhizobium. Nodula¢do. 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 Nz 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, dnakK, ginll, 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
CNPSo0 3448 (=USDA 10051T =U687T =CL 40") designated as the type strain.

Key words: Polyphasic taxonomy. Bradyrhizobium. Nodulation. Native legumes. Caesalpinioideae.
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1. Introducgéo
Apesar do vasto conhecimento acumulado acerca dos papéis ecolégicos 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 ciéncia dedicada a
classificacdo dos organismos de modo a tornar possivel o conhecimento das relacdes
evolutivas existentes entre eles e sobre a biodiversidade. Atualmente a abordagem polifasica é
a mais aceita na classificacdo de microrganismos, portanto, uma combinacdo de métodos
fenotipicos, genotipicos e filogenéticos sdo empregados na busca de um consenso no
delineamento de espécies. No entanto, o avango nas tecnologias de sequenciamento (next-
generation sequencing — NGS) tem repercutido em uma classificacdo baseada unicamente em
sequéncias genomicas, podendo acarretar em verdadeiras revolugbes na taxonomia de

procariotos.

Dentre as fungdes ecoldgicas de cada microrganismo, a fixagao bioldgica de
nitrogénio (FBN) é um dos processos mais relevantes para a vida na Terra, uma vez que a
utilizacdo do N2 atmosférico por um pequeno grupo de bactérias e arqueas possibilita a
sobrevivéncia de varios outros organismos. A habilidade de reduzir o N2 a NHs €
predominantemente conhecida em um grupo de bactérias capazes de se associar
simbioticamente com uma ampla gama de espécies da familia Fabaceae (= Leguminosae).
Como resultado dessa associacdo, uma colaboracdo mutua entre os simbiontes promove o
desenvolvimento de uma estrutura especializada nas raizes e, ocasionalmente, no caule,
denominado nodulo, onde ocorre a FBN. Estas bactérias sdo coletivamente denominadas
rizobios e disponibilizam formas assimilaveis do N fixado a leguminosa hospedeira, em troca

de produtos da fotossintese.

Até recentemente, a familia Fabaceae era tradicionalmente dividida nas
subfamilias Caesalpinioideae, Mimosoideae e Papilonoideae (= Faboideae). Entretanto, um
amplo estudo filogenético realizado entre as leguminosas sugeriu a re-circunscricdo desta
familia em Caesalpinioideae, Cercidoideae, Detarioideae, Dialioideae, Duparquetioideae e
Papilionoideae. Apesar da nodulagéo ser considerada rara em Caesalpinioideae, Chamaecrista
é um dos géneros noduliferos mais promissores entre as leguminosas. Diferindo quanto aos
mecanismos de nodulacdo, as espécies de Chamaecrista variam entre caracteristicas
primitivas e avancadas, propondo um evento de origem de nodulacdo proprio nesse género.

Conforme relatos em varios continentes, o género Bradyrhizobium tem sido o principal
15



simbionte isolado, no entanto, os dados sdo 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 géneros de rizébios
conhecidos, sua taxonomia ainda permanece complexa, estimando-se que grande parte das
espécies continua desconhecida. Levando em conta a predominancia do género
Bradyrhizobium em solos tropicais, estes rizébios apresentam uma ampla faixa hospedeira
podendo ser encontrados associados com leguminosas de importancia econémica até plantas
primitivas da subfamilia Caesalpinioideae, permitindo sugerir que este género é o simbionte
ancestral de Fabaceae. Sendo assim, estudos focados nessas leguminosas-chave, como é o
caso de Chamaecrista fasciculata, podem contribuir com questdes sobre a historia evolutiva
da simbiose entre rizébios e leguminosas, bem como para ampliar 0 conhecimento sobre a

diversidade do género Bradyrhizobium.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

Realizar uma andlise polifasica de propriedades fenotipicas, genéticas e filogenéticas de trés
estirpes de Bradyrhizobium isoladas de nédulos radiculares de Chamaecrista fasciculata, uma
leguminosa nativa das regides leste, centro-oeste e sul dos Estados Unidos, visando

determinar a diversidade desse grupo de bactérias.

2.2 Objetivos especificos

a) Caracterizar estirpes isoladas de nddulos de Chamaecrista fasciculata quanto aos
aspectos morfofisioldgicos e quimiotaxonémicos;

b) Analisar a diversidade genética dos rizobios por meio das técnicas de BOX-PCR; ANI
(Average Nucleotide Identity); NI (Nucleotide Identity), bem como, determinar o contetdo de
guaninas e citosinas presente no genoma;

C) Investigar as relagdes filogenéticas dos rizobios por meio de analises do gene
ribossomal 16S RNAr, espaco intergénico transcrito (ITS) e MLSA (Multilocus Sequence
Analysis) com o0s genes housekeeping atpD, dnaK, ginll, gyrB, recA e rpoB, visando
determinar a posicao taxondmica das estirpes;

d) Inferir propriedades simbioticas dos rizobios por meio da filogenia dos genes
simbioticos nodC e nifH e testes de capacidade de nodulagdo em Chamaecrista fasciculata e

outras espécies de leguminosas.
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3. Referencial Tedrico

3.1 Agricultura sustentavel e a fixacdo bioldgica de nitrogénio

Dentre as exigéncias nutricionais de uma planta, o nitrogénio (N) é o
elemento requerido em maior quantidade. Isso se deve aos importantes processos estruturais,
metabolicos e genéticos, nos quais o N € um constituinte essencial para a formacéo de acidos
nucleicos, aminoacidos e proteinas (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
ligacdo covalente que envolve os dois atomos é extremamente forte e estavel. Desta forma, a
assimilacdao direta por plantas e pela grande maioria dos organismos vivos € inviabilizada
(BRILL, 1977). A limitacdo de tal nutriente no solo afeta diretamente o crescimento e o
desenvolvimento vegetal em ecossistemas naturais ou cultivos agricolas. Para a nutricdo das
plantas, o N deve ser fornecido por formas inorganicas combinadas ou fixadas, como nitrato
(NOz ") e ambnio (NH4"), passiveis de metabolizagdo (TAIZ et al., 2017).

No solo, o N disponivel para as plantas é representado por compostos
inorganicos, decorrentes de processos da decomposicdo da matéria organica, como a
amonificacdo e a nitrificacdo, cuja disponibilidade depende das condi¢cdes ambientais e da
natureza quimica da matéria orgénica presente no solo (SIQUEIRA et al., 1994). Em relacéo
ao territdrio brasileiro, as condigdes climaticas e de umidade aceleram o0s processos de
decomposicédo da matéria organica, resultando em perdas por volatilizacéo e lixiviacdo. Neste
caso, 0 reservatorio de N torna-se limitado e rapidamente esgotado ao longo dos cultivos
(HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2007). Outra maneira de suprir as exigéncias vegetais se
d& por meio de processos naturais, tais como descargas elétricas, combustdo e vulcanismo.
Este processo é denominado fixacdo ndo bioldgica e, da mesma forma que o primeiro,
contribui com uma pequena porcentagem do aporte de N a biosfera (NEWTON, 2000;
HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2007).

A introducdo da fertilizacdo nitrogenada em culturas agricolas acarretou em
um substancial aumento na producdo de alimentos. Nessas circunstancias, a utilizacdo desses
insumos foi repercutida como a solucdo mais eficaz para a deficiéncia nutricional de plantas,
sendo amplamente utilizada até os dias atuais (GRAHAM; VANCE, 2003). Por outro lado, 0
processo de fixacdo industrial envolve elevados custos financeiros e a0 meio ambiente.
Estima-se que a producdo de uma tonelada de NHs demande a combustdo de,
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aproximadamente, seis barris de petréleo, uma fonte de energia ndo renovavel que,
consequentemente, implica na emissdo de gas carbdnico (CO2), um agravante do efeito estufa
(HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2007; FERGUSON et al., 2010).

Além disso, outros severos impactos ambientais estdo associados as praticas
de fertilizacdo nitrogenada. Apesar de considerada uma fonte prontamente disponivel, em
geral, as plantas ndo assimilam todo o N aplicado de forma eficiente, resultando em perdas de,
aproximadamente, 50 % do insumo sob condicdes tropicais. O excesso de N no solo tem a
possibilidade de ser lixiviado para rios, lagos, reservatérios e lencois freaticos, colocando em
risco a biodiversidade aquética e a salde humana, além disso, o solo pode passar por um
processo de acidificacdo. Esse N restante ainda € passivel de volatilizacdo e desnitrificacdo,
resultando na emissdo de gases de efeito estufa, como os Oxidos de nitrogénio (NOx)
(ERISMAN et al., 2013; DE BRUIJN, 2015).

O principal meio de incorporacdo de N & biosfera se d& pela conversao
enzimatica do nitrogénio atmosferico (N2) a amdnia (NHs), em um processo realizado
exclusivamente por organismos procarioticos, denominado fixacdo bioldgica de nitrogénio
(FBN). Ambientes naturais e agricolas sdo beneficiados pela agdo de organismos fixadores de
nitrogénio, tanto pela reposicdo do contetdo de N perdido via agua ou gases, quanto pela
reducdo do uso de fertilizantes nitrogenados. Nessas circunstancias, essa etapa do ciclo do N é
quase tdo importante para a vida quanto a fotossintese e contribui com 65 % do aporte total
deste nutriente adentrado na Terra (DIXON; KAHN, 2004; ORMENO-ORRILLO;
HUNGRIA; MARTINEZ-ROMERO, 2013).

Microrganismos fixadores de nitrogénio estdo distribuidos em pouco mais
de 100 filos do dominio Bacteria, enquanto que em Archaea, Sd0 restritos apenas as
metanogénicas pertencentes ao filo Euryarchaeota (ORMENO-ORRILLO; HUNGRIA;
MARTINEZ-ROMERO, 2013; DE BRUIJN, 2015). A habilidade de fixar N2 € atribuida a
presencga dos genes nif, cujos produtos resultam na sintese do complexo enzimatico chave da
FBN, a nitrogenase. Em sua estrutura classica, a nitrogenase é composta por Ferro-proteina
(Fe-proteina) e Molibdénio-Ferro-proteina (MoFe-proteina), sendo esta Ultima subunidade a
portadora do sitio ativo da enzima. No entanto, ambas sdo altamente sensiveis ao oxigénio
(O2) e dependentes de elevadas quantidades de energia (POSTGATE, 1982; DIXON; KAHN,
2004).
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A redugdo do N2a NHs envolve a acdo de carreadores de elétrons, tais como
ferrodoxina ou flavodoxina. Estes reduzem a Fe-proteina, a qual subsequentemente transfere
os elétrons recebidos para a MoFe-proteina, em um processo que demanda a hidrolise de dois
ATP. O substrato ligado ao sitio ativo é reduzido, ao passo que protons sdo reduzidos a Hz. A
redugdo completa de N2 é dada pelo acumulo de oito elétrons. Nestas circunstancias, a
estequiometria da reacdo consiste em: N2 + 8H" + 8¢~ + 16MgATP > 2NHs + Hz +
16MgADP + 16Pi (KIM; REES, 1994).

Apesar de encontrados em habitats variados, o solo abriga uma vasta
diversidade de bactérias fixadoras de nitrogénio, também denominadas diazotroficas. Além
das bactérias de vida livre, outras tém a possibilidade de estabelecer associacGes com plantas
em diferentes graus de especificidade, podendo ser diferenciadas como associativas,
endofiticas e simbioticas. Estas Ultimas sdo compreendidas por bastonetes Gram-negativos e
aerobicos, coletivamente denominadas rizébios (HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2007,
PEIX et al., 2015; MUS et al., 2016). Em meio a tais associacdes, os rizébios se destacam
pela habilidade de estabelecerem relacBes simbidticas com plantas da familia Fabaceae (=
Leguminosae). Esta relacdo é capaz de promover alteracbes em ambos os simbiontes,
culminando no desenvolvimento de estruturas especializadas, denominadas noédulos, as quais
sdo encontradas nas raizes e, ocasionalmente, nos caules. No interior destas estruturas, as
bactérias recebem protegdo contra o Oz e suprimento de carbono, possibilitando a reducéo do
N2 de forma eficiente, o qual é distribuido aos tecidos vegetais (OLDROYD; DOWNIE,
2004; VELAZQUEZ; SILVA; PEIX, 2010).

3.2 Familia Fabaceae e 0 género Chamaecrista

Sendo composta por aproximadamente 751 géneros e 19.500 especies, a
familia Fabaceae é considerada a terceira maior entre as angiospermas (LPWG, 2013).
Tradicionalmente, as leguminosas sdo separadas em trés subfamilias: Caesalpinioideae,
Mimosoideae e Papilonoideae (=Faboideae), nas quais a ocorréncia de nodulacdo é
considerada rara em especies 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 géneros
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ja descritos na familia, sugerindo uma nova classificacdo para Fabaceae. Além disso,
caracteristicas morfoldgicas detalhadas tém sido incluidas na taxonomia de leguminosas,
como por exemplo, a presenca de nodulagdo. A proposta € que a familia seja composta por
seis subfamilias, sendo elas: Cesalpinioideae, Cercidoideae, Detarioideae, Dialioideae,
Duparquetioideae e Papilionoideae (ANDREWS; ANDREWS, 2017; LPWG, 2017;
SPRENT; ARDLEY; JAMES, 2017).

Nesta nova classificacdo, a parafilética subfamilia Caesalpinioideae abrange
apenas as tribos Cassieae, Caesalpinieae e a antiga subfamilia Mimosoideae. Sendo assim,
essa subfamilia agora é representada pelo clado Mimosoideae-Cesalpinieae-Cassieae (MCC)
ja conhecido entre as leguminosas. Apesar disso, essa reclassificacdo de Mimosoideae tem
gerado discussdes, sendo considerada um clado distinto dentro de Caesalpinioideae. As
subfamilias Cercidoideae, Detarioideae, Dialioideae e Duparquetioideae ndo apresentam
habilidade de nodulacdo e foram reclassificadas de tribos de Caesalpinioideae para a atual
categoria. Por fim, a sexta subfamilia foi mantida com seu carater monofilético como
Papilionoideae (DIABATE et al., 2005; LPWG, 2017; SPRENT; ARDLEY; JAMES, 2017).

A origem da nodulacdo na familia Fabaceae ainda é uma caracteristica
extensivamente discutida, tendo a possibilidade de se afirmar que houveram varios eventos de
origem de nodulacdo independentes entre os grupos (DOYLE, 2011). Além de prevalecer no
clado mimosoideae, a nodulacdo em Caesalpinioideae esta presente tanto na tribo
Caesalpinieae, sendo representada pelos g@éneros Dimorphandra, Erythropleum,
Campsiandra, Jacqueshueberia, Melanoxylon, Tachigali e Moldenhawera, quanto na tribo
Cassieae, onde 0 género Chamaecrista se destaca por ser 0 Unico 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, 0 género Chamaecrista foi o primeiro a
ser segregado do género Cassia. Em relacdo a sua geografia, o género apresenta distribuicdo
Pantropical, sendo menos recorrente na Africa, Asia e Australia, porém, é um dos Gnicos
géneros de leguminosas noduliferas que se estende para areas 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 sdo endémicas do pais, ocorrendo principalmente nos estados da Bahia e Minas

Gerais, cujos Campos Rupestres e dominios de Cerrado apresentam elevados niveis de
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endemismo, sendo considerados grandes centros de diversificagdo deste género (BARNEBY,
1994, 1999; DE SOUZA; DA SILVA, 2015; RANDO et al., 2016). As espécies de
Chamaecrista variam entre habitos arboreo, arbustivo e herbaceo (TOZZI, 2016), havendo
relatos de nodulacdo 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 regides de pradarias, florestas de
savana, pastagens, entre outros ecossistemas, sobrevivendo em solos arenosos ou argilosos,
com pouca disponibilidade de &gua e pH acido (HOUCK, 2006). As plantas sdo anuais e
herbaceas, representadas por flores amarelas, comumente utilizadas para ornamentacdo e
producdo de mel (MORRIS, 2012). Suas folhas e sementes sdo amplamente utilizadas como
fonte nutricional para animais selvagens, contudo, apresentam uma substancia catartica que €
toxica e pode levar a morte (USDA, 2011a). Quando associadas com certas plantas, reduzem
consideravelmente a herbivoria, podendo ser aplicadas no controle biol6gico de pragas
(JEZOREK; STILING; CARPENTER, 2011). Além disso, por apresentar uma rapida taxa de
crescimento e habilidade de nodulagéo, C. fasciculata tem apresentado grande potencial no
controle da erosdo, melhoria da fertilidade do solo e reabilitacdo de areas degradadas
(TLUSTY; GROSSMAN; GRAHAM, 2004; USDA, 2011b; HENSON; CORY; RUTTER,
2013; BEYHAUT et al., 2014).

Apesar de poucas informagdes sobre a nodulagdo em C. fasciculata, Parker
e Kennedy (2006) isolaram rizobios pertencentes a linhagens do grupo B. elkanii em New
Haven, Connecticut, EUA. Em relacdo a FBN, Gopalasubramaniam et al. (2008) indicaram a
proteina leghemoglobina de C. fasciculata como um suposto ancestral da leghemoglobina dos
demais legumes. Nesse contexto, recomenda-se a utilizagdo de C. fasciculata como um
modelo bioldgico dentro de leguminosas, tendo a possibilidade de auxiliar na resolucdo de
questdes associadas a origem da familia Fabaceae e da nodulacdo. Além disso, o pequeno
porte de C. fasciculata, bem como, o rapido tempo de geracdo, o genoma sequenciado e a
compatibilidade com diversos ecossistemas facilitam o estudo em laboratério, podendo
ampliar as perspectivas em sistemas experimentais para além dos modelos de papilionoideae
comumente estudadas, como Glycine max, Medicago truncatula e Lotus japonicus (SINGER
etal., 2009).
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3.3 Simbiose rizobio-leguminosa: infeccdo bacteriana e organogénese de nédulos
radiculares

Diante da diversidade de macro e microssimbiontes existentes e das
condi¢cdes ambientais nos quais sdao submetidos, trés diferentes mecanismos de nodulagédo
podem ocorrer, sendo eles: infeccdo via pelos radiculares; infeccdo por rachaduras ou, ainda,
através da epiderme intacta (SPRENT; DE FARIA, 1989; SPRENT; ARDLEY; JAMES,
2013). A simbiose rizébio-leguminosa consiste em duas etapas consecutivas de infeccdo e
organogénese de nodulos. De acordo com a leguminosa a qual estdo associados, 0s rizébios
podem induzir dois tipos principais de nodulos, sendo que as diferencas entre eles sdo Uteis
para taxonomia de leguminosas. NoOdulos indeterminados s&o caracterizados por um
crescimento meristematico apical persistente, que resulta em uma morfologia alongada e por
vezes ramificada, presentes em todos os representantes da subfamilia Caesalpinioideae e
Mimosoideae. Ja 0s nodulos determinados ndo apresentam um meristema e as divisdes
celulares cessam logo apoés o inicio da organogénese. A morfologia é esférica decorrente do
aumento de tamanho das células ao invés de divisGes celulares e sdo comumente encontrados
na soja (Glycine max) e feijdo (Phaseolus vulgaris) (HIRSCH, 1992; SPRENT; ARDLEY;
JAMES, 2013, 2017).

O processo de infecgéo via pelos radiculares tem sido foco da maioria dos
estudos da simbiose rizobio-leguminosa. Leguminosas que realizam esse tipo de infeccdo
podem ser exemplificadas pela soja, feijao, alfafa e ervilha. O primeiro contato entre os
simbiontes se da via exsudados radiculares, dentre os quais, os flavonoides atraem as bactérias
para a rizosfera da planta, estimulando a multiplicacdo celular e, principalmente, interagindo
com proteinas bacterianas (nodD) que regulam a transcri¢cdo dos genes de nodulacdo (nod,
noe e nol). Esses genes participam da sintese dos fatores de nodulagdo (fatores Nod),
moléculas sintetizadas pelos rizébios e essenciais a nodulacao e estruturalmente representadas
por lipoquitooligossacarideos (LCOs) de cadeia variavel. Os fatores Nod sdo codificados
pelos genes nod, localizados no operon nodABC, enquanto que os produtos de outros genes de
nodulagdo (como os genes noe e nol) atuam provocando modificagfes 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 infeccdo bacteriana, quanto no

desenvolvimento dos nodulos, provocando alteracdes fenotipicas e fisiologicas na planta
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hospedeira, como o encurvamento de pelos radiculares, multiplicacdo de células corticais e,
consequentemente, o desenvolvimento do primérdio do nédulo. Em conjunto com os fatores
Nod, os rizébios ainda liberam polissacarideos de superficie que favorecem a invasdo
bacteriana via pelo radicular. Em resposta, as paredes celulares vegetais sao dissolvidas e um
corddo de infeccdo é formado na extremidade do pelo radicular encurvado. A medida que as
bactérias se multiplicam, o cordao de infeccdo se estende ao cortex vegetal, possibilitando a
penetracdo dos rizobios nas células do primdrdio do nodulo (HUNGRIA et al., 1994,
OLDROYD et al., 2011). Um exemplo desse processo é ilustrado na figura 1 e figura 2c. No
citoplasma, as bactérias sdo envolvidas por uma membrana peribacteroidal advinda da célula
hospedeira, a qual mantém os rizébios em compartimentos denominados simbiossomos, onde
se diferenciam em bacteroides capazes de fixar nitrogénio atmosférico, conforme
exemplificado na figura 3b (SADOWSKY'; GRAHAM; SUGAWARA, 2013).

No interior dos nodulos, para que a conversdo enzimatica de N2 a NHs seja
viabilizada pelos bacteroides, faz-se necessaria a expressdo da proteina leghemoglobina, a
qual se liga ao Oz e tem como fungdo manter um ambiente de microaerofilia permissivo a
FBN. A expressdo de leghemoglobina pode alterar a coloragdo do interior dos nddulos, sendo
um indicativo para FBN. Quando apresentam coloragdo résea, indicam a presenca ativa da
proteina, ao contrario do que € visualizado em nodulos com o interior branco (JONES et al.,
2007); em nodulos senescentes ou ineficientes, a coloracdo é escura ou esverdeada. A NHs
resultante da atividade da nitrogenase se associa aos ions H* abundantes nos bacteroides,
sendo entdo convertida a ions amoénio (NH4") e distribuida aos tecidos vegetais na forma de
compostos organicos de N, como as amidas, aminoacidos e ureidos (HUNGRIA; CAMPO,;
MENDES, 2007; SANTOS; REIS, 2008). Desta forma, a associa¢do simbidtica entre rizobios
e leguminosas confere vantagem ecoldgica as diversas espécies da familia Fabaceae, quando

comparada com vegetais pertencentes a outras familias boténicas (PEIX et al., 2015).
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Figura 4. Infecccdo e organogénese de nédulos via pelos radiculares. A) Troca de sinais moleculares entre rizébios e raiz
da planta. B) Encurvamento dos pelos radiculares e inicio da infeccdo. C) Formacdo do corddo de infeccdo. D)
Penetracdo das bactérias no primérdio do nddulo. Modificada de Oldroyd (2013).

Durante um longo periodo, os genes de nodulacdo foram considerados
universais entre os rizébios. No entanto, Giraud et al., (2007) relataram a auséncia dos genes
nodABC no genoma de duas estirpes de Bradyrhizobium fotossintéticas, capazes de
desenvolverem nodulos nos caules de duas espécies da leguminosa aquatica do género
Aeschynomene, indicando a existéncia de um mecanismo alternativo na organogénese dos
nddulos. Além disso, Menna e Hungria (2011) encontraram uma alta diversidade nos genes de
nodulacdo de 40 estirpes de Bradyrhizobium, dentre as quais, trés estirpes isoladas de
diferentes espécies de leguminosas ndo apresentaram os genes nodA e nodY/K, apontando que
a auséncia de genes de nodulacdo pode ndo ser uma caracteristica exclusiva de

Bradyrhizobium fotossintéticas noduliferas de caule.

Embora grande parte dos estudos de simbiose sejam voltados para o
processo via pelos radiculares, processos alternativos de infeccdo persistem em cerca de 25%
de Fabaceae (SPRENT, 2007). De modo geral, esses processos de invasdo ndo usuais
envolvem a penetracdo do espaco intercelular do hospedeiro via cavidades naturalmente
existentes na epiderme da raiz, denominados entrada por rachaduras (crack entry) (figura 2b).
Esse tipo de infeccdo tem sido descrito em certas leguminosas subtropicais, cujos mecanismos
sdo similares, porém, normalmente variam em relacdo ao sitio de penetracdo e ao modo de
propagacdo dos rizobios ao longo do cortex da raiz, podendo ser observada a presenca ou
auséncia de corddes de infeccdo (SPRENT; FARIA, 1989; BOOGERD; VAN ROSSUM,
1997; HADRI et al., 1998; SPRENT, 2007; IBANEZ; WALL; FABRA, 2017).
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Dentre as leguminosas que realizam tais processos, a mimosoideae aquatica
Neptunia natans € invadida por Rhizobium mediante fissuras ocasionadas pela emergéncia das
raizes laterais e a disseminacéo rizobiana é dada por células colapsadas, onde as bactérias se
acumulam em uma estrutura semelhante a corddes de infeccdo (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, 0 acesso ao meio intercelular do hospedeiro se da
por espacos entre os pelos radiculares e as células epidérmicas. Entretanto, 0 modo como as
bactérias se propagam difere, ocorrendo atraveés da lamela média e por meio de um

progressivo colapso de células previamente infectadas, respectivamente.

Além disso, um terceiro modo de infeccdo pode ser exemplificado por
Mimosa scabrella, uma leguminosa arboérea 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 hd apenas uma camada de parede (DE FARIA; HAY; SPRENT, 1988;
SPRENT; FARIA, 1989).

B) Entrada por rachaduras com ou sem <) €) Infecgdo via pelos
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Figura 5. Comparacdo entre processos de infeccdo e organogénese de nodulos. A) Infeccdo intercelular ou através da

epiderme intacta. B) Infeccdo por meio de rachaduras (crack entry), podendo ser observado a presenca de corddes de infecgdo
ou ndo. C) Infeccdo via pelos radiculares com o desenvolvimento do corddo de infeccdo. Modificado de Madsen et al., (2010).

Pouco se sabe sobre os mecanismos de infec¢do e organogénese de nodulos
na subfamilia Caesalpinioideae (FONSECA et al., 2012; IBANEZ; WALL; FABRA, 2017).
O primeiro trabalho da estrutura dos nddulos nesta subfamilia foi realizado por de Faria;
Mclnroy; Sprent (1987), que revelaram a ocorréncia de bacteroides confinados a uma fina

camada de parede celular hospedeira, em uma estrutura semelhante a um cordao de infecgéo.
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Ao contrario do comum, a liberacdo dos rizébios no citoplasma ndo foi observada em todas as
espécies analisadas, as quais variaram entre habitos arboreo e arbustivo. A referida estrutura é
denominada corddo de infeccéo persistente ou corddo de fixacdo, podendo ser encontrada em
poucas espécies de Papilionoideae, bem como em Parasponia, uma ndo leguminosa capaz de
estabelecer relacdo simbioticas com rizébios, mas ndo em Mimosoideae (DE FARIA,
MCcINROY; SPRENT, 1987; TRINICK, 1979). Um exemplo desta estrutura esta representado
na figura 3b. A partir disso, sugere-se que os cordBes de infeccdo surgiram em estagios
primitivos do processo de compatibilidade entre hospedeiro e microssimbionte, ndo sendo
primeiramente utilizados para infecgéo, tal como ocorre via pelos radiculares em leguminosas
“avangadas” (DE FARIA; McINROY; SPRENT, 1987; SPRENT; DE FARIA, 1989;
SPRENT, 2007).

Figura 6. Micrografia comparativa de simbiossomos e corddo de infeccdo persistente. (A) bacteroides liberados
do cordéo de infeccdo em simbiossomos e (B) bacteroides retiros em corddo de infeccao persistente ou cordao de
fixacdo. Modificado de Sprent, Ardley e James (2013).

Apesar dos corddes de infeccdo persistentes serem comumente encontrados
em leguminosas de Caesalpinioideae, o género Chamaecrista foi avaliado quanto a
organogénese dos nédulos radiculares, sendo designado por apresentar uma posicdo anémala
em termos evolutivos. Dentre as 14 espécies do género analisadas por Naisbitt; James e
Sprent (1992), apenas trés apresentaram rizobios persistindo em corddes de infeccdo; as trés
leguminosas arbdéreas foram coletadas no Brasil, sugerindo uma caracteristica
geograficamente distribuida. J& em C. fasciculata advinda dos Estados Unidos, ndo foram
observados corddes de infeccdo persistentes. Contudo, em comparagdo com as demais
especies, esta apresentou a maior proporcao de células infectadas contendo uma alta

densidade de bactérias, tipico de leguminosas cujos bacteroides sdo liberados na forma de
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simbiossomos no citoplasma (NAISBITT; JAMES; SPRENT, 1992). E proposto, ainda, que a
infeccdo em C. fasciulata ocorra por meio de rachaduras e posteriormente desenvolva 0s
corddes de infeccdo, uma vez que apesar dos corddes estarem presentes em pelos radiculares,
eram abortados, sendo encontrado em algumas células do noédulo (HIRSCH et al., 2009).
Desta forma, a recorréncia dos microssimbiontes de Chamaecrista apresentando corddes de
infeccdo persistente em espécies arboreas, e a liberacdo em simbiossomos em herbaceas, pode
representar seu proprio evento evolutivo de nodulacdo (DOYLE, 2011; NAISBITT; JAMES;
SPRENT, 1992; SPRENT; ARDLEY; JAMES, 2013).

Ainda ndo se conhece a exata relacdo desses mecanismos de infecgéo
alternativos e a auséncia dos genes nodABC (GIRAUD et al., 2007). O que tudo indica € que
as leguminosas que apresentam mecanismos de infeccao alternativos ndo utilizam os fatores
Nod nas primeiras etapas de reconhecimento e sinalizagdo, visto que a porta de entrada nédo é
o pelo radicular. No entanto, tais moléculas normalmente sdo requeridas em outras etapas,
como a inducdo da divisdo de células corticais e a formacao do primérdio do nédulo, como é
o caso de A. hypogae (IBANEZ; FABRA, 2011). Outro exemplo é Sesbania rostrata, que é
invadida por rachaduras epidérmicas, sendo os fatores Nod necessarios para induzir a morte
celular e permitir o desenvolvimento de um “pacote” de infeccdo, conduzindo a colonizagao
do cortex vegetal (CAPOEN et al., 2010). Rizobios que ndo apresentam genes nodABC
podem apresentar invasao atraves de rachaduras, porém, a organogénese dos nddulos
provavelmente depende do sistema de secrecdo funcional do tipo 11 (T3SS), uma maquinaria
secretora inicialmente identificada em patdgenos 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 hierarquico capaz de presumir as relacées evolutivas
que ocorrem naturalmente subsidiando, assim, a compreenséo da origem da vida (MOORE et
al., 2010; KAMPFER, 2012; KAMPFER; GLAESER, 2012). A terminologia da palavra
taxonomia tem sido recorrentemente discutida. Em muitos estudos, é considerada como
sindbnimo de sistematica, no entanto, outros autores definem a taxonomia como a teoria e a
pratica da classificagdo de organismos, baseada nas premissas da sistematica, a qual inclui
fatores evolutivos (STACKEBRANDT, 2006).

28



Segundo Tindall et al. (2010), a taxonomia bacteriana envolve trés
processos fundamentais correlacionados. A classificagdo é a etapa compreendida pela
disposicdo dos organismos de maneira hierarquica em categorias, de acordo com a
similaridade (por exemplo, dominio, filo, classe, ordem, familia, género, espécie). Ja a
nomenclatura tem por finalidade atribuir nomes as categorias taxonémicas definidas, sendo as
categorias de familia, género, 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 Ultimo processo
chave da taxonomia, a identificacdo, é levado em conta. Metodologias simples e rapidas sdo
empregadas com a finalidade de alocar a estirpe em um grupo taxonémico ja classificado e
nomeado (VANDAMME et al., 1996; MOORE et al., 2010; KAMPFER; GLAESER, 2012).
No entanto, se essas estirpes apresentarem uma taxonomia ainda indefinida, uma minuciosa
analise devera ser realizada, a fim de descrever o novo taxon e, posteriormente, nomea-lo,

evidenciando, assim, a complementariedade dos processos.

Os trabalhos pioneiros na classificacdo microbiana foram implementados
por Ferdinand Cohn (1872-1875), que organizou um esquema de classificagdo composto por
seis géneros distinguidos com base em critérios morfoldgicos (STACKEBRANDT, 2006). A
medida que novas técnicas foram desenvolvidas, caracteristicas fisiologicas e bioquimicas
também passaram a ser consideradas, bem como a utilizacdo de marcadores
quimiotaxondmicos, visando a universalizacdo de um sistema de classificacdo microbiana
(ROSSELLO-MORA; AMANN, 2001). Com a sistematizacdo dos computadores, a
taxonomia numérica garantiu maior robustez a classificagdo de organismos (VANDAMME;
PEETERS, 2014). Nas decadas seguintes, estudos com o DNA impulsionaram o
desenvolvimento de técnicas moleculares, tais como a determinacéo do contetido de guaninas
e citosinas no genoma (mol% G+C) e a hibridizagio DNA-DNA (HDD), as quais sugeriam
que os microrganismos poderiam ser apropriadamente classificados a partir de comparacoes
entre genomas (ROSSELLO-MORA; AMANN, 2001; MOORE et al., 2010; TINDALL et al.,
2010).

A busca de marcadores moleculares que refletissem as relacdes evolutivas
entre os organismos culminou em uma verdadeira revolugdo na taxonomia microbiana. Com o
surgimento da técnica de PCR e sequenciamento dos genes que compdem a subunidade

menor do ribossomo, 16S RNAr (procariotos) e 18S RNAr (eucariotos), todos 0s organismos
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vivos foram agrupados em uma categoria superior ao reino, denominada dominio, sendo eles,
Bacteria, Archaea e Eukarya. Nesse cenario, foi estabelecido um novo sistema taxondmico
hierarquico, baseado em um marcador molecular, o qual possibilitou a inclusdo de inferéncias
filogenéticas na classificacdo microbiana (WOESE; KANDLER; WHEELIS, 1990; STALEY,
2006; KAMPFER; GLAESER, 2012).

Os caminhos percorridos pela taxonomia microbiana ao longo das décadas,
associados ao desenvolvimento tecnoldgico, permitiram conceituar a abordagem de
classificacdo dos microrganismos amplamente utilizada atualmente. Denomina-se taxonomia
polifdsica o conjunto de informagBes fenotipicas, genotipicas e filogenéticas dos
microrganismos, as quais indicam uma unanimidade na determinagdo de novos taxa
(VANDAMME et al., 1996; VANDAMME; PEETERS, 2014; ROSSELLO-MORA;
AMANN, 2015).

3.5 Técnicas da abordagem polifésica
3.5.1 Técnicas filogenéticas

Estudos da evolucdo de grupos bacterianos se baseiam principalmente na
filogenia de genes constitutivos, como os ribossomais e housekeeping. Genes ribossomais sao
encontrados em células de todos organismos vivos e seu papel fundamental na sintese de
proteinas fez com que, ao longo da evolugdo, sua funcdo fosse mantida, de modo a torna-los
conservados (WOESE; KANDLER; WHEELIS, 1990). Em relagdo aos procariotos, as
sequéncias do gene 16S RNAr apresentam aproximadamente 1.500 pares de bases (pb), o que
facilitou o desenvolvimento de softwares capazes de interpreta-las. Por consequéncia, uma
diversidade de sequéncias foi depositada em bancos de dados mundiais (STACKEBRANDT,
2006; CASE et al., 2007; KAMPFER; GLAESER, 2011). De acordo com Velazquez et al.
(2017), o sequenciamento do 16S RNAr forneceu informagdes relevantes para a taxonomia
dos rizébios, promovendo inimeras reclassificagdes entre as espécies descritas, as quais eram

anteriormente classificadas em relacéo a planta hospedeira.

Apesar do 16S RNAr ser considerado um gene estavel geneticamente por
apresentar regides que carregam informacdes sobre eventos evolutivos primitivos, dadas por
regifes de alto grau de conservacao, é possivel encontrar regifes variaveis (LUDWIG et al.,
1998). Algoritmos matematicos baseados em modelos de evolugdo avaliam duas sequéncias

alinhadas de acordo com o numero e o tipo da divergéncia, resultando em arvores
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filogenéticas, por onde as inferéncias sdo realizadas (LUDWIG; KLENK, 2001). O grau de
divergéncia presente no 16S RNAr permite estimar a distancia filogenética entre estirpes, por
esse motivo, a molécula é considerada um cronémetro molecular na taxonomia de procariotos
(STACKEBRANDT, 2006).

No entanto, para o delineamento de espécies, o poder de resolucdo do 16S
RNAr tem sido extensivamente discutido, principalmente quando se trata de espécies muito
proximas filogeneticamente, como é o caso do género Bradyrhizobium. E possivel que haja
uma predominancia das regides conservadas, sendo assim, duas estirpes podem compartilhar
sequéncias do gene idénticas e variar em relagdo a outras regides do genoma, restringindo
essa andlise a uma identificacdo a nivel de género (STACKEBRANDT et al., 2002;
KAMPFER; GLAESER, 2011). Além disso, ja foi relatada a presenca de heterogeneidade
entre multiplas copias do 16S RNAr presentes no genoma, podendo resultar em uma
subestimacdo da diversidade microbiana (PEI et al., 2010; KIM et al., 2014). Ao contrario do
que se acreditava, alguns estudos evidenciaram a presenca de transferéncia horizontal de tais
genes entre alguns taxa bacterianos (SCHOULS; SCHOT; JACOBS, 2003), o que pode

promover interpretacdes erréneas de arvores filogenéticas (ZHI et al., 2012).

Diante das limitagBes com a analise exclusiva do gene 16S RNAr, a técnica
de Multilocus Sequence Analysis (MLSA) vem sendo utilizada para uma resolugdo mais
acurada de espécies (STACKEBRANDT et al., 2002; GEVERS et al., 2005, KAMPFER;
GLAESER, 2011). A técnica consiste na concatenacdo de varios genes fundamentais do
metabolismo basal bacteriano (housekeeping), devido ao grau de conservagédo e onipresenga
nas estirpes (GLAESER; KAMPFER, 2015). Apesar de conservados, 0s genes housekeeping
apresentam uma taxa de evolucdo mais acelerada quando comparados aos genes ribossomais
gerando, assim, maiores informacGes filogenéticas. A concatenagdo consiste na analise
conjunta e ordenada de tais sequéncias, permitindo um efeito “tampao” contra 0S eventos de
recombinacéo e transferéncia horizontal possiveis na analise de um unico gene (GEVERS et
al., 2005; SCHLEIFER, 2009).

As principais exigéncias da técnica sdo quanto aos genes escolhidos, 0s
quais necessitam estar presentes em uma Unica cOpia no genoma, apresentar tamanho
condizente com a quantidade de informacdes necessarias para reconstrucdes filogenéticas e a
capacidade do sequenciador. Além disso, os dados resultantes devem apresentar congruéncia

com 16S RNAr, HDD ou ANI (THOMPSON et al., 2005; VANDAMME; PEETERS, 2014,
31



GLAESER; KAMPFER, 2015). O nimero de genes utilizados reflete diretamente o poder
discriminatorio da técnica, sendo recomendado a utilizacdo de cinco genes ou mais
(STACKEBRANDT et al., 2002; GLAESER; KAMPFER, 2015). A filogenémica se baseia
na analise filogenética através de dados gendmicos. Alguns softwares disponiveis realizam
inferéncias filogenéticas por meio de 31 a 400 genes housekeeping retirados do genoma.
Sendo assim, é capaz de fornecer maiores informacdes filogenéticas, especialmente para
categoria género ou niveis mais elevados. Futuramente, espera-se que o0s taxons mal

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

Em taxonomia de riz6bios, os genes atpD, dnaK, ginll, gyrB, recA e rpoB
tém sido, frequentemente, relatados como marcadores moleculares alternativos para analise de
sequéncias concatenadas na classificacdo de novos taxa (DELAMUTA et al., 2015, 2016;
HELENE et al., 2017) ou na reclassificacdo (GAUNT et al., 2001; RAMIREZ-BABENA et
al., 2008; DELAMUTA et al., 2013; MOUSAVI et al., 2015). Atualmente, pelo menos trés
genes housekeeping sdo comumente analisados por MLSA em inferéncias filogenéticas de
espécies de rizobios (VELAZQUEZ et al., 2017). Duran et al. (2014) sugerem o valor de 97
% de similaridade em cinco genes concatenados para a diferenciacdo de espécies de

Bradyrhizobium.

Outros marcadores alternativos podem complementar o estudo, como a
analise da sequéncia do espaco intergénico transcrito (ITS) entre os genes 23S RNAr e 16S
RNAr. Pelo fato de apresentarem menor grau de conservagao quando comparados com o gene
16S RNAr, a filogenia do ITS tem sido incluida em taxonomia de Bradyrhizobium por
possibilitar maior poder de resolucdo (VANBERKUM; FUHRMANN, 2000; WILLEMS et
al., 2001; MENNA; BARCELLOS; HUNGRIA, 2009). Willems et al. (2003) demonstraram
gue estirpes com uma similaridade de 95.5 % na sequéncia de ITS apresentavam 60 % de

HDD, correspondendo entdo as mesmas genoespécies.

Embora os genes simbioticos ndo sejam Uteis para o delineamento de
especies, por estarem localizados em regides de genoma acessorio, alguns genes simbioticos,
mais comumente nodC e nifH sdo incluidos em estudos de taxonomia de rizébios. De modo
geral, sdo encontrados em plasmideos nos géneros Rhizobium, Sinorhizobium,
Paraburkholderia em algumas espécies de Mesorhizobium, enquanto que em Bradyrhizobium
e Mesorhizobium loti estdo localizados em ilhas simbidticas cromossomais (BLACK et al.,

2012; DE MEYER et al., 2016; OKUBO et al., 2016). A partir disso, eventos naturais de
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transferéncia horizontal e duplicagéo de genes contribuem para a evolugdo e disseminacao da
capacidade simbidtica entre os grupos bacterianos, 0 que possivelmente resultou na grande
variabilidade encontrada na simbiose rizobio-leguminosa (MENNA, HUNGRIA, 2011;
ROGEL, ORMENO-ORRILLO, MARTINEZ-ROMERO, 2011). Definem-se simbiovares
como variedades simbidticas, isto €, linhagens, dentro da mesma espécie ou ndo, capazes de
estabelecer simbiose com leguminosas especificas, podendo ser diferenciadas pela faixa de
hospedeiros e suportadas por filogenia de genes simbi6ticos (ROGEL, ORMENO-ORRILLO,
MARTINEZ-ROMERO, 2011; VELAZQUEZ et al., 2017; DE LAJUDIE et al., 2019). Como
exemplo, Delamuta et al. (2017) realizaram a filogenia dos genes simbioticos nodC, nodY,
nodK e nifH para propor dois simbiovares isolados de leguminosas de importancia econémica

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

3.5.2 Técnicas genotipicas

Quando as estirpes em estudo persistem com uma taxonomia indefinida,
faz-se necessério analisar detalhadamente caracteristicas genotipicas do grupo, a fim de
estabelecer um consenso entre todas as informacdes. Além de analisar as diferencas entre
grupos bacterianos, € recomendado um estudo da variabilidade individual capaz de revelar se
as estirpes potencialmente pertencentes a nova espécie ndao sdo clones (TINDALL et al.,
2010). Para tanto, as principais técnicas aplicadas sdo fundamentadas na presencga/auséncia de
sitios de restricdo (polimorfismo de sitios de restricdo) ou homologia de iniciadores curtos. A
analise se da basicamente por eletroforese, a qual fornece um padrédo individual de bandas,
sendo analogamente definida como a impressdo digital de DNA. Por conta disso, essas
técnicas sdo 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 amplificacdo de sequéncias
repetitivas e conservadas dispersas no genoma bacteriano, as quais tém se mostrado
adequadas para uma variedade de grupos bacterianos, inclusive rizobios (VERSALOVIC et
al., 1991; DE BRUIJN, 1992). Embora estaveis ao longo das geracdes, essas sequéncias
repetitivas sdo suscetiveis a mudancas originadas por polimorfismos, inser¢des de profagos,
perda ou rearranjo de plasmideos indigenas, recombinacdo entre sequéncias repetidas ou

introgressdo de DNA gendémico via transferéncia horizontal. Sendo assim, a técnica rep-PCR
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tem sido essencial para estudos de evolucéo e plasticidade dos genomas microbianos (ISHII;
SADOWSKY, 2009).

Os trés 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
ultimo subdividido em boxA, boxB e boxC, dentre os quais, a subunidade boxA é a mais
conservada, apresentando 54 pb e 25 repeticdes no genoma, tornando-a, portanto, a mais
utilizada (VERSALOVIC et al., 1994; KOEUTH; VERSALOVIC; LUPSKI, 1995). Tais
elementos estdo dispersos em ambas as orientagGes do genoma, permitindo a amplificagdo por
um Unico primer (BOX-A1R), o que reduz o custo do método, além de se destacar pela
relativa rapidez e facilidade do processo, sendo util na triagem de grandes ndmeros de
isolados (HUNGRIA et al., 2008; MENNA et al., 2009).

Por um longo periodo nas Gltimas décadas, a técnica de HDD foi utilizada
como “padrdo ouro” na taxonomia de procariotos. Sendo assim, duas estirpes eram
consideradas pertencentes a mesma espécie, quando os valores de similaridade HDD eram
superiores a 70 %, ou inferiores a 5 °C ATm (diferenca na temperatura de desnaturagéo da fita
homoéloga e heterdloga) (VANDAMME et al., 1996; ROSSELLO-MORA; AMANN, 2001;
ROSSELLO-MORA; AMANN, 2015). No entanto, atualmente, esta técnica tem sido
considerada obsoleta, principalmente por requerer instalacdes laboratoriais especificas,
contempladas em poucos laboratérios no mundo. Além disso, ndo €é possivel o
desenvolvimento de bancos de dados para armazenamento e comparacdes das informagoes
geradas, dificultando a reprodutibilidade dos resultados. Essa técnica também é criticada por
ser relativamente demorada, custosa e excluir organismos ndo cultivaveis (CHUN; RAINEY,
2014; RAMASAMY et al., 2014; MAHATO et al., 2017).

Com o répido progresso das tecnologias de sequenciamento (next-
generation sequencing — NGS), a substituicdo da técnica de HDD por técnicas que calculam
indices de similaridade entre sequéncias genémicas in silico (overall genome relatedess index
— OGRI), tais como Average Nucleotide Identity (ANI) e HDD digital, tém se mostrado
promissoras devido a viabilidade dos custos, qualidade das informacdes geradas e facilidade
de reproducdo, uma vez que as sequéncias gendmicas podem ser depositadas em bancos de
dados e considerada uma ferramenta inestimavel para substituir o HDD convencional

(CHUN; RAINEY, 2014; MEIER-KOLTHOFF; KLENK; GOKER, 2014).
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Para o0 sequenciamento de genomas procarioticos, uma plataforma
comumente utilizada hoje € o MiSeq da Illumina, a qual tem se mostrado vantajosa
economicamente, relativamente rapida e capaz de gerar dados de qualidade (QUAIL et al.,
2012). Inicialmente, o0 DNA ¢é submetido a construcdo de uma biblioteca gendmica, onde
adaptadores especificos sdo adicionados nas extremidades das fitas fragmentadas. Em
seguida, os fragmentos sdo incorporados na célula de fluxo (flow cell), uma fina lamina de
vidro contendo oito dispositivos e uma densa quantidade de adaptadores complementares.
Com auxilio da DNA polimerase, as fitas sdo submetidas a amplificacdo em ponte, resultando
em multiplas copias do mesmo fragmento inicial de DNA denominados clusters, os quais sdo
sequenciados pela abordagem de sequenciamento por sintese (BENTLEY et al., 2008;
MARDIS, 2008; SLATKO; GARDNER e AUSUBEL, 2018).

Apds obtida uma sequéncia genémica, esta € comparada com outra, a fim de
determinar o valor de ANI, o qual é representado por uma média de valores de identidade
entre mdaltiplos conjuntos de regides ortdlogas 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 distancia evolutiva, ja que tais
valores correspondem aos valores de HDD. Pouco tempo depois, Goris et al. (2007)
aprimoraram a andlise de ANI, utilizando 28 estirpes pertencentes a seis diferentes grupos
bacterianos, nas quais o genoma estava disponivel, o que resultou num total de 124 valores de
HDD. Em seguida, os autores cortaram as sequéncias genbémicas em fragmentos
correspondentes ao tamanho de fragmento de DNA utilizado na HDD. Combinacdes de
sequéncias alinhadas pelo BLASTN foram selecionadas para realizar o ANI. Os resultados
revelaram uma estreita relacdo 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 ¢ amplamente utilizada em taxonomia de procariotos. O calculo
de similaridade entre os genomas € realizado por softwares que utilizam algoritmos para
determinar valores precisos da similaridade entre dois genomas; exemplos de softwares
utilizados para estes fins sdo o JSpecies (RICHTER; ROSSELLO-MORA, 2009) e o ANI
calculator (RODRIGUEZ-R; KONSTANTINIDIS, 2016). Outra técnica comumente aplicada
se da por HDDd, sendo analisada pelo valor de corte de 70 % no delineamento de espécies
(MEIER-KOLTHOFF et al., 2013).
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Quando disponiveis, as sequéncias gendmicas ainda podem fornecer a
porcentagem do contetdo de G + C, um parametro Util para demonstrar a relacdo de bases
(ROSSELLO-MORA; AMANN, 2001; TINDALL et al., 2010). Meier-Kolthoff; Klenk;
Goker (2014) reavaliaram os valores de conteudo de G + C dentro de espécies comparando
dados gendmicos e HDDd, indicando que os valores ndo variam mais do que 1 % dentro da
mesma espécie. O QUAST é uma ferramenta usual na determinacdo do contetdo G + C a
partir de montagens genémicas (GUREVICH et al., 2013). Além disso, diversos parametros
estatisticos devem ser incluidos na publicacdo a fim de demonstrar a qualidade da sequéncia
gendmica para taxonomia, tais como: tamanho do genoma; nimero de contigs; N50, dado por
um valor referente ao nimero de pares de bases do contig que represente 50 % do genoma e,
profundidade/cobertura do genoma, isto &, quantas vezes determinado genoma foi

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

3.5.3 Técnicas fenotipicas

Técnicas fenotipicas classicas na taxonomia de procariotos incluem a
analise de caracteristicas morfoldgicas, fisiologicas e bioquimicas. Individualmente, muitas
dessas informacdes parecem ser irrelevantes para o delineamento de parentesco genético, no
entanto, quando somadas, fornecem informac6es descritivas que permitem o reconhecimento
de tédxons. Geralmente sdo 0s primeiros testes a serem empregados, sendo Uteis para as
descricdes iniciais e a definicdo das analises subsequentes e mais definitivas. Caracteristicas
morfologicas de bactérias incluem aspectos celulares, tais como: forma, presenca de
enddsporos, flagelos, corpos de inclusdo, coloracdo de Gram e aspectos das colonias, tais
como: coloracdo, dimens@es, forma, elevagéo, textura, opacidade, aparéncia das margens e
producdo de muco. Ja as caracteristicas fisioldgicas e bioquimicas incluem dados sobre
diferentes condi¢des de crescimento, como variacdo na temperatura, no pH, concentracdes de
sal, requerimento de O2 ou CO resisténcia a antibidticos, atividade enzimatica e
metabolizagdo de compostos (VANDAMME et al., 1996; MOORE et al., 2010). Recomenda-
se a andlise conjunta de estirpes tipo intimamente relacionadas e a inclusdo de controles
positivos e negativos (TINDALL et al., 2010).

Uma das principais limitagdes da caracterizacdo fenotipica consiste no fato
de que o fendtipo € resultado do gendtipo e ambiente, sendo assim, as condi¢des laboratoriais
diferem da natureza, o que torna impossivel conhecer todo o fenotipo apenas por
caracteristicas observaveis. Outro fator é a falta de concordancia entre os dados, visto que 0s
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protocolos podem variar entre laboratérios (ROSSELLO-MORA; AMANN, 2001). Para
tanto, Tindall et al. (2010) enfatizam o uso de testes comerciais, como APl (bioMérieux) ou
placas de Biolog (Biolog Inc.), os quais podem ser documentados na literatura original ou em

padrdes minimos.

Outro importante aspecto a ser analisado é quanto a caracterizagcdo quimica
da célula, a qual envolve varios elementos estruturais, como as camadas celulares externas de
peptidioglicano, &cidos tecoicos, acidos micolicos, a membrana celular e a composi¢do dos
acidos graxos, lipidios polares, lipoquinonas respiratorias, pigmentos ou, ainda, constituintes
do citoplasma, como as poliaminas (TINDALL et al., 2010). Tais caracteristicas podem ser
chamadas de marcadores quimiotaxondémicos, pois hormalmente sdo propriedades estaveis e
previsiveis em cada grupo bacteriano, gerando informacfes Uteis para taxonomia e
diversidade (KAMPFER, 2014). Dentre tais marcadores, a determinacdo do perfil de acidos
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
analise (TINDALL et al., 2010).

3.6 Descrigdo de novas espécies bacterianas

A unidade bésica de diversidade bioldgica é a espécie. O conceito de
especie é considerado uma estrutura teodrica universal, capaz de explicar os limites da
categoria ‘espécie’ para todos os organismos vivos. Em relagdo aos procariotos, varias
incompatibilidades de interpretagdo sdo discutidas, visto que tais organismos nao se
enquadram nos mais recorrentes conceitos de espécie utilizados para eucariotos, como o
conceito morfoldgico, bioldgico ou evolutivo (ROSSELLO-MORA; AMANN, 2001). Desta
forma, o conceito de espécie procaridtica se refere a uma categoria que delimita uma
coeréncia monofilética, genotipica e fenotipica entre um grupo de organismos, o qual pode ser
claramente discriminado de outros grupos por meio de pardmetros padronizados
(ROSSELLO-MORA; AMANN, 2015).

A descricdo de novas espécies bacterianas segue as diretrizes propostas pelo
Comité Internacional de Sistematica de Procariotos (ICSP), as quais recomendam a utilizac&o
da abordagem polifasica para uma sélida classificacdo de microrganismos. Recomenda-se a
descricdo de pelo menos duas estirpes, dentre as quais, uma estirpe devera ser determinada

como a estirpe de referéncia do grupo (estirpe tipo) e depositada em duas cole¢des de culturas
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internacionais diferentes (STACKEBRANDT et al, 2002; TINDALL et al., 2010;
KAMPFER; GLAESER, 2012). Apesar do conjunto de metodologias padronizadas referentes
a uma caracterizacdo fenotipica, genotipica e filogenética de estirpes ainda ser amplamente
utilizada na taxonomia de microrganismos, a repercussao das NGS tem motivado uma
classificacdo baseada em sequéncias gendmicas, o que pode revolucionar o atual conceito de
espécie para procariotos (ROSSELLO-MORA; AMANN, 2015; CHUN et al., 2018).
Portanto, o que define uma espécie bacteriana estd totalmente relacionado com o avanco
tecnoldgico das metodologias, ndo podendo considerar que o conceito de espécie procaridtico

é absoluto.

Atualmente recomenda-se a obtengdo da sequéncia completa de 16S RNAr
a partir do genoma completo da estirpe em estudo, a qual devera ser comparada com a
sequéncia obtida pela técnica de sequenciamento de Sanger e alinhada com sequéncias de
estirpes do género estudado disponiveis em bancos de dados, a fim de encontrar as espécies
mais proximas. Caso a similaridade dessas sequéncias 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 necessario realizar célculos de OGRI com base nas sequéncias

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

A inclusdo de dados gendmicos é altamente recomendada, entretanto, caso
os autores ndo puderem fornecer tais dados por qualquer motivo, deve ser declarado na
submissdo do artigo, sendo julgada pelo editor responsavel. A estirpe tipo devera ser
destacada no artigo de publicacdo, podendo ser realizada através do International Journal of
Systematic and Evolutionary Microbiology (IJSEM) ou via publicacdo em periodicos que
incluam informacBes das estirpes na lista de validacdo de espécies bacterianas
(STACKEBRANDT et al., 2002; TINDALL et al., 2010; KAMPFER; GLAESER, 2012; DE
LAJUDIE et al., 2019; TRUJILLO, 2019).

Além de seguir todas essas diretrizes, em taxonomia de rizobios recomenda-
se a avaliacdo da capacidade simbidtica e a determinacdo de simbiovares. A fim de verficar a
nodulacdo e eficiéncia de fixagdo de nitrogénio, sdo realizados experimentos com base no
postulado de Koch e testes em diferentes espécies de leguminosas. Esta Gltima alternativa é
utilizada para demonstrar a faixa hospedeira das estirpes e a determinacao de simbiovares, ou
guando a espécie hospedeira original apresenta sementes de dificil acesso ou germinacdo. As

espécies Phaseolus vulgaris, Macroptilium artropurpureum, Vigna unguiculata e Mimosa
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pudica sdo leguminosas promiscuas comumente utilizadas em estudos com riz6bios
pertencentes a alfa e beta-proteobacteria. Tais caracteristicas podem ser verificadas pela
presenca/auséncia de nodulos, aparéncia, biomassa de planta ou conteudo de N, ensaio de
reducdo de acetileno, em comparacdo com controles ndo inoculados. A caracterizacao
simbidtica das estirpes também deve ser suportada por meio da filogenia dos genes
simbiodticos (DELAMUTA et al., 2015; HUNGRIA et al., 2016; DE LAJUDIE et al., 2019).

3.7 Taxonomia de rizobios e o0 género Bradyrhizobium

Inicialmente, um Unico género 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 inoculagdo cruzada
proposto por Baldwin e Fred (1929), onde os rizobios eram classificados de acordo com a
leguminosa hospedeira (ZAKHIA; DE LAJUDIE, 2001; WILLEMS, 2006). Por volta de
1960, a taxonomia numeérica propiciou elucidar a relacdo entre Rhizobium e Agrobacterium,
entre outras reclassificagdes (GRAHAM, 1964). Pouco tempo mais tarde, um novo género 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 tépicos anteriores, a medida que as metodologias
avangaram, a classificacdo de rizobios também foi enriquecida. Atualmente, 0s rizobios estdo
presentes na classe Alfaproteobacteria, distribuidos nos géneros 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; VELAZQUEZ et al., 2017; DE LAJUDIE et al.,
2019).

H& duas décadas, também foi demonstrado que o0s rizobios estdo presentes
na classe Betaproteobacteria, nos géneros, 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
nodulifera de representantes de Pseudomonas sp., pertencentes a classe Gamaproteobacteria.

Dentre os clados de rizébio citados acima, um grupo bastante heterogéneo
compreende o género Bradyrhizobium, o qual é predominante em populacdes rizobianas de
solos tropicais. Por muito tempo, o género incluiu apenas a espécie B. japonicum, onde todas
as estirpes noduliferas de soja foram alocadas, sendo as demais estirpes denominadas apenas
como Bradyrhizobium sp. Entretanto, ainda quando esta espécie era classificada no género
Rhizobium, Hollis; Kloos e Elkan (1981) demonstraram a heterogeneidade do grupo por meio
de HDD, separando-o0 em I, la e Il, onde os dois primeiros eram mais relacionados entre si
quando comparado ao terceiro. Quase dez anos depois, evidéncias moleculares suportaram a
reclassificacdo do subgrupo Il 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 sdo separadas em dois superclados bem suportados: B. japonicum
e B. elkanii (MENNA; BARCELLOS; HUNGRIA, 2009). Mais recentemente, baseados em
extensas evidéncias filogenéticas, genotipicas e fenotipicas, Delamuta et al. (2013)
propuseram a reclassificacdo do grupo la de B. japonicum para a espécie B. diazoefficiens,
dentre as quais, as estirpes CPAC7 e USDA 110 incluidas no estudo, sdo largamente

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

Nesta ultima década, um namero crescente de publicacGes tem relatado a
diversidade genética de Bradyrhizobium. De acordo com “List of prokaryotic names with
standing in nomenclature”, o género contém hoje 39 espécies descritas (LPSN, 2019), no
entanto, o género contém 53 especies, sendo que muitas ndo constam na lista. Em relacéo aos
aspectos ecoldgicos, o género tem exibido uma larga faixa de hospedeiros, variando desde
leguminosas de importancia econdémica como a soja (MENNA et al., 2009), até leguminosas
basais de Caesalpinioideae. A propdsito, estirpes de Bradyrhizobium tém sido
recorrentemente isoladas de tais leguminosas, sendo considerado o microssimbionte preferido
desta subfamilia (FONSECA et al., 2012; YAO et al., 2015; ANDREWS; ANDREWS, 2017;
DOS SANTOS et al., 2017). Com base nisso, sugere-se que 0 género Bradyrhizobium é o
simbionte primordial de Fabaceae (FONSECA et al., 2012; PARKER, 2015; DOS SANTOS
etal., 2017).

O grupo inclui estirpes capazes de nodular Parasponia andersonii uma nao

leguminosa da familia Cannabaceae (TRINICK; GALBRAITH, 1980) e B. betae isolada de
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deformacBes semelhantes a tumores nas raizes de beterraba (RIVAS et al., 2004). Vale
ressaltar que este € o Unico género entre rizobios que preservou a capacidade fotossintética.
As estirpes fotossintéticas do género se associam unicamente com plantas tropicais do género
Aeschynomene e normalmente estdo relacionadas com a auséncia de genes de nodulacdo
(GIRAUD et al., 2007; MICHE et al., 2010; BONALDI et al., 2011). Juntamente com
Azorhizobium, o género também € o Unico capaz de fixar nitrogénio tanto livremente no solo,
como em associa¢Bes simbioticas (HUNGRIA; MENNA; DELAMUTA, 2015). Além das
caracteristicas ambientais, estudos revelaram o isolamento de estirpes de Bradyrhizobium em
pacientes enfermos, sugerindo que tais estirpes podem ser patdgenos oportunistas humanos
(BHATT etal., 2013; LO et al., 2013).

Apesar da diversidade encontrada no género Bradyrhizobium, estima-se que
grande parte das espécies permanece desconhecida. Intensificar os estudos sobre a taxonomia
desse grupo tem a possibilidade de gerar maiores compreensdes sobre especificidade
hospedeira, visto que esse grupo apresenta uma ampla faixa e, portanto, pode vir a se tornar
uma importante ferramenta para a recuperacdo de areas degradadas, podendo subsidiar
diferentes tipos de solos e biomassa. Além disso, pela possibilidade de algumas estirpes
estabelecerem relagBes simbidticas com leguminosas de importancia econdémica, podem

futuramente resultar em aplicacdes biotecnoldgicas interessantes.
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4. Metodologia
A metodologia utilizada visou a caracterizacdo de estirpes isoladas de

Chamaecrista fasciculata nativa dos Estados Unidos da América. Para tanto, estirpes isoladas
dessa leguminosa foram avaliadas quanto aos aspetos morfofisioldgicos, genotipicos e
filogenéticos no Laboratério de Biotecnologia de Solos da Embrapa Soja, em Londrina, PR. A
analise do perfil de acidos graxos referente a caracterizagdo quimica dos isolados foi realizada
na Embrapa Meio Ambiente em Jaguariina, SP. A caracterizacdo das estirpes seguindo uma
abordagem polifasica foi procedida tanto para as estirpes em estudo, quanto para algumas

espeécies do género.

4.1 Amostragem dos nodulos radiculares

As trés estirpes em estudo foram isoladas de nddulos radiculares de
Chamaecrista fasciculata, uma leguminosa anual, nativa do leste, centro-oeste e sul dos
Estados Unidos (MORRIS, 2012). As plantas foram coletadas em trés 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 referéncia para demonstrar
a localizacdo e a distancia entre os pontos de amostragem das plantas contendo nddulos.
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; ja a estirpe
correspondente a CNPSo 3442, teve como ponto de coleta a cidade de Camden Point (em
MO), localizada a 54 km de distancia de Kansas; enquanto que a terceira estirpe, denominada
CNPSo 3448 foi coletada em Savannah (em MO), cidade com cerca de 106 km da referéncia.
As coordenadas geograficas estdo indicadas na Tabela 1. Nos locais de amostragem, as
plantas foram cuidadosamente retiradas do solo para obter o sistema radicular contendo
nodulos, os quais foram separados da parte aerea e acondicionados em sacos plasticos com as
devidas identificacdes. O isolamento dos rizébios foi realizado pelo Dr. Padma Somasegaran

e colaboradores em Saint Joseph, Missouri (USA).

Tabela 1. Identificagéo das estirpes.

Estirpes Outras identificagdes Legumln_o sa Coordenada geografica
hospedeira
B. niftali CNPSo USDA 100517, C fasciculata Savannah - MO (USA), 106 km de Kansas City,
34487 U687T, CL 407 ' 39.94668° N, -94.83081° E
I . Saint Joseph — MO (USA), 89 km de Kansas City,
B. niftali CNPSo 3394 CLO1 C. fasciculata 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 Desinfestacdo dos nddulos e isolamento de rizobios

As amostras foram mantidas a 4 °C por 2 a 3 dias até o isolamento dos
rizobios. As raizes foram entdo lavadas para retirar o excesso de solo. Cerca de 10 a 15
nodulos foram retirados das raizes e transferidos para uma solucdo de Tween 80 a 0,1%, por
cerca de 5-10 minutos. A superficie do nddulo foi desinfestada em solucdo de peroxido de
hidrogénio (H202) a 3 % por aproximadamente 3-5 minutos. Em seguida, foram realizadas
lavagens com &gua destilada estéril e transferidos para um tubo contendo 0,5 mL de &gua
destilada estéril. Os nddulos foram entdo macerados com auxilio de um bastdo de vidro,
resultando em uma suspensdo de rizébios, 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 “Coleg¢do de
Microrganismos Multifuncionais da Embrapa Soja: Bactérias Diazotréficas e Promotoras do
Crescimento de Plantas” (Colecdo WFCC #1213; WDCM #1054), recebendo o nimero de
acesso CNPSo. Culturas puras de todas as estirpes foram estocadas por liofilizacdo e
criopreservadas em YM liquido contendo glicerol 30% (v/v) a -80 °C e -150 °C, garantindo a
viabilidade das estirpes por longos periodos e mantidas em placas de Petri contendo YMA
modificado (HUNGRIA et al., 2016) a -4 °C como estoque a curto prazo (DELAMUTA et al.,
2016). Além disso, as estirpes foram depositadas em outras colecdes de culturas
internacionais associadas com a World Federation Culture Collection (WFCC), sendo elas:
United States Department of Agriculture (colecdo USDA) e Insitituto Nacional de

Investigacion Agropecuaria (colegdo U).

4.3 Caracterizacao morfoldgica das col6nias

As colonias foram caracterizadas conforme descrito por Vincent (1970) e
Somasegaran e Hoben (1994), salvo algumas adaptacdes, em relacdo aos seus aspectos
morfolégicos em YMA modificado contendo vermelho Congo, onde foram analisadas:
manifestacdo de crescimento, didmetro da colbnia, alteragdo do pH em YMA contendo
indicador azul de bromotimol, forma da colonia, elevacdo da coldnia, borda da coldnia,
superficie da colbnia, producdo de muco, consisténcia da massa de crescimento, detalhes

Opticos e cromogénese da colénia em YMA contendo azul de bromotimol e vermelho Congo.
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Todos os testes foram realizados mediante incubacdo a 28 °C, exceto testes de variacdo de

temperatura.

4.3.1 Manifestacdo de crescimento

As estirpes semeadas em meio YMA contendo vermelho Congo foram
avaliadas quanto a manifestacdo de crescimento mediante o crescimento de, no minimo, trés
coldnias isoladas, as quais foram classificadas como: rapida (até 3 dias), intermediaria (4 a 5

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

4.3.2 Diametro das colbnias

As colbnias foram analisadas quanto ao seu diametro, com o auxilio de um
paquimetro e um estereomicroscopio, sendo realizada a média do diametro em milimetros de

trés coldnias isoladas.

4.3.3 Alteracdo do pH do meio

As estirpes foram crescidas em YMA modificado contendo o indicador azul
de bromotimol. A medida que coldnias isoladas manifestaram crescimento, foram analisadas
quanto: reacdo acida (coloracdo do meio alterada para amarelo), reacdo alcalina (coloracdo do

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

4.3.4 Forma, borda, superficie e elevacdo das colénias

As colbnias isoladas foram observadas em estereomicroscopio e avaliadas
guanto a sua forma: circular, oval (eliptica) ou irregular; borda: lisa, ondulada ou filamentosa;
superficie: lisa ou rugosa e elevacdo: plana ou convexa. Esta Ultima analise foi realizada

visualizando as placas lateralmente.

4.3.5 Producédo de muco

As colbnias foram analisadas quanto a producdo 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 Consisténcia da massa de crescimento

A consisténcia da massa de crescimento foi avaliada com auxilio de uma

alca de platina previamente flambada e resfriada, a qual foi arrastada sobre uma col6nia
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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 elastico).

4.3.7 Detalhes 6pticos

As colbnias foram analisadas quanto aos detalhes dpticos com o auxilio de
um risco no fundo da placa atras das colbnias realizado com caneta preta (retroprojetor),
sendo classificadas como: translucidas (se o risco aparece através da massa de consisténcia) e

opaca (se o risco for pouco visivel ou totalmente coberto pela massa de consisténcia).

4.3.8 Cromogénese em YMA contendo azul de bromotimol e vermelho Congo

As estirpes foram semeadas em YMA modificado contendo azul de
bromotimol e avaliadas quanto a coloracdo das colénias, 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 Caracterizacao fisiologica
4.4.1 Crescimento em diferentes meios e condicdes

As estirpes foram avaliadas quanto a manifestacdo de crescimento em
outros meios de cultura e diferentes condicGes 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, &gar 15 g/L, pH 7,5), crescimento em condicGes
salinas em YMA modificado com 1 % de NaCl, crescimento em condic¢des de pH distintas,
em YMA modificado com pH 4 e pH 9 e em YMA modificado a 37 °C. A manifestacédo de
crescimento das col6nias foi acompanhada diariamente e, apds sete dias de incubacgdo, os

resultados foram analisados em relacdo a presenca (+) ou auséncia (-) de crescimento.

4.4.2 Atividade da enzima urease

As estirpes foram avaliadas quanto a 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 coloragdo do meio alterada para rosa; intermediaria, significando que a estirpe
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apresentou baixa atividade de urease e negativa, onde a estirpe ndo foi capaz de degradar a

ureia, com a coloracdo do meio permanecendo amarela.

4.4.3 Utilizacao de Fontes de C

As estirpes foram avaliadas quanto a utilizacdo de 49 fontes de carbono por
meio da plataforma de APl 50CH kit (BioMérieux). Para tanto, um pré-indculo foi crescido
em YM liquido e, apds 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 solugéo salina
0,85 %. O processo foi repetido nas mesmas condicdes, no entanto, o pélete foi ressuspenso
em 2 mL de agua ultrapura ou destilada estéril. Em um tubo contendo 5 mL de agua estéril, a
concentracdo de células foi ajustada com o auxilio de um conta gotas para a escala 3 de
McFarland (10° células mL™). Em seguida, foi adicionado ao meio YM liquido modificado
contendo azul de bromotimol 0,5 % (sem manitol; K2HPO4 0,5 g/L; MgS040,2 g/L; NaCl 0,1
g/L; extrato de levedura 0,3 g/L). A plataforma do kit 50CH foi hidratada com agua e as
placas contendo as fontes de C foram organizadas em ordem crescente. A seguir, 230 pL do
inéculo preparado foram aplicados em cada fonte. As condi¢cdes anaerdbicas para que as
estirpes possam realizar fermentacdo a partir das fontes de carbono ocorreram mediante
adicéo de cerca de 3 gotas de vaselina em cada poco. A plataforma foi incubada a 28 °C em

B.O.D por 7 dias. O teste foi realizado em duplicata para cada estirpe.

Para rizobios de crescimento lento, os resultados foram coletados aos cinco
e sete dias, sendo avaliados quanto a intensidade da coloracdo, independente da alteracéo para
amarelo ou azul, sendo classificadas como: positivo, isto é, a estirpe foi capaz de metabolizar
determinada fonte de C, se a coloracdo for intensa; intermediario, significando que a estirpe
foi capaz de metabolizar moderadamente a fonte de C, se a coloracéo for alterada levemente e
negativo, significando que a estirpe ndo foi capaz de metabolizar a fonte de C, se ndo for

observada alteragédo na coloragéo.

4.4.4 Tolerancia a antibioticos

As estirpes foram testadas quanto a tolerdncia aos antibioticos bacitracina
(0,04 Ul/disco), ampicilina (10 pg/mL), neomicina (30 pg/mL), estreptomicina (10 pg/mL),
tetraciclina (30 pg/mL), eritromicina (15 pg/mL), cefuroxima (30 pg/mL), cloranfenicol (30
pug/mL), penicilina (10 U/disco) e acido nalidixico (30 pg/mL). As estirpes foram crescidas
em YM liquido durante sete dias, sob agitagdo constante de 100 rpm. Apo0s atingir o
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crescimento, as estirpes foram avaliadas quanto a tolerancia aos antibioticos pelo método de
disco-difusdo proposto por Bauer et al. (1966). Para tanto, as suspensdes das estirpes foram
semeadas pela técnica de espalhamento, com auxilio de uma al¢a de Drigalski em meio YMA
modificado. Em seguida, dois discos do mesmo antibiético foram adicionados em uma

distancia de pelo menos 2 cm da borda da placa e pelo menos 3 cm um do outro.

O halo de inibicao foi medido com auxilio de um paquimetro e interpretado
com base em Bauer et al. (1966), que propuseram a classificacdo de sensivel, moderadamente
resistente e resistente de acordo com o didmetro do halo, os quais variam de acordo com a

concentracdo e o tipo do antibiético.

4.5 Caracterizacdo quimica
4.5.1 Perfil de &cidos graxos

A estirpe tipo do grupo em estudo e as estirpes tipo mais proximas foram
caracterizadas quanto ao perfil de acidos graxos. Essas analises foram realizadas em parceria
com a Embrapa Meio Ambiente, em Jaguaritna, S&o Paulo. As estirpes foram crescidas em
meio de cultura YMA maodificado contendo vermelho Congo por sete dias a 28 °C. Apds isso,
foram enviadas para a anélise, 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 TSBAG.

4.6 Caracterizacao filogenética e genotipica
4.6.1 Extracdo de DNA

As estirpes foram crescidas em 10 mL de YM liquido sob agitacdo de 100
rpm a 28 °C, durante sete dias. A extracdo de DNA de 1 mL do indculo das trés estirpes foi
realizada utilizando-se o kit DNeasy Blood & Tissue (Quiagen, Hilden, Germany), conforme
as instrucdes do fabricante. Para verificar a integridade e concentracdo do DNA, as amostras
foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1%. A partir disso, as amostras foram
concentradas ou diluidas, a fim de igualar a concentracdo. Os DNAs foram armazenados em

microtubos de 1,5 mL a -20 °C e utilizados para varias metodologias descritas a seguir.

4.6.2 BOX-PCR

As estirpes foram avaliadas quanto a variabilidade individual por meio de

amplificacdo da regido boxA distribuida pelo genoma. A reacdo apresenta volume final de 25
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uL, consistindo em: 13,8 pL de agua Milli-Q estéril; 5,0 uL de dNTPs, (estoque com 1,5
mmol/L de cada desoxirribonucleotideo); 2,5 pL de tampdo 10X (500 mM KCI; 200 mM
Tris—HCI, pH 8,4); 1,5 puL de MgClz, (50 mmol L?); 1,0 uL do iniciador BOX-AIR (5°-
CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3’) (50 pmol pL?) (VERSALOVIC et al., 1994); 1,0
uL de DNA (50 ng uL™?) e 0,2 pL de Taq (5 U uLY) (HUNGRIA et al., 2008).

As reacOes ocorreram em um termociclador ProFlex PCR System da
Applied Biosystems, com uma etapa inicial de desnaturacdo a 95 °C por 7 min; 30 ciclos de 1
min a 94 °C (desnaturacdo), 1 min a 53 °C (hibridizacdo) e 8 min a 65 °C (extenséo); etapa
final de extensdo a 65 °C por 16 min e manutencdo 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 solucdo de
brometo de etidio a 0,00005 %.

Os perfis genéticos foram analisados no software Bionumerics (Applied
Mathematics, Kortrijk, Bélgica, v.7.6), por meio da constru¢cdo de um dendrograma de
similaridade, utilizando-se o algoritmo UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with
Arithmetic mean) (SNEATH; SOKAL, 1973) para a compara¢do do agrupamento e o
coeficiente de Jaccard (JACCARD, 1912), com 3 % de tolerancia.

4.6.3 Amplificagdo por PCR

Todas as estirpes foram submetidas a amplificacdo dos genes 16S RNAr,
ginll, gyrB, recA, rpoB, nodC e nifH e do espago intergénico transcrito (ITS). Para 0s genes
16S RNAr, ginll, gyrB, recA e rpoB, a reacdo consistiu em 5 puL de tampédo 10X (Tris- base a
200 mM, pH 8,4, KCI a 500 mM), 3 uL de dNTPs (1,5 mM de cada desoxirribonucleotideo),
1,5 pL de MgCl2 (1,5 mM), 0,2 pL da enzima Tag DNA polimerase (1U), 1,5 pL dos
iniciadores especificos para cada regido amplificada (10 pmol/reacéo), 2 uL de DNA (de 10 a
20 ng/pL) e 35,3 pL de agua ultrapura esterilizada até completar o volume final de 50 pL. As
concentracBes dos reagentes foram as mesmas para todos os genes. J& para o gene nodC a
reacdo consistiu em 5 pL de tampédo 10X, 6,6 uL de dNTPs, 2,4 pL de MgClz, 0,3 pL da
enzima Tag DNA polimerase, 2 pL dos iniciadores, 2 pL de DNA e 29,7 pL de agua
ultrapura esterilizada alcancando o volume final de 50 pL. A amplificacdo do gene nifH
seguiu a seguinte reacdo: 5 pL de tampéo 10X, 3 puL de dNTPs, 1,5 pL de MgClz, 0,2 pL da
enzima Taq DNA polimerase, 1 pL dos iniciadores, 1,5 pL de DNA e 36,8 pL de agua

ultrapura esterilizada completando o volume final de 50 pL. Enquanto que a reacdo do espaco
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intergénico transcrito (ITS) se deu por: 5 pL de tampdo 10X, 3 pL de dNTPs, 1,5 pL de
MgClz, 0,25 pL da enzima Taq DNA polimerase, 1,5 uL dos iniciadores, 1,5 uL de DNA e

35,75 UL de &gua ultrapura esterilizada até atingir o volume final de 50 pIL.

Os primers e as condi¢6es de amplificacdo de cada gene constam na Tabela

2. Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1% para

verificacdo do tamanho da banda e verificacdo de bandas inespecificas. Em seguida, os

produtos de PCR foram purificados com auxilio do kit PureLink (Invitrogen, Carlsbad, CA,

USA), de acordo com as instruc@es do fabricante e novamente submetidos a eletroforese, para

confirmac&o do processo.

Tabela 2. Primers e condi¢fes de amplificacdo dos genes 16S RNAr, ginll, gyrB, recA, rpoB, nodC e

nifH e espaco intergénico transcrito (ITS).

Primer Sequéncia Genealvo  Condigdes do ciclo Referéncia
fD1 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG (21f5nig 25C"CA§0 9>:<)) (WEISBURG et
s 94 °C, 45s e
16SRNAM oC 45s55°C), 2min  al., 1991)
rD1 CTTAAGGAGGTGATCCAGCC 72°C e 5 min 72 °C)
TSginllf ~ AAGCTCGAGTACATCTGGCTCGACGG (ig“gsgfécég5 ;3 (STEPKOWSKI
S , S
gl o0y 15min72°Ce  etal., 2005)
TSginllr SGAGCCGTTCCAGTCGGTGTCG 2 min 72 °C
5min 95 °C, 5X (2
gyrB343F  TTCGACCAGAAYTCCTAYAAGG min 94 °C, 2 min 58
5 °C,1min72°C)28 X (MARTENS et
9y (30594°C, 1min58 al., 2008)
gyrB1043R AGCTTGTCCTTSGTCTGCG °C, %n ”:]'”7722C)C €5
|
TSrecAf  CAACTGCMYTGCGTATCGTCGAAGG ?42‘;%32&%85;; (STEPKOWSKI
FECA o0y 15min72°Ce  etal., 2005)
TSrecAr CGGATCTGGTTGATGAAGATCACCATG i 72 9C
5 min 95 °C, 3X (2
rpoB83F CCTSATCGAGGTTCACAGAAGGC min 94 °C, 2 min 58
og G, 1min72°C) 30X (MARTENS et
P (30s94°C,1min58 al., 2008)
rpoB1061IR  AGCGTGTTGCGGATATAGGCG °C). m]'”?;zcc 85
|
FGPS 1490 TGCGGCTGGATCACCTCCTT 3 min 94 °C, 35X (1
s min 94 °C, 1 min55 (LAGUERRE et
°C,2min72°Ce6 al., 1996)
FGPS 130 CCGGTTTCCCCATTCGG min 72 °C
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nodCF GTCGATTGCMRGTCAAGACTACG 30s 94 °C, 40 X (30s
nodC 96 °C, 1 min53°C, (LAGUERRE et

30 72°C), 5 min al., 2001)
nodCl GCCAGGTCTIGTTGCGATTGCTC 7990
nifHF TACGGNAARGGSGGNATCGGCAA 2 min 95°C, 35 X (1

nitH min 94°C, 45s 60°C, (LAGUERRE et
2 min 72°C), 7 min al., 1996)
nifHI AGCATGTCYTCSAGYTCNTCCA 72°C

4.6.4 Sequenciamento dos genes

Os produtos de PCR purificados dos genes descritos no topico anterior
foram submetidos a uma nova amplificacéo, os quais foram purificados de acordo com Menna
et al., (2006), salvo algumas adaptacdes. O sequenciamento foi procedido conforme as
condigdes descritas por Delamuta et al., (2017) no ABI 3500XL (Applied Biosystems). A
correcdo das sequéncias dos diferentes genes e ITS ocorreu manualmente no software
Bionumerics versdo 7.6, tendo como base o alimento com sequéncias depositadas no banco de
dados do GenBank por meio da ferramenta BLAST. As sequéncias em estudo foram
depositadas no banco de dados do GenBank tendo como nimero de acesso para 0s genes 16S
RNAr de CNPSo 3448" (MK673807), CNPSo 3442 (MKG673806), CNPSo 3394
(MK673805); ITS de CNPSo 3448T (MK674784), CNPSo 3442 (MK674783), CNPSo 3394
(MK674782); gInll de CNPSo 3448" (MK675791), CNPSo 3442 (MK675790), CNPSo 3394
(MK675789); recA de CNPSo 3448" (MK675797), CNPSo 3442 (MK675796), CNPSo 3394
(MK675795); rpoB de CNPSo 3448™ (MK675800), CNPSo 3442 (MK675799), CNPSo 3394
(MK675798); gyrB de CNPSo 3448 (MK675794), CNPSo 3442 (MK675793), CNPSo 3394
(MK675792); nodC de CNPSo 3448™ (MK675806), CNPSo 3442 (MK675805), CNPSo 3394
(MK675804); nifH de CNPSo 3448 (MK675803), CNPSo 3442 (MK675802), CNPSo 3394
(MK675801).

4.6.5 Filogenia dos genes housekeeping individuais, 16S RNAr, nodC, nifH e espaco
intergénico transcrito (ITS)

As andlises filogenéticas foram procedidas por meio do software MEGA
versdo 6 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) (TAMURA et al.,, 2013) entre as
sequéncias das estirpes em estudo e sequéncias de estirpes tipo de todas as espécies de
Bradyrhizobium disponiveis. Sendo assim, as sequéncias foram alinhadas por meio do
algoritmo MUSCLE (EDGAR, 2004) e cortadas. A partir do alinhamento, o melhor modelo
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de distancia evolutiva foi definido pelo MEGA e as arvores filogenéticas foram construidas
pelo algoritmo de méxima verossimilhanga (Maximum Likelihood, ML), com valor de
bootstrap de 1000 repeticdes (FELSENSTEIN, 1981). A estirpe Xanthobacter autotrophicus

Py2 foi utilizada como grupo externo para a construcdo da arvore do gene 16S RNAr.

4.6.6 Multilocus Sequence Analysis (MLSA)

As sequéncias dos genes ginll, gyrB, recA e rpoB foram concatenadas por
meio do software SeaView (GOUY; GUINDON; GASCUEL, 2010) e a arvore filogenética foi

construida conforme descrito para 0os 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 construida com base na
similaridade das sequéncias de todas as estirpes em estudo e das estirpes tipo disponiveis
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 arvores
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
construcdo de uma biblioteca, utilizando o kit NexteraXT, de acordo com instruces do
fabricante, por meio da plataforma MiSeq da Illumina. O genoma foi depositado no GenBank
sob namero de acesso SPQT00000000.

4.6.9 Average Nucleotide Identity (ANI) e hibridizacdo DNA-DNA digital (HDDd)

Os valores de ANI entre 0 genoma da estirpe representante do grupo em
estudo e 0s genomas das estirpes tipo mais proximas foram calculados com base na
similaridade média dos nucleotideos por meio do programa online ANI calculator,
desenvolvido por Rodriguez-R e Konstantinidis (2016). Os valores obtidos foram avaliados
guanto 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 féormula 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 Contetido G+C (%)

O conteudo G+C da sequéncia genémica 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 conteudo

G+C de sequéncias genbmicas relatados em artigos de descricao de espécies ja publicados.

4.7 Eficiéncia de nodulacéo das estirpes

As estirpes foram avaliadas quanto a eficiéncia de nodulagdo nas seguintes
especies 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 subfamilia Papilionoideae, promiscua e popularmente
conhecida como siratro e Glycine max, variedade BRS 1003. Para tanto, dois experimentos
foram conduzidos em casa de vegetacdo de acordo com Hungria et al., (2016): 1) cultivo em

sacos de polipropileno e 2) cultivo em vaso de Leonard.

4.7.1 Escarificagdo

Com o objetivo de quebrar a dorméncia das sementes e acelerar o processo
de crescimento do embrido, as sementes foram escarificadas. Com o auxilio de folhas de lixa,
as sementes de C. fasciculata foram submetidas a abrasdo manual do tegumento por cerca de
2 — 3 minutos ou até o aparecimento do endosperma de coloracdo branca ou amarelada em
ambos os lados da semente, mantendo as laterais com o tegumento intacto, de modo a
possibilitar a absorcdo de agua e facilitar a emissdo da radicula. Ja em M. antropurpureum, as
sementes foram imergidas em &cido sulfdrico (H2SOa4) durante 5 minutos e lavadas em agua
destilada 5 vezes, em capela de exaustdo. As sementes de G. max ndo necessitam de

escarificacao.

4.7.2 Desinfestacdo de sementes

As sementes de C. fasciculata; M. antropurpureum e G. max foram
desinfestadas em camara de fluxo laminar, iniciando-se por 30 segundos em etanol 70 %,
seguindo de mais 5 minutos em hipoclorito de sédio (NaClO) 3 % e, por fim, passaram por 5

lavagens em &gua 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
agitacdo, durante 7 dias, até atingir a DO de 0,9. Cinco tratamentos foram inoculados, sendo
eles: CNPSo 3394; CNPSo 3442; CNPSo 3448"; controle positivo dado pela estirpe SEMIA
5080 conhecida por nodular soja e controle negativo dado por 1 mL de meio YM. Todos 0s

tratamentos foram realizados em triplicata.

4.7.4 Cultivo em saco de polipropileno

Inicialmente, as sementes foram pré-germinadas possibilitando a
acomodacdo nos sacos de polipropileno. Para tanto, apds o processo de escarificacdo e
desinfestacdo, as sementes de C. fasciculata foram transferidas para placas de Petri contendo
meio agar-agua (1 %) mantendo um espaco entre as sementes, em camara de fluxo laminar
(cerca de 15 sementes por placa). Em seguida, as placas foram incubadas revestidas por papel
laminado até a emissdo da radicula (cerca de 3 dias) em germinador a 28 °C. Ja as sementes
de M. antropurpureum passaram pelo mesmo processo, ndo sendo necessario revesti-las com
papel laminado. As sementes de G. max foram pré-germinadas diretamente em papel
germiteste umedecido com agua destilada. Trés papéis germiteste foram pesados em balanca
analitica e o peso do papel foi multiplicado por 2,5, resultando no volume de agua destilada
estéril necessario para umedecer o papel. Em camara de fluxo laminar, os papéis foram
umedecidos em uma bandeja e cerca de 100 sementes foram acomodadas de modo a dar
espaco para emissdo da radicula. O papel foi dobrado nas laterais, enrolado e amarrado com

elasticos. Os rolos foram incubados durante 3 dias em germinador a 28 °C.

Posteriormente, cada saco de polipropileno de 25 x 12 cm contendo 1 folha
de papel germiteste embebido em 300 mL de solucdo nutritiva sem N (0,00036 % Fe-EDTA,
0,0061 % MgS0a4.7H20, 0,0043 % K2SO4, 0,00016 % MnSO4.H20, 0,014 % CaCl2.2H20,
0,0068% KH2PQOs4), recebeu uma plantula, a qual foi inoculada com 1 mL de cada tratamento
individualmente. Os sacos foram levados para casa de vegetacdo um dia apos a inoculagéo. O
crescimento vegetal foi observado diariamente e a coleta e verificagdo da eficiéncia da
nodulacédo foram realizadas 30 dias apds a emergéncia das plantas.

4.7.5 Cultivo em vaso de Leonard

O crescimento dos tratamentos e a desinfestacdo das sementes foram

realizados como descritos no item anterior. Cada vaso contendo substrato inerte (areia e
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carvao triturado 1:1 v/v) autoclavado e solucdo nutritiva sem N recebeu quatro sementes,
onde cada uma foi inoculada por 1 mL de cada tratamento. Cerca de seis dias ap6s o cultivo,
as plantas que emergiram foram debastadas, resultando em apenas uma planta por vaso. A

coleta e observacdo da eficiéncia da nodulacdo foram realizadas 30 dias ap0s a emergéncia.
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Abstract

Information about the symbionts of legumes of the Caesalpinioideae subfamily is still limited, and we performed a polyphasic
approach with three Bradyrhizobium strains—CNPSo 3448", CNPSo 3394 and CNPSo 3442—isolated from Chamaecrista
fasciculata, a native legume broadly distributed in the USA. In the phylogenetic analysis of both the 165 rRNA gene and the
intergenic transcribed spacer, the CNPSo strains were clustered within the Bradyrhizobium japonicum superclade. Multilocus
sequence analysis with six housekeeping genes—glnll, gyrB, recA, rpoB, atpD and dnaK—indicated that Bradyrhizobium
diazoefficiens is the closest species, with 83% of nucleotide identity. In the genome analyses of CNPSo 3448", average
nucleotide identity and digital DNA-DNA hybridization results confirmed higher similarity with B. diazoefficiens, with values
estimated of 93.35 and 51.50 %, respectively, both below the threshold of the same species, confirming that the CNPSo
strains represent a new lineage. BOX-PCR profiles indicated high intraspecific genetic diversity between the CNPSo strains.
In the analyses of the symbiotic genes nodC and nifH the CNPSo strains were clustered with Bradyrhizobium arachidis,
Bradyrhizobium forestalis, Bradyrhizobium cajani, Bradyrhizobium kavangense and Bradyrhizobium vignae, indicating a different
phylogenetic history compared to the conserved core genes. Other physiological (C utilization, tolerance to antibiotics and
abiotic stresses), chemical (fatty acid profile) and symbiotic (nodulation host range) properties were evaluated and are
described. The data from our study support the description of the CNPSo strains as the novel species Bradyrhizobium niftali
sp. nov., with CNPSo 3448" (=USDA 10051'=U687"=CL 40) designated as the type strain.

Among the ecological roles of various micro-organisms, assimilative forms of nitrogen to the host legume, and
biological nitrogen fixation is one of the most relevant pro- receive from the plant photosynthesis products [4].

cesses for life on Earth [1]. The greatest contribution of bio-
logical nitrogen fixation occurs with the establishment of a
symbiotic partnership between a group of soil bacteria col-
lectively known as ‘rhizobia’, and a broad range of species of
the family Fabaceae (=Leguminosae) [2], with the typical
development of specialized structures on roots and occa-
sionally on stems, called nodules [3]. The rhizobia provide

The family Fabaceae was traditionally divided into three
subfamilies, the Caesalpinioideae, Mimosoideae and Papilio-
noideae (=Faboideae) [5]. However, a recent phylogenetic
study suggested the re-circumscription of this family into
the subfamilies Caesalpinioideae, Cercidoideae, Detarioi-
deae, Dialioideae, Duparquetioideae and Papilionoideae [5].
The nodulation ability is generally considered rare in the
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Table 1. Strains used in this study

Species/strain name Other strain names Original host Geographical origin Reference
species

Bradyrhizobium niftali USDA 10051", U687", CL 40" Chamaecrista Savannah - MO (USA), 106 km This study

CNPSo 34487 fasciculata from Kansas City, 39.94668° N,
—94.83081" E

Bradyrhizobium niftali CL 01 Chamaecrista  Saint Joseph - MO (USA), 89 km  This study

CNPSo 3394 fasciculata from Kansas City, 39.7666" N,
—94.85607 E

Bradyrhizobium niftali CL 22 Chamaecrista Camden Point - MO (USA), This study

CNPSo 3442 fasciculata 54km from Kansas City,
39.4535° N, —94.74256" E

Bradyrhizobium TAL 1027, TISTR 339 , SEMIA 5032", CNPSo 56" Glycine max USA Delamuta
diazoefficiens USDA et al. [31]
110"

Bradyrhizobium ATCC 10324", CCUG 27876", CIP 1060937, DSM 301317, HAMBI  Glycine max USA Jordan [66)
japonicum USDA 6" 23147, NBRC 14783", JCM 20679", LMG 6138", NRRL B-4507",

NRRL L-241", VKM B-1967", CNPSo 158"

Bradyrhizobium betae PL7HG1 ', CECT 5829 ", CNPSo 2079 * Beta vulgaris Spain Rivas et al.
LMG 21987" [57]

Bradyrhizobium HAMBI 3532 ', LMG 30162 " Erythrina Ethiopia Aserse
shewense ERR11 " brucei et al. [67]

Bradyrhizobium 5LMG 26739 ', SHAMBI 3284 " Glycine max Ottawa Yu
ottawaense 0099 et al. [68]

Caesalpinioideae, with only eight reported nodulation gen-
era [6-8], and among them, the pantropical
genus Chamaecrista, which comprises 330 species [9], many
endemic in Brazil [10]. The genus Chamaecrista is the most
successful nodulation genus within the Caesalpinioideae,
where all species tested to date were able to nodulate. More-
over, it is one of the few nodulation Caesalpinioideae
genera that extended to temperate regions [8, 11].

The genus Chamaecrista varies in habit from herbaceous,
shrubby to arboreal species, each one showing different nod-
ule structures. In general, the arboreal Chamaecrista species
retain their N,-fixing bacteroids within modified infection
threads, known as fixation threads, whereas in shrubby spe-
cies, the microsymbionts are bounded with thinner wall
threads, and in herbaceous species, the rhizobia are released
into the symbiosomes [12]. Therefore, the genus Chamae-
crista is located in an intermediate position between legumes
with basal and advanced nodule structure, suggesting an
independent event of nodulation origin [11, 13].

Although the diversity of rhizobia-nodulating Chamaecrista
is still poorly known, the genus Bradyrhizobium has been
considered as the main microsymbiont, as shown in reports
from Senegal [14], USA [15], Australia [16], Brazil [17] and
India [18]. However, to date, only Bradyrhizobium ripae has
been formally described as a rhizobial species from Chamae-
crista, in a study including one strain isolated from the nod-
ules of Chamaecrista biensis in Namibia [19]. Therefore,
studies focusing at microsymbionts of this key Caesalpinioi-
deae genus may increase our knowledge about the rhizobial
diversity and may also contribute with issues about the evo-
lutionary history of symbiotic relationships.

3449

The present study used a polyphasic approach to character-
ize three strains (CNPSo 3448", CNPSo 3394 and CNPSo
3442) isolated from root nodules of Chamaecrista
fasciculata.

ISOLATION AND ECOLOGY

Three bradyrhizobial strains used in this study were isolated
from root nodules of partridge pea (C. fasciculata), a native
legume broadly distributed in the USA [20]. Root nodules
were collected from plants growing at different sites along
the Interstate Highway 29, which connects the states of Mis-
souri (MO) and Nebraska (NE), USA. The sampling points
are indicated in Table 1. Nodule surface sterilization and
rhizobia isolation and growth in modified-YMA medium
were performed as described before [21, 22].

The strains are deposited at the Diazotrophic and Plant
Growth Promoting Bacteria Culture Collection of Embrapa
Soja (WFCC Collection No. 1213, WDCM Collection No.
1054), in Londrina, State of Parana, Brazil, and also in other
culture collections of USA (United States Department of
Agriculture, USDA collection) and Uruguay (Insitituto
Nacional de Investigacién Agropecudria, U Collection),
both associated with the World Federation Culture Collec-
tion (WFCC). The cultures are long-term stored by cryo-
preservation in modified-YM with 30 % glycerol (v/v) at
—80°C and —150°C and by lyophilization, as described
previously [23].

PHYLOGENY

Total DNA was extracted by the DNeasy Blood and Tissue
kit (Qiagen), following the manufacturer’s instructions. Pri-
mers and amplification conditions used for the 16S rRNA
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Bradyrhizobium vignae 7-2" (NZ_RDQF00000000.1)
84 |Bradyrhizobium stylosanthis BR 446" (NZ_LVEMO01000003.1)
Bradyrhizobium forestalis INPA54B™ (NZ PGVG010001)
Bradyrhizobium japonicum USDA 6' (X66024)
Bradyrhizobium yuanmingense LMG 21827" (AF193818)
7 'Bradyrhizobium subterraneum 58 2-17 (KP308152.1)
0.01 Bradyrhizobium shewense ERR11T (NZ_FMAI0O1000001.1)
Bradyrhizobium liaoningense LMG 18230 (AF208513)
Bradyrhizobium americanum CMVU44" (KU991833.1)
g7 Bradyrhizobium dagingense CCBAU 15774 (NR_118648.1)
Bradyrhizobium ottawaense 0099" (JN186270.1)
“_LBrady/hizob[um canariense LMG 22265" (AJ558025.1)
B8 —Bradyrhizobium lupini USDA 3051 (KM114861.1)
99 _I Bradyrhizobium diazoefficiens USDA 110" (NC_004463.1)
ull Bradyrhizobium niftali CNPSo 3448 (SPQT00000000)
I Bradyrhizobium centrosemae A9' (KC247115.1)
I Bradyrhizobium nitroreducens TSA1 T (AB542368.1)
—F—Bradyrhizobium betae LMG 21987" (AY372184)
68 [~ Bradyrhizobium cytisi CTAW1 17 (EU561065.2)
Bradyrhizobium rifense CTAW71 T(EU561074.2)
Bradyrhizobium ganzhouense RITF806" JQ796661.2)
Bradyrhizobium manausense BR 3351 T(HQB41226.2)
Bradyrhizobium guangdongense CCBAU 51649" (CP030052.1)
Bradyrhizobium guangxiense CCBAU 53363" (NZ_CP022220.1)
Bradyrhizobium cajani AMBPC1010" (KY349447.1)
Bradyrhizobium huanghuaihaiense CCBAU 233037 (HQ231463.1)
Bradyrhizobium arachidis CCBAU 051107 (HM107167.1)
Bradyrhizobium kavangense 14-3" (KP899562.1)
Bradyrhizobium ingae BR 10250 (KF927043.1)
55 | Bradyrhizobium iriomotense EK05' (AB300992)
Bradyrhizobium sacchari BR 10280" (KF113091.3)
_l—Bladyrhizobium denitrificans LMG 8443" (X66025.1)
98 - Bradyrhizobium oligotrophicum LMG 107327 (JQ619230.1)
100 |Bradyrhizobium centrolobii BR 10245" (KF927049.1)
Bradyrhizobium neotropicale BR 10247" (NZ_LFJC01000003.1)
Bradyrhizobium retamae Ro19" (KC247085.1)
— Bradyrhizobium jicamae PAC68" (AY624134)
73 ||Bradyrhizobium mercantei SEMIA 63997 (F1025102.1)
Bradyrhizobium erythrophlei CCBAU 53325" (KF114645.1)
Bradyrhizobium viridifuturi SEMIA 690" (FJ025107.1)
Bradyrhizobium embrapense CNPSo 28337 (AY904773.1)
Bradyrhizobium paxilaeri LMTR 217 (AY923031)
Bradyrhizobium namibiense 5-10" (KX661401.2)
Bradyrhizobium icense LMTR 13T (KF896156)
- Bradyrhizobium lablabi CCBAU 23086' (GU433448.1)
— Bradyrhizobium valentinum LmjM3T (JX514883.2)
Bradyrhizobium ferriligni CCBAU 515027 (KJ818096.1)
Bradyrhizobium pachyrhizi PAC48" (AY624135)
Bradyrhizobium ripae WR4T (MF593081.1)
Bradyrhizobium brasilense UFLA03-3217 (MPVQ01000094.1)
Bradyrhizobium tropiciagri CNPSo 11127 (AY904753.1)
Bradyrhizobium elkanii USDA 76" (U35000)
Bradyrhizobium algeriense RST89" (PYCM01000032.1)
Bradyrhizobium macuxiense BR 10303 (NZ_LNCU01000039.1)
Xanthobacter autotrophicus F‘yQT (NC 009720.1)

55

93

52

89

65

Fig. 1. Maximum-likelihood (ML) phylogeny based on the 16S rRNA genes (947 bp) of Bradyrhizobium niftali strains (in bold) and other
Bradyrhizobium species. Accession numbers are indicated in parentheses. The ML tree was obtained using the T92 Tamura three-
parameter model +G model by using MeGA version 6. Bootstrap values>70 % are indicated at the nodes. Xanthobacter autotrophicus Py2
was used as an outgroup. Bar, one substitution per 100 nucleotide positions.
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Fig. 2. Maximum-likelihood (ML) phylogeny based on the concatenated gln/l+gyrB+recA+rpoB genes (1 786 bp) of Bradyrhizobium niftali
strains (in bold) and other Bradyrhizobium species. Accession numbers are indicated in Table S2. The ML tree was obtained using the
GTR+G+| model by Meca version 6. Only bootstrap values>70 % are indicated at the nodes. Bar, five substitutions per 100 nucleotide

positions.
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100 {Bradyrhizobium iriomotense EKO5" (AB301000.1)
100 Bradyrhizobium manausense BR 33517 (KF786002.1)

Bradyrhizobium ingae BR 102507 (KF927054.1)

Bradyrhizobium ganzhouense RITF806" (JX292035.1)
95 I:Bradyrhizobium cytisi CTAW11T (EU597844.2)
100 Bradyrhizobium rifense CTAW71T (EU597853.2)

_|——Bradyrhizobium canariense LMG 22265" (AJ560653.1)
99 Bradyrhizobium lupini USDA 30517 (KM114864.1)

Bradyrhizobium centrolobii BR 10245" (NZ_LUUB01000057.1)
100 ——— Bradyrhizobium neotropicale BR1 02477 (KJ661727.1)

Bradyrhizobium macuxiense BR 10303" (LNCU01000070.1)
Bradyrhizobium erythrophlei CCBAU 53325" (KF114576.1)

71

Bradyrhizobium jicamae PAC68T (AB573869.1)

100, Bradyrhizobium lablabi CCBAU 23086 (U433565.1)

Bradyrhizobium paxllaeri LMTR 217 (KF896160.1)

100 |— Bradyrhizobium namibiense 5-10" (KX661399.1)
Bradyrhizobium icense LMTR 13T (KF896159.1)
94 | [ Bradyrhizobium retamae Ro19" (KC247112.1)
81 Bradyrhizobium valentinum LmjM3" (NZ LLXX01000153.1)

Fig. 3. Maximum-likelihood (ML) phylogeny based on the nodC genes (426 bp) of Bradyrhizobium niftali strains (in bold) and other Bra-
dyrhizobium species. Accession numbers are indicated in parentheses. The ML tree was obtained using the T92 Tamura three-
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parameter model +G+| model by using MeGA version 6. Only bootstrap values>70 % are indicated at the nodes. Bar, five substitutions

per 100 nucleotide positions.

gene, 165-23S rRNA intergenic transcribed spacer (ITS),
housekeeping genes (glnll, recA, gyrB and rpoB), nifH and
nodC genes are specified in Table S1 (available in the online
version of this article). The PCR products were purified
using the PureLink kit (Invitrogen), according to the manu-
facturer’s instructions. Sequencing analysis was performed
on an ABI 3500XL, as described before [24]. For the atpD
and dnaK genes, sequences were retrieved from the
genomes of type species and from the genome of strain
CNPSo 3448". The accession numbers of the sequences
obtained in this study, as well as those retrieved from the
GenBank database, are shown in Table S2. Multiple
sequence alignments were obtained with MuscCLE [25]. For
the multilocus sequence analysis (MLSA), the sequences of
housekeeping genes were concatenated with SeaView ver-
sion 4.7 [26]. The best evolutionary distance model was
defined with the lowest Bayesian information criterion
scores for maximum-likelihood reconstructions on the
MEGA software version 6 [27]. The evolutionary models var-
ied according to the different alignments and are inferred in
the figures. The statistical support bootstrap was evaluated
using 1000 pseudoreplicates [28]. Xanthobacter autotrophi-
cus Py2 was used as outgroup for the 16S rRNA phylogeny.
For the ITS analysis, the phylogram was reconstructed based
on the neighbour-joining model, as previously described
[23]. Nucleotide identities (NIs) were calculated with BioE-
dit version 7.0.4.1 [29] for single and concatenated genes.

It has been broadly reported that in the 16S rRNA gene phy-
logeny the Bradyrhizobium species are grouped in two well-
supported superclades, of Bradyrhizobium japonicum and
Bradyrhizobium elkanii [30, 31]. Considering the aligned
partial sequences of the 16S rRNA gene, the three CNPSo
strains were also clustered within the B. japonicum super-
clade; more specifically, the three CNPSo strains were clus-
tered with the type strains of Bradyrhizobium diazoefficiens,
Bradyrhizobium shewense, Bradyrhizobium betae and Bra-
dyrhizobium ottawaense (Fig. S1), showing 100 % similarity
to each other, as well as with these four closest type strains
(Table S3). The 16S rRNA phylogeny was also built consid-
ering the complete aligned sequences retrieved from the
genomes of the type species and of strain CNPSo 3448,
and confirmed the clustering within the B. japonicum

superclade, showing 100 % similarity to B. diazoefficiens
(Fig. 1; Table S3). However, the results emphasize the high
conservation of the 16S rRNA in Bradyrhizobium, not
allowing species delineation [23, 30-34].

In order to increase the knowledge about the ribosomal
region, many taxonomists have analysed a more variable
region, the ITS between the 16S and the 23S rRNA genes
[23, 30, 31]. In the ITS phylogram, the three CNPSo strains
formed a well-supported clade (Fig. S2), with B. japonicum
USDA 6" as the closest type strain, showing 95 % of NI, and
less than 92.8 % with the other species (Table S3); these val-
ues are below the threshold of 95.5 % of similarity indicated
by Willems et al. [35] to differentiate Bradyrhizobium spe-
cies. One explanation for B. diazoefficiens not being the
closest type strain in the ITS phylogeny relies on a 37 bp
insert found in the sequence of this species (data not
shown). Interestingly, differences in the evolution patterns
of the ribosomal region have also been reported in other
studies with Bradyrhizobium [23, 36-40].

The analysis of housekeeping genes, with an emphasis on
the MLSA with the concatenated sequences has been used
to improve phylogenetic information [41]. Although con-
served, housekeeping genes have a faster rate of evolution
than ribosomal genes, providing a better resolution at the
species level [42, 43]; consequently, it has been suggested
that a novel species should be identified primary based on
the MLSA phylogeny. The MLSA has also been successfully
applied in studies with the genus Bradyrhizobium [30-32].
In this study, the MLSA phylogeny with four concatenated
genes (gInIl, gyrB, recA and rpoB) grouped the three CNPSo
strains in a distinct group with 100 % bootstrap support,
and confirmed B. diazoefficiens USDA 110" as the nearest
species (Fig. 2). The NI of the concatenated genes between
the three CNPSo strains was of 100 %, and with the other
close members of the genus Bradyrhizobium the NI ranged
from 92.7 % to 97.3 % (Table S3). This evolutionary pattern
to the three CNPSo strains was confirmed in the analyses of
each single housekeeping gene, glnll (Fig. S3), gyrB (Fig.
S4), recA (Fig. S5) and rpoB (Fig. S6) and the NI values for
each gene are shown in Table S3. In order to improve the
resolution power of new taxa status of the CNPSo group,
the sequences of atpD and dnaK were retrieved from the

Table 2. ANI and dDDH values between Bradyrhizobium niftali CNPSo 3448 and closely related Bradyrhizobium species

ANI (%) dDDH (%)
Strain used as reference CNPSo 3448" CNPSo 3448"
Bradyrhizobium diazoefficiens USDA 110" 93.35 51.50
Bradyrhizobium japonicum USDA 6" 88.95 37.40
Bradyrhizobium shewense ERR11" 88.15 36.40
Bradyrhizobium ottawaense 0099" 88.32 35.80
3453
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Table 3. Distinctive morpho-physiological features of B. niftali CNPSo 3448" and closely related strains
Strains: 1, CNPSo 3448"; 2, Bradyrhizobium diazoefficiens USDA 110"; 3, Bradyrhizobium japonicum USDA 6" 4, Bradyrhizobium betae LMG 21987". +,

Growth; w, weakly positive; —, no growth.

Characteristics 1 2% 3* 4*
Carbon source utilization:
Glycerol w w w
D-Arabinose + w +
L-Arabinose + w +
D-Ribose w + + +
L-Xylose + w +
D-Adonitol w = = =
Methyl Bp-Xylopyranoside w w w —
D-Glucose - w w w
D-Fructose + w w w
D-Mannose + w w w
1-Sorbose w - - —
L-Rhamnose + w w W
Dulcitol + = - =
D-Mannitol w w w =
D-Sorbitol w w w —
N-Acetylglucosamine + - - —
Arbutin w — - —
Maltose w - =z s
Sucrose + - 2= -
Trehalose w = EE =
Inulin w = o =
Melezitose w - — —
Raffinose w - = _
Glycogen + — - +
Xylitol w - - -
Gentiobiose w = = =
Turanose w - — =
D-Arabitol w w w -
L-Arabitol w - — —
Potassium gluconate + - — —
Potassium 2-ketogluconate - — +
Potassium 5-ketogluconate + - — —
Enzymatic activity:
Urease + + ¥ i
Tolerance to antibiotics (jtg/disc):
Ampicillin (10) - — + _
Erythromycin (15) - - + +
Neomycin (30) — — = w
Penicillin G (10 U) + + + w
Tetracycline (30) - - — +
Cefuroxime (30) £ — = &

*Data obtained in the same laboratory and the same conditions by Delamuta et al. [31].

genomes of CNPSo 3448" and of the closest type strains. In
the phylogram of six genes—atpD+dnaK+glnll+gyrB+recA
+rpoB—the same evolutionary pattern was found, and the
CNPSo 3448" strain remained in a single and consistent
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position, with B. diazoefficiens as the closely related species,
with 100 % bootstrap support (Fig. S7). Considering the six
housekeeping genes, the CNPSo 3448" and B. diazoefficiens
shared 83 % similarity, decreasing to NI values with the
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Fig. 4. (a) Chamaecrista fasciculata, the original host plant, inoculated with strain CNPSo 3448"; (b) C. fasciculata root with indetermi-
nate nodules formed by CNPSo 3448"; (c) effective and indeterminate nodules with internal pink colour formed by CNPSo 3448" on C.
fasciculate; (d) siratro (Macroptilium atropurpureum), a promiscuous Papilionoid legume broadly used in nodulation ability tests; (e) sira-
tro root with determinate nodules formed by CNPSo 3448" strain; (f) A effective and determinate nodules with internal pink colour
formed by CNPSo 3448" strain on siratro. Plants grown under axenic conditions at the greenhouse.

other species lower than 81.2% (Table S3). Recently, the
threshold of 97 % similarity of five housekeeping genes
sequences was proposed in Bradyrhizobium species delinea-
tion [44]; therefore, these results confirm that the strains in
our study belong to a new rhizobial species.

Symbiotic genes are considered accessory, therefore, are not
included in the main core of genes used for the definition of
the taxonomic position of bacteria. However, some genes
related to the biological nitrogen fixation process can add
valuable information about the symbiosis, such as host-
specificity, biogeography and symbiovars [24, 31, 32, 45,
46]. We analysed the nodC and nifH phylogenies, involved
in the nodulation and nitrogen-fixation abilities, respec-
tively. In the nodC phylogenetic tree, the three CNPSo
strains were clustered with Bradyrhizobium arachidis
CCBAUT 051107", isolated from nodules of Arachis
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hypogaea grown in China, with Bradyrhizobium cajani
AMBPC 1010" isolated from Cajanus cajan nodules in the
Dominican Republic and with Bradyrhizobium forestalis
INPA 54B" isolated from mimosoid nodules in the Amazon
region (Fig. 3). The nifH phylogeny also clustered the three
CNPSo strains in a group related to B. forestalis INPA 54B"
and B. arachidis CCBAUT 051107". In addition, nifH
showed relatedness with Bradyrhizobium vignae 7-2" and
Bradyrhizobium kavangense 14-3", both isolated from
Vigna unguiculata on subsistence farms in Namibia (Fig.
S§8). Moreover, in a recent study with isolates from Chamae-
crista pumila in India, the nifH phylogeny also grouped
some of these Indian rhizobia with B. arachidis [18]. There-
fore, the comparison of ribosomal and housekeeping genes
with the symbiotic genes of the three CNPSo strains sug-
gests different evolutionary histories.
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GENOME FEATURES

Total DNA of strain CNPSo 3448 was used to prepare the
sequence library with the Nextera XT kit according to the
manufacturer’s protocol. The library was sequenced with
the MiSeq platform (Illumina) at Embrapa Soja. The reads
were assembled with the A5-MiSeq pipeline (de novo) ver-
sion 20140604, and the draft genome was deposited at the
NCBI (accession number SPQT00000000; biosample
SAMN11254745). The final genome assembly resulted in
144 contigs, with N50 of 217 177 bp and 104-fold coverage.
The genome size of strain CNPSo 3448 T was estimated at
9787 683bp with QuUAST version 2.0 [47], using default
parameters. The genome also annotated with RAST
version 2.0 [48] and 9348 coding DNA sequences (CDSs)
were identified, with 68 % of them classified in known sub-
systems. Nodulation genes are apparently in a symbiotic
island and organized as in B. diazoefficiens USDA 110" and
other bradyrhizobia, as nod DABCSUIJ and also containing
nolO and nodZ, but we found only one copy of the regula-
tory nodD.

As an alternative to DNA-DNA hybridization (DDH), over-
all genome related index (OGRI) parameters have been
increasingly used to evaluate taxonomic position, and several
software tools are available to compare genomes in silico [41,
49]. Two OGRIs were used to compare the genomes of
CNPSo 3448" and of the closest species B. diazoefficiens
USDA 110" (NC_004463.1) and B. japonicum USDA 6"
(NC_017249.1). B. shewense ERR11"
(NZ_FMAI01000001.1) and B. ottawaense Q099"
(NZ_CP029425.1) were also included since they shared
100 % similarity on the phylogeny of partial 16S rRNA
sequences including the three CNPSo strains. Average nucle-
otide identity (ANI) is successfully recognized for taxonomic
purposes, and cut-off values of 95-96 % of ANI have been
accepted as equivalent to 70 % of DDH [50-52]. The ANI
was calculated using the ANI calculator [53] and the values
between CNPSo 3448" and B. diazoefficiens, B. japonicum, B.
shewense and B. ottawaense were estimated at 93.35, 88.95,
88.13 and 88.32 %, respectively (Table 2). Therefore, the
results confirm that the three CNPSo strains belong to a new
species, with the type strain sharing less than 95-96 % ANI
with all described Bradyrhizobium species.

The other OGRI method employed was the digital DDH
(dDDH), with 70 % similarity as the threshold for species
boundaries [54]. The analysis was performed with the
Genome-to-Genome Distance Calculator (GGDC) ver-
sion 2.1. [54], using Formula 2 (identities/HSP length), as
recommended. The highest dDDH values were found
between CNPSo 3448" and B. diazoefficiens USDA 110"
and B. japonicum USDA 6", of 51.50 and 37.40 %, respec-
tively (Table 2), in agreement with ANT analysis and below
the threshold of the same species.

The genome G+C content of CNPSo 3448" strain was calcu-
lated at 63.53 mol% with QUAST [48], similar to the closest
species B. diazoefficiens USDA 110" (64.1 mol%) [55], B.
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japonicum USDA 6" (63.67 mol%) [56], and B. betae LMG
21987" (63.7 % mol%) [57].

In order to estimate the intraspecific variability, CNPSo
3448", CNPSo 3394 and CNPSo 3442 fingerprintings were
obtained by the analysis of BOX-PCR, using BOX-A1R
primer [58], following the conditions described by Kaschuk
et al. [59]. The profiles were analysed using the Bionumerics
software (version 7.6, Applied Mathematics). For the cluster
comparison, a similarity dendrogram was reconstructed,
using the UPGMA algorithm [60] and the Jaccard coefficient
[61], with a tolerance of 3 %. The dendrogram pointed out
high intraspecific diversity, with the CNPSo strains sharing
only 56 % to 72 % similarity to each other and being very
distinct from the closest species B. diazoefficiens USDA
110" (Fig. S9).

PHYSIOLOGY AND CHEMOTAXONOMY

Morpho-physiological properties were determined and
compared between the CNPSo strains and the closest spe-
cies B. diazoefficiens USDA 110", B. japonicum USDA 6"
and B. betae LGM 21986". Unless indicated, tests were per-
formed on modified-YMA medium at 28 °C. Colony mor-
phology and acid/alkaline reaction on modified-YMA
containing Congo red and bromothymol blue, respectively,
were evaluated after 7 days of growth. The ability to grow
on Luria-Bertani (LB) medium, and on modified-YMA
containing 1% NaCl, or at 37°C, or at pH 4.0 and pH 9.0
were evaluated as described before [62]. Tolerance of ampi-
cillin (10 pg), bacitracin (0.04 U), cefuroxime (30 ug), chlor-
amphenicol (30 pg), nalidixic acid (30pg), neomycin
(30 pug), penicillin (10 U), tetracycline (30 pg), streptomycin
(10 pg) and erythromycin (15 pg) was examined by the disc-
diffusion technique on modified-YMA medium. Urease
activity was evaluated by growth on modified-YMA con-
taining 2 % urea and phenol red as indicator. Carbon source
utilization was evaluated using the API 50CH kit platform
(bioMérieux), according to the manufacturer’s instructions
and the basal medium used was modified-
YM minus mannitol, with bromothymol blue as indicator
of the pH reaction. All tests were performed in triplicate.
Table 3 shows only the results that had some difference
between CNPSo 3448" and the closest type strains. When
all results were positive, negative or neutral between CNPSo
3448" and the closest type species, not been able to distin-
guish them, they are not shown.

The fatty acid profiles of the CNPSo strains were detected
by automated gas chromatography analytical system. The
fatty acid results were identified and quantified based on the
TSBA6 6.10 database by Sherlock Microbial Identification
System version 6.1 (mip1) [63]. The fatty acids detected in
CNPSo 3448" were C,4.0 and summed feature 8, repre-
sented by Cig.; w6c/Cyg.;w7c (Table S4), consistent with
other Bradyrhizobium species [23, 31, 64].

To confirm the symbiotic properties and to investigate the
host range of CNPSo strains, nodulation assays were per-
formed in Leonard jars with C. fasciculata, the primary host
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legume of the CNPSo isolates, on the promiscuous Papilio-
noid siratro (Macroptilium atropurpureum, and on soybean
(Glycine max L.; commercial cultivar BRS 1003). Liquid cul-
tures used as inoculants were adjusted to the same cell con-
centration by optical density (ODgp0=0,9). After 30 days of
plant growth, CNPSo strains were able to form effective
indeterminate nodules, with internal pink colour on C. fas-
ciculata (Fig. 4). The CNPSo strains were also able to effec-
tively nodulating with siratro, forming determinate nodules
(Fig. 4), but did not nodulate soybean. It is interesting that
B. arachidis CCBAUT 0511077, the closest species on the
nodC phylogeny (Fig. 3), also did not nodulate soybean
according to [65].

Using a polyphasic approach encompassing phylogenetic,
genotypic and phenotypic data, the results confirmed that
the CNPSo 3448", CNPSo 3394, and CNPSo 3442 strains
belongs to a novel Bradyrhizobium species, for which the
name Bradyrhizobium niftali sp. nov. is proposed, with
CNPSo 3448 strain indicated as the type strain.

DESCRIPTION OF BRADYRHIZOBIUM NIFTALI
SP. NOV.

Bradyrhizobium niftali (nif.ta’li. N.L. gen. n. niftali, arbitrary
name formed from the acronym NifTAL-Nitrogen-Fixation
in Tropical Agricultural Legumes, of the University of
Hawaii NifTAL Project and MIRCEN).

Cells are Gram-stain-negative, aerobic and non-spore-form-
ing. After 7 days of growth at 28 °C on modified-YMA con-
taining Congo red, the colonies have light pink colour,
average diameter of 0.95 mm, irregular shape, flat elevation,
wavy border, smooth surface, are opaque and produce little
mucus with gummy consistency. Optimal growth occurs on
modified-YMA at pH 6.8-7.0 and at 28 °C. The strains pro-
duce alkaline reaction on modified-YMA, visually observed
in the presence of bromothymol blue. They are unable to
grow on solid LB medium, on modified-YMA containing
1% NaCl and on modified-YMA incubated at 37°C, but
growth is observed at pH 4.0 and pH 9.0 on modified-YMA
at 28 °C. The strains are urease-positive. They are sensitive
to (per disc) erythromycin (15ug), cefuroxime (30 pug),
ampicillin (10 pg), streptomycin (10 pg) and tetracycline
(30 pg), moderately sensitive to neomycin (30 pg) and toler-
ant to chloramphenicol (30 pg), penicillin G (10 U), nali-
dixic acid (30 pug) and bacitracin (0.04 U). The bacteria use
the following compounds as carbon sources: glycerol, D-
arabinose, L-arabinose, L-xylose, D-glucose, D-fructose, D-
mannose, L-rhamnose, dulcitol, N-acetylglucosamine, aescu-
lin ferric citrate, sucrose, starch, glycogen, D-lyxose, D-
fucose, L-fucose, potassium gluconate, potassium 2-keto-
gluconate and potassium 5-ketogluconate. The bacteria
weakly use D-ribose, D-xylose, D-adonitol, methyl 8-p-xylo-
pyranoside, D-galactose, L-sorbose, D-mannitol, D-sorbitol,
arbutin, maltose, trehalose, insulin, melezitose, raffinose,
xylitol, gentiobiose, turanose, D-arabitol and L-arabitol and
do not grow in the presence of erythritol, inositol,
methyl a-D-mannopyranoside, methyl a-D-

glucopyranoside, amygdalin, salicin, cellobiose, lactose,
melibiose and D-tagatose. The strains produce effective
nitrogen-fixing nodules on Chamaecrista fasciculata and
Macroptilium atropurpureum, but do not nodulate Glycine
max.

The type strain CNPSo 3448" (=USDA 10051"=U687"=CL
40") was isolated from a nodule of Chamaecrista fasciculata
in the USA. The DNA G+C content of strain CNPSo 3448"
is 63.53 mol%.
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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 (165 2min95°C, 30 X (155 94°C, 455 Weishurg
RNA  93°C,45555°C), 2min 72°Ce 5 etal.
rD1 CTTAAGGAGGTG ATCCAGCC min 72°C) (1991)
FGPS 1490 TGCGGCTGGATCA ré?\; 3 min 94°C, 35X (1 min 94°C, 1 'ﬁgt’fgge(;;t
235 min 55°C, 2 min 72°C € 6 min '
FGPS 130 CCTCCTTCCGGTTTCCCCATTCGG o) 72°C
TSginllf  AAGCTCGAGTAC ATCTGGCTCGACGG i
g iy 2min 95°C, 35 X (455 95°C, 30s Stez't‘g‘l"’s"'
g 58°C), 1.5 min 72°C e 7 min 72°C :
TSglnlir SGAGCCGTTCCA GTCGGTGTCG (2005)
qyrB343F TTCGACCAGAAY TCCTAYAAGG 5 min 95°C, 5X (2 min 94°C, 2
B min 58°C, 1 min 72°C) 28 X (30 s Martens et
AGCTTGTCCTTSGTCTGEE 9B 940C, 1 min58°C, 1 min 72°Ce 5 al. (2008)
gyrB1043R min 72°C)
TSrecAf  CAACTGCMYTG CGTATCGTCGAA GG i
fecA 2 Min95°C, 35 X (455 95°C, 30s Stegfg‘l"’s"'
58°C), 1.5 min 72°C e 7 min 72°C i
CGGATCTGGTTGATGAAGATCACCATG ). 1.5 min 72°C e 7 min (2005)
TSrecAr
POB83F  CCTSATCGAGGT TCACAGAAGGC 5 min 95°C, 3X (2 min 94°C, 2
roog MmN 58°C, 1 min 72°C) 30 X (30s  Martens et
POB  94°C, 1 min58°C), 1 min 72°C e 5 al. (2008)
rpoB1061R AGCGTGTTGCGG ATATAGGCG min 72°C
nodCF GTCGATTGCMRGTCAAGACTACG
nodC 30s 94°C, 40 X (30s 96°C, 1 min  Laguerre et
53°C, 30s 72°C), 5 min 72°C l. (2001
nodCl GCCAGGTCTIGTTGCGATTGCTC $72°C), S min al. (2001)
nifHF TACGGNAARGGSGGNATCGGCAA 3min 95°C, 35 X (1 min 94°C, | ‘
nifH 455 60°C, 2 min 72°C), 7 min a"’l‘gt‘sggelf
nifHi AGCATGTCYTCSAGYTCNTCCA 72°C '
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Evol Microbiol 58, 200-214.
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Table S2. Accession numbers of genomes, 16S rRNA, atpD, dnakK, ginll, recA, rpoB and gyrB used in this study. NA indicates Not Available.

Strain (Com;?estersRezluAences) 165 Srelzll\JI;((:I::l)rtlal atpD dnaK glnll recA rpoB gyrB
B. niftali CNPSo 34487 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 11127 AY904753.1 AY904753.1 FJ390968 | FJ391008.1 FJ391048 FJ391168 HQ634909.1 HQ634890
B. embrapense CNPSo 28337 AY904773.1 AY904773.1 HQ634875 | KP2345192 | GQ160500 HQ634899 HQ634910.1 HQ634891
B. viridifuturi SEMIA 6907 FJ025107.1 FJ025107.1 NA NA KR149131.1 KR149140 KU724169.1 KR149134.1
B. elkanii USDA 767 U35000 U35000 AY386758.1 | AY3283921 | AY599117.1 AY591568.1 AM295348 AMA418800
B. jicamae PAC 687 AY624134 AY624134 F1428211 | JF308945.1 FJ428204 HMO047133.1 HQ587647 HQ873309.1
B. lablabi CCBAU 230867 GUA433448.1 GU433448.1 GU433473.1 | KF962687.1 | GU433498.1 GU433522.1 IX437677.1 IX437670.1
B. pachyrhizi PAC 487 AY624135 AY624135 FJ428208 | JF308946.1 | FJ428201.1 HMO047130.1 | HQ587648.1 HQ873310.1
B. retamae Ro19" KC247085.1 KC247085.1 F1428208 | KF896184.1 | KC247108.1 KF962711.1 KF962714.1 KF896204.1
B. paxilaeri LMTR 217 AY923031 AY923031 KF896186 | AY923038 KF896169 IX943617 KP308154.1 KF896195
B. icense LMTR 137 KF896156 KF896156 NA NA KF896175 1X943615 NA KF896201
B. valentinum LmjM3T IX514883.2 1X514883.2 NA NA IX518575 IX518589.2 NA LLXX01000044.1
B. erythrgggg%iTCCBAU KF114645.1 KF114645.1 NA NA KF114693.1 KF114669.1 MG811654.1 KF114717.1
B. ferriligni CCBAU 515027 KJ818096.1 KJ818096.1 NA NA KJ818099.1 KJ8181121 | MG811655.1 KJ818102.1
B. diazoefficiens USDA 1107 NC_004463.1 NC_004463.1
B. canariense LMG 222657 AJ558025.1 AJ558025.1 AY386739.1 | AY923047.1 | AY386765.1 FM253177 FM253263 FM253220
B. betae LMG 219877 AY372184 AY372184 FM253129 | AY9230461 | AB353733.1 AB353734.1 FM253260 FM253217
B. japonicum USDA 67 X66024 X66024 AM168320 | AM168362 AF169582 AM182158 AM295349 AM418801
B. daqi”fg;‘;ZfCBAU NR 118648.1 HQ231274.1 HQ231289.1 | KF962684.1 | HQ231301.1 HQ231270.1 IX437676.1 IX437669.1
B. denitrificans LMG 8443 X66025.1 X66025.1 FM253153.1 | KF962685.1 | HMO047121.1 FM253196.1 FM253282.1 FM253239.1
B. oligotrophicum LMG JQ619230.1 3Q619230.1 JQ619232.1 | KF962688.1 | JQ619233.1 JQ619231.1 KF962713.1 KF962697.1
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B. yuanmingense LMG 21827 AF193818 AF193818 AY386760.1 | AY923039.1 | AY386780.1 AM168343 FM253269 FM253226
B. liaoningense LMG 182307 AF208513 AF208513 AY386752.1 | AY923041.1 | AY386775.1 AY501564.1 FM253266 FM253223
B. iriomotense EKO5T AB300992 AB300992 AB3009941 | JF3089441 | AB300995 AB300996 HQ587646.1 AB300997
B. cytisi CTAW1LT EU561065.2 EU561065.2 GUO01613.1 | JQ945184.1 | GUO001594.1 GU001575.1 IN186288.1 IN186292.1
B. h“angh“gghga(jg?se CCBAU HQ231463.1 HQ231463.1 HQ231682.1 | JX437665.1 | HQ231639.1 HQ231595.1 | HQ587647.1 IX437672.1
B. rifense CTAW71T EU561074.2 EUS61074.2 GUO01617.1 | JQ945187.1 | GUOO1604.1 GUO001585.1 KC569468.1 KC569466.1
B. arachidis CCBAU 0511077 HM107167.1 HM107167.1 HM107217.1 | JX437668.1 | HM107251.1 HM1072331 | JX437682.1 IX437675.1
B. ingae BR 102507 KF927043.1 KF927043.1 KY753503.1 | KF9270551 | KF927067.1 KF927061.1 KF927073.1 KF927079.1
B. manausense BR 33517 HQ641226.2 HQ641226.2 NA NA KF785986.1 KF785992.1 KF785998.1 KF786000.1
B. neotropicale BR 102477 | NZ_LFJC01000003.1 KF927051.1 NA NA KJ661700.1 KJ661714.1 KF983829.1 KJ661707.1
B. ganzhouense RITF8067 JQ796661.2 JQ796661.2 NA NA IX277110.1 IX277144.1 NA KP420022.1
B. ottawaense 0099" IN186270.1 IN186270.1 HQ455212.1 | JF308816.1 | HQ587750.1 HQ587287.1 | HQ587518.1 |  HQ873179.1
B. subterraneum 58-2-17 KP308152.1 KP308152.1 KX661391.1 | KP308157.1 | KM378484.1 KM378397 KM378349.1 |  KX661396.1
B. vignae 7-27 NZ_RDQF00000000.1 |  KP899563.1 NA NA KM378443 1 KM3783741 | KM378308.1|  KX683216.1
B. kavangense 14-37 KP899562.1 KP899562.1 KY753502.1 | KR2599491 | KM378446.1 KM378399.1 | KM378311.1|  KX661397.1
B. g”a”gdgggjgie CCBAU CP030052.1 KC508867.1 KC508916.1 | KC508964.1 | KC509023.1 KC509269.1 KC509318.1 KC509072.1
- guangxiense CCBAU NZ_CP022220.1 KC508877.1 KC508926.1 | KC5089741 | KC509033.1 KC509279.1 KC509328.1 KC509082.1
B. stylosanthis BR 4467 | NZ_L\VEMO1000003.1 KU724142 NA NA KU724148 KU724163 KU724166 KU724151
B. lupini USDA 30517 KM114861.1 KM114861.1 NA NA KM114862.1 KM114866.1 NA NA
B. centrosemae A9" 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 AMBPC10107 KY349447.1 KY349447.1 NA NA KY349442.1 KY349440.1 NA NA
B. brasilense UFLA03-3217 | MPVQ01000094.1 KF311068.2 KF452730.1 | KF452791.1 |MPVQO0000000|  KT793142.1 KF452879.1 KF452827.1
B. mercantei SEMIA 63997 FJ025102.1 FJ025102.1 NA NA KX690621.1 KX690615.1 NA KX690623.1
B. centrolobii BR 102457 KF927049.1 KF927049.1 NA NA KX527991.1 KX527954.1 KF983827.3 KX528004.1
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B. macuxiense BR 103037 | NZ_LNCU01000039.1 KX527919.1 NA NA KX527995.1 KX527958.1 KX527969.1 KX528008.1
B. sacchari BR 102807 KF113091.3 KF113091.3 NA NA KX065099.1 KX065095.1 NA NA
B. namibiense 5-107 KX661401.2 KX661401.2 KX661387.1 KP402058.1 KM378440.1 KM378377.1 KM378306.1 KX661393.1
B. forestalis INPA54BT NZ PGV(G010001 KR779520.2 NA NA PGVG00000000 KF452867.1 NA KF452831.1
B. algeriense RST89" PYCMO01000032.1 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 TSALT 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 (ginll, gyrB,

recA, rpoB) and six concatenated (+atpD, +dnaK) genes. NA indicates Not Available.

Nucleotide Identity (%)

Ribosomal Symbiotic genes Housekeeping genes MLSA
16S 16S
(Complete | (Partial ITS nifH nodC |ginll|gyrB |recA|rpoB| 4 genes 6 genes
sequence) | sequence)
Between CNPSo strains NA 100 100 100 100 100 | 100 | 100 | 100 100 NA
Between CNPSo strains
and:
B. diazoefficiens 100 100 84 90.6 906 |98.2 981 | 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 84.7 748 | 956|945 (925 97 94.9 NA
B. canariense 99.1 99.6 90.5 84.7 75.5 954|943 | 93 | 90.7 93.6 80.2
B. dagingense 99.6 99.8 79.1 90.6 90.6 |94.2 936911937 93.3 79.9
B. yuanmingense 98.9 99.2 87.2 92.1 884 932929 916|934 92.8 79.5
B. liaoningense 99.4 99.8 89.1 90.6 715 | 954951919934 94.2 80.4
B. iriomotense 99 98.9 74.3 85.2 746 954 | 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 |958|94.2(89.7| 97 94.3 80.5
B. rifense 99.4 99.6 91.5 83.7 755 | 956 | 94 |91.9]923 93.7 80
B. arachidis 99.3 99.2 86.5 98.5 983 | 942 | 94 |91.6|94.2 93.6 79.9
B. ingae 99.2 99 82.4 89.1 739 (968|922 | 9 | 91 92.8 79.2
B. manausense 99.3 99.4 NA 85.7 753 |93.4923]91.6|94.8 93 NA
B. ottawaense 99.3 100 NA 90.6 90.6 | 952 |95.6 927|937 945 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 98 941 |93.8|943(916| 94 93.6 79.8
B. guangdongense 99.3 99.5 NA 81.2 NA 93.2 |1 94.7190.5|94.2 93.3 79.3
B. guangxiense 99.3 99.8 NA 88.6 NA 94.4193.2 933|934 93.6 79.9
B. ganzhouense 99.6 99.6 NA 84.7 74.4 97 19471922 | NA NA NA
B. vignae 99.3 99.5 87.6 96.5 943 |93.6|927|90.8| 95 93.1 NA
B. lupini 98.9 99.6 92.8 NA 73.9 95 | NA | 922 | 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 83.7 753 | 94.4 | NA [91.1| NA NA NA
B. cajani 99 99.3 NA NA 97.8 | 944 | 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 99 985 [93.8 913 | 93 | NA NA NA
B. shewense 99.5 100 NA NA NA 95.8 |1 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 3448 grown for 5 days at 28 °C on yeast
extract-mannitol agar plates. Data obtained with the MIDI system using FAME library
TSBAG, according Delamuta et al. (2013).

Strains: 1. B. niftali CNPSo 3448T; 2. B. diazoefficiens USDA 110T; 3. B. japonicum USDA
67; 4. B. betae LMG 21987".

1 2 3 4

C16:0 13.65 14.09 13.05 14.88
C16:1 w5c 3.63

C18:0 0.79

C18:1 w7c 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, Ormefio-Orrillo E, Melo IS, Martinez-Romero E, Hungria
M. Polyphasic evidence supporting the reclassification of Bradyrhizobium japonicum group
la strains as Bradyrhizobium diazoefficiens sp. nov. Int J Syst Evol Microbiol.
2013;63(9):3342-51.
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Bradyrhizobium niftali CNPSo 3394 (MK673805)
Bradyrhizhobium niftali CNP So 3442 (MK673806)
Bradyrhizobium niftali CNPSo 3228 (MK673807)
Bradyrhizobium diazoefficiens USDA 1107 (NC 004463.1)
Bradyrhizobium betae LMG 219877 (AY372184)
Bradyrhizobium ottawaense 00997 (JN186270.1)
Bradyrhizobium shewense ERR11T (NZ_FMAI01000001.1)
Bradyrhizobium liaoningense LMG 182307 (AF208513)
Bradyrhizobium dagingense CCBAU 157747 (HQ231274.1)
H Bradyrhizobium guangxiense CCBAU 533637 (KC508877.1)
Bradyrhizobium centrosemae A9T (KC247115.1)
Bradyrhizobium americanum CMVU44T (KU991833.1)
31| Bradyrhizobium canariense LMG 222657 (AJ558025.1)
Bradyrhizobium lupini USDA 30517 (KM114861.1)
Bradyrhizobium stylosanthis BR 4467 (KU724142)
Bradyrhizobium cajani AMBPC10107 (KY349447.1)
Bradyrhizobium huanghuaihaiense CCBAU 233037 (HQ231463.1)
Bradyrhizobium arachidis CCBAU 0511077 (HM107167.1)
Bradyrhizobium iriomotense EK05T (AB300992)
Bradyrhizobium kavangense 14-37 (KP899562.1)
85| Bradyrhizobium ingae BR 102507 (KF927043.1)
Bradyrhizobium sacchari BR 102807 (KF113091.3)
Bradyrhizobium nitroreducens TSA1T (AB542368.1)
Bradyrhizobium japonicum USDA 67 (X66024)
Bradyrhizobium yuanmingense LMG 218277 (AF193818)
Bradyrhizobium vignae 7-27 (KP899563.1)
Bradyrhizobium subterraneum 58 2-17 (KP308152.1)
Bradyrhizobium forestalis INPA54BT (KR779520.2)
Bradyrhizobium cytisi CTAW11T (EU561065.2)
Bradyrhizobium ganzhouense RITF806T (JQ796661.2)
Bradyrhizobium rifense CTAW71T (EU561074.2)
Bradyrhizobium manausense BR 33517 (HQ641226.2)
Bradyrhizobium guangdongense CCBAU 516497 (KC508867.1)
— Bradyrhizobium denitrificans LMG 8443T (X66025.1)
9“3|‘Bradyrhizobium oligotrophicum LMG 107327 (JQ619230.1)

Bradyrhizobium retamae Ro197 (KC247085.1)

Bradyrhizobium valentinum LmjM3T (JX514883.2)
vy Bradyrhizobium ferriligni CCBAU 515027 (KJ818096.1)
Bradyrhizobium algeriense RST89T (FJ546419.1)
= 98 E Bradyrhizobium neotropicale BR 102477 (KF927051.1)
Bradyrhizobium centrolobii BR 102457 (KF927049.1)

- Bradyrhizobium macuxiense BR 103037 (KX527919.1)
I~ Bradyrhizobium elkanii USDA 76T (U35000)
I Bradyrhizobium tropiciagri CNPSo 11127 (AY904753.1)
Bradyrhizobium embrapense CNPSo 28337 (AY904773.1)
Bradyrhizobium viridifuturi SEMIA 6907 (FJ025107.1)
— Bradyrhizobium jicamae PAC68T (AY624134)
U Bradyrhizobium pachyrhizi PAC48T (AY624135)
Bradyrhizobium lablabi CCBAU 230867 (GU433448.1)
Bradyrhizobium icense LMTR 13T (KF896156)
Bradyrhizobium paxllaeri LMTR 217 (AY923031)
Bradyrhizobium erythrophlei CCBAU 533257 (KF114645.1)
I— Bradyrhizobium brasilense UFLA03-3217 (KF311068.2)
Bradyrhizobium mercantei SEMIA 63997 (FJ025102.1)
Bradyrhizobium namibiense 5-10T7 (KX661401.2)
Bradyrhizobium ripae WRA4T (MF593081.1)
Xanthobacter autotrophicus Py2T (NC 009720.1)

0.01

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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Bradyrhizobium niftali CNPSo 3442 (MK674783)
100 Bradyrhizobium niftali CNPSo 34487 (MK674784)
LL. Bradyrhizobium niftali CNPSo 3394 (MK674782)

Bradyrhizobium japonicum USDA 67 (HQ143390.1)
Bradyrhizobium canariense LMG 222657 (AY386708.1)
497|: Bradyrhizobium lupini USDA 30517 (EU834723.1)
Bradyrhizobium cytisi CTAW11T (KC247124.1)
Bradyrhizobium rifense CTAWT1T (KC247123.1)
Bradyrhizobium diazoefficiens USDA 1107 (AJ279301.1)
Bradyrhizobium betae LMG 219877 (AJ631967.1)
Bradyrhizobium liaoningense LMG 182307 (AJ279301.1)

Bradyrhizobium vignae 7-27 (KM378504.1)
_: Bradyrhizobium centrosemae A9 (KC247122.1)
Bradyrhizobium arachidis CCBAU 0511077 (HM107198.1)
Bradyrhizobium stylosanthis BR 4467 (KU724154.1)

76

Bradyrhizobium kavangense 14-3T (KM378507.1)
93 Bradyrhizobium yuanmingense LMG 218277 AY386734.1)

—————————————— Bradyrhizonium subterraneum 58-2-17 (KM378539.1)
Bradyrhizobium dagingense CCBAU 157747 (HQ231312.1)
Bradyrhizobium americanum CMVU44T (KC247121.1)

97

99
Bradyrhizobium huanghuaihaiense CCBAU 233037 (HQ428043.1)

_‘jBradyrhizobium sacchari BR 102807 (KX857501.1)

Bradyrhizobium iriomotense EK05T (AB300993.1)

— Bradyrhizobium neotropicale BR 102477 (KJ661686.1)
100 - Bradyrhizobium ingae BR 102507 (KY748304.1)

498’: Bradyrhizobium embrapense CNPSo 28337 (FJ391129.1)
82 Bradyrhizobium pachyrhizi PAC 48T (AY628092.2)

Bradyrhizobium tropiciagri CNPSo 11127 (FJ391100.1)

Bradyrhizobium elkanii USDA 76T (U35000)
£Bradyrhizobium ferriligni CCBAU 515027 (KJ818105.1)
Bradyrhizobium ripae WRAT (MF593082.1)

Bradyrhizobium erythrophlei CCBAU 533257 (KF114622.1)
Bradyrhizobium namibiense 5-10T (KM378502.1)

\— Brayrhizobium algeriense RST89T (FJ264935.1)
Bradyrhizobium retamae Ro197 (KF638356.1)

73

Bradyrhizobium jicamae PAC 68T (AY628094.1)

76 ﬂdﬂhizobium lablabi CCBAU 230867 (GU433583.1)
99 Bradyrhizobium paxllaeri LMTR 217 (KP308155.1)

—
0,01

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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Bradyrhizobium canariense LMG 222657
Bradyrhizobium lupini USDA 30517
Bradyrhizobium ingae BR 102507
Bradyrhizobium iriomotense EKO05T
Bradyrhizobium ganzhouense RITF806T
Bradyrhizobium cytisi CTAW11T
79 Bradyrhizobium rifense CTAW71T
Bradyrhizobium japonicum USDA 67
Bradyrhizobium betae LMG 219877
Bradyrhizobium diazoefficiens USDA 1107
Bradyrhizobium niftali CNPSo 3394
Bradyrhizobium niftali CNP So 3442
Bradyrhizobium niftali CNPSo 34487
Bradyrhizobium liaoningense LMG 182307
‘:Bradyrhizobium ottawaense 00997
77 Bradyrhizobium shewense ERR11T
Bradyrhizobium cajani AMBPC10107
100 E Bradyrhizobium americanum CMVU44T
Bradyrhizobium dagingense CCBAU 157747
87 [:Bradyrhizobium centrolobii BR 102457
Bradyrhizobium neotropicale BR102477

L————— Bradyrhizobium arachidis CCBAU 0511077

Bradyrhizobium yuanmingense LMG 218277
98 —EBradyrhizobium forestalis INPA54BT
74 Bradyrhizobium subterraneum 58-2-17

Bradyrhizobium huanghuaihaiense CCBAU 233037
Wmizobium stylosanthis BR 4467
Bradyrhizobium sacchari BR 102807

Bradyrhizobium manausense BR 33517
Bradyrhizobium kavangense 14-37
Bradyrhizobium vignae 7-27
Bradyrhizobium guangdongense CCBAU 516497
Bradyrhizobium centrosemae A9T
i 94 Bradyrhizobium guangxiense CCBAU 533637
— Bradyrhizobium denitrificans LMG 84437

100 Bradyrhizobium oligotrophicum LMG 107327

Bradyrhizobium erythrophlei CCBAU 533257

Bradyrhizobium macuxiense BR 103037
Bradyrhizobium mercantei SEMIA 63997
Bradyrhizobium viridifuturi SEMIA 6907
Bradyrhizobium elkanii USDA 767
Bradyrhizobium ripae WR4T
Bradyrhizobium tropiciagri CNPSo 11127
Bradyrhizobium embrapense CNPSo 28337
Bradyrhizobium ferriligni CCBAU 515027
Bradyrhizobium brasilense UFLA03-3217
Bradyrhizobium pachyrhizi PAC 48T
Bradyrhizobium namibiense 5-107
98 —— Bradyrhizobium icense LMTR 137
Bradyrhizobium retamae Ro197

83 {— Bradyrhizobium algeriense RST89T

Bradyrhizobium valentinum LmjM3T
Bradyrhizobium lablabi CCBAU 230867
Q;IE Bradyrhizobium jicamae PAC 68T

77 Bradyrhizobium paxllaeri LMTR 217

99

84

97

88

—_
0.02

Figure S3. Maximum likelihood phylogeny based from g/n/I 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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Bradyrhizobium niftali CNP So 3442
Bradyrhizobium niftali CNPSo 34487
Bradyrhizobium niftali CNPSo 3394
81| “— Bradyrhizobium diazoefficiens USDA 1107

Bradyrhizobium ottawaense 00997
T|:Bradyrhizobium shewense ERR11T
—li Bradyrhizobium canariense LMG 222657

Bradyrhizobium betae LMG 219877

71 Bradyrhizobium rifense CTAW71T
T|} Bradyrhizobium cytisi CTAW11T
76

Bradyrhizobium ganzhouense RITF806T
Bradyrhizobium liaoningense LMG 182307

_|:Bradyrhizobium stylosanthis BR 4467
Bradyrhizobium arachidis CCBAU 0511077

100
81

_ﬂbwm Jjaponicum USDA 67
1 Bradyrhizobium guangdongense CCBAU 516497

r Bradyrhizobium dagingense CCBAU 157747

Bradyrhizobium guangxiense CCBAU 533637
Bradyrhizobium kavangense 14-37

Bradyrhizobium huanghuaihaiense CCBAU 233037
Bradyrhizobium manausense BR 33517

Bradyrhizobium yuanmingense LMG 218277

Bradyrhizobium forestalis INPA54BT
-—89‘—_‘——— Bradyrhizobium subterraneum 58-2-1T
Bradyrhizobium vignae 7-27

Bradyrhizobium centrolobii BR 102457

Bradyrhizobium iriomotense EK05T
L‘7 Bradyrhizobium ingae BR 102507
Bradyrhizobium neotropicale BR 102477

Bradyrhizobium macuxiense BR 103037

Bradyrhizobium ripae WR4T

Bradyrhizobium tropiciagri CNPSo 11127

Bradyrhizobium viridifuturi SEMIA 6907

Bradyrhizobium ferriligni CCBAU 515027

74

Bradyrhizobium mercantei SEMIA 63997
Bradyrhizobium embrapense CNPSo 2833 7

Bradyrhizobium elkanii USDA 767
98_’_Eadyrhizoblum pachyrhizi PAC 487
Bradyrhizobium brasilense UFLA03-3217

Bradyrhizobium erythrophlei CCBAU 533257
Bradyrhizobium namibiense 5-107

$ Bradyrhizobium retamae Ro197
99 Bradyrhizobium icense LMTR 137
79 Bradyrhizobium jicamae PAC 68T
99 _LBmdyrhizobium lablabi CCBAU 230867
89 Bradyrhizobium paxllaeri LMTR 217

[ Bradyrhizobium denitrificans LMG 84437

Bradyrhizobium oligotrophicum LMG 107327

]

Bradyrhizobium valentinum LmjM37

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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92 ,— Bradyrhizobium iriomotense EK05T
Bradyrhizobium ingae BR 102507

Bradyrhizobium neotropicale BR102477
Bradyrhizobium centrolobii BR 102457

Bradyrhizobium americanum CMVU44T
EBradymizobium dagingense CCBAU 157747
Bradyrhizobium huanghuaihaiense CCBAU 233037
Bradyrhizobium liaoningense LMG 182307
_LT—— Bradyrhizobium cajani AMBPC1010T
Bradyrhizobium shewense ERR11T

Bradyrhizobium ottawaense 00997
Bradyrhizobium vignae 7-27
Bradyrhizobium yuanmingense LMG 218277
Bradyrhizobium subterraneum 58-2-17
Bradyrhizobium forestalis INPA54BT
93 Bradyrhizobium guangxiense CCBAU 533637
_,_:radyrhlzobium centrosemae A9T
Bradyrhizobium sacchari BR 102807
. wbium manausense BR 33517
Bradyrhizobium kavangense 14-37
Bradyrhizobium arachidis CCBAU 0511077
_l_ Bradyrhizobium stylosanthis BR 4467
Bradyrhizobium guangdongense CCBAU 516497
_r Bradyrhizobium cananense LMG 222657
Bradyrhizobium lupini USDA 30517
[ Bradyrhizobium rifense CTAW71T
Bradyrhizobium cytisi CTAW11T
Bradyrhizobium ganzhouense RITF806T
_li Bradyrhizobium japonicum USDA 67
Bradyrhizobium betae LMG 219877
Bradyrhizobium diazoefficiens USDA 1107
Bradyrhizobium niftali CNPSo 3394
100 |Bradyrhizobium niftali CNPSo 3442
Bradyrhizobium niftali CNPSo 34487
Bradyrhizobium erythrophlei CCBAU 533257
Bradyrhizobium jicamae PAC 687
—‘jﬂ_l Bradyrhizobium paxllaeri LMTR 217
Bradyrhizobium namibiense 5-107
Bradyrhizobium lablabi CCBAU 230867
% Bradyrhizobium retamae Ro197
Bradyrhizobium icense LMTR 137
Bradyrhizobium valentinum LmjM3T
Bradyrhizobium algeriense RST89T

Bradyrhizobium tropiciagri CNPSo 11127
__(} Bradyrhizobium embrapense CNPSo 28337
Bradyrhizobium viridifuturi SEMIA 6907

_:Bradymlzob/um mercantei SEMIA 63997
Bradyrhizobium ripae WR4T

{' Bradyrhizobium elkanii USDA 767
] Bradyrhizobium feriligni CCBAU 515027
Bradyrhizobium macuxiense BR 103037
E Bradyrhizobium pachyrhizi PAC 487
88 Bradyrhizobium brasilense UFLA03-3217
Bradyrhizobium denitrificans LMG 84437

I—
99 Bradyrhizobium oligotrophicum LMG 107327

—
0.02

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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Bradyrhizobium niftali CNPSo 34487
Bradyrhizobium niftali CNPSo 3394
Bradyrhizobium diazoefficiens USDA 1107
Bradyrhizobium stylosanthis BR 4467
'—— Bradyrhizobium huanghuaihaiense CCBAU 233037
Bradyrhizobium manausense BR 33517

—_:adymizobium guangdongense CCBAU 516497
92 _|:Bradyrhizobium cytisi CTAWA1T

Bradyrhizobium rifense CTAW71T
93 Bradyrhizobium canariense LMG 222657

75 _'_7 Bradyrhizobium betae LMG 219877
B

radyrhizobium japonicum USDA 67

Bradyrhizobium niftali CNPSo 3442

84

Bradyrhizobium kavangense 14-37
Bradyrhizobium ottawaense 00997
‘: Bradyrhizobium shewense ERR11T
Bradyrhizobium vignae 7-27
_i_— Bradyrhizobium guangxiense CCBAU 533637

Bradyrhizobium dagingense CCBAU 157747
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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+ginll+gyrB-+recA+rpoB concatenated (2438 bp) between B. niftali sp. nov.

CNPSo 3448 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. Considerac0es Finais
A simbiose entre rizobios e leguminosas é uma das interacbes mais estudadas entre

organismos procariéticos e eucaridticos. Atualmente, estirpes de rizobios selecionadas tém
sido largamente aplicadas em culturas de leguminosas economicamente importantes como
uma alternativa sustentavel e econdmica ao uso de fertilizantes nitrogenados. Os beneficios da
FBN em sistemas agricolas séo atribuidos a constantes esforcos voltados a selecao de estirpes
competitivas, eficientes e compativeis com cada tipo de cultura, sendo que as etapas
primordiais desse processo envolvem o conhecimento e a classificacdo adequada das espécies
microbianas naturalmente existentes no solo. Deste modo, estudos relacionados a taxonomia
de bactérias fixadoras de nitrogénio sdo imprescindiveis na ampliacdo do conhecimento
acerca da diversidade desse grupo, tendo possibilidade de contribuir para interessantes

aplicacdes biotecnoldgicas.

Apesar do vasto conhecimento acumulado acerca dos mecanismos de nodulagdo e
fixacdo de nitrogénio, sabe-se que os estudos foram principalmente voltados para plantas e
estirpes modelos, normalmente Papilonoideae e de interesse agricola. Sendo assim, estudos
utilizando plantas hospedeiras da subfamilia basal Caesalpinioideae, como é o caso de
Chamaecrista fasciculata, ttm a possibilidade de incentivar pesquisas futuras e melhorar a

compreensdo acerca da evolucdo das leguminosas e origem da nodulagéo.

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 género Bradyrhizobium
possivelmente ser o principal microssimbionte de Chamaecrista. A partir da analise polifasica
realizada nas trés estirpes isoladas de diferentes regies geogréficas nos EUA, sugere-se a
descricdo de uma nova espécie de Bradyrhizobium, na qual foi proposto o nome de
Bradyrhizobium niftali, contribuindo para a diversidade deste relevante género microbiano, o

qual tem sido considerado o simbionte primordial das leguminosas.
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