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RESUMO GERAL

MATQOS, Gustavo Feitosa. Aspectos ecoldgicos e funcionais do género Bradyrhizobium
associado com cana-de-acgUcar. 2021, 119p. Tese (Doutorado em Fitotecnia). Instituto de
Agronomia, Departamento de Fitotecnia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2021.

Muitas espécies do género Bradyrhizobium tém a capacidade de se associar de forma simbidtica
com plantas da familia Fabaceae (leguminosas), beneficiando o crescimento vegetal pelo
processo da fixacdo biologica de nitrogénio (FBN). Entretanto, o género Bradyrhizobium
também é encontrado em outros tipos de ambientes, frequentemente em vida livre, como na
endosfera e rizosfera de plantas ndo leguminosas. Na cana-de-agucar, estudos, por métodos
independentes de cultivo, mostraram que o género Bradyrhizobium pode ter um papel
importante no processo de FBN. A presente tese teve como objetivo compreender melhor as
funces e a ecologia de Bradyrhizobium spp. associadas a cana-de-agucar. A tese contém quatro
capitulos de pesquisa. No primeiro, uma colecdo diversa de 103 estirpes de Bradyrhizobium
spp. de cana é caracterizada por meio de duas técnicas moleculares do tipo fingerprinting, pela
andlise de sequéncia do gene housekeeping recA e pela caracterizacdo morfocultural. No
segundo capitulo, mediante uma abordagem de gendmica comparativa e funcional, investiga-
se fatores genéticos (clusters de gene nif) na estirpe recém descrita Bradyrhizobium sacchari,
gue se mostra atipico pela sua capacidade de fixar nitrogénio de forma mutualista com varias
espécies e plantas leguminosas, mas que também apresenta a capacidade de FBN em vida livre.
No capitulo 111 estuda-se o potencial de se usar estirpes de Bradyrhizobium spp. para melhorar
o crescimento de plantas de cana-de-agUcar. Esses estudos foram conduzidos primeiramente em
condicdes de casa de vegetacdo e, em seguida, a nivel de campo. O capitulo IV trata de um
aspecto mais ecoldgico e busca avaliar como o histérico recente de cultivo do solo (sem cultivo,
com a graminea braquiaria, ou com as leguminosas amendoim e soja) influencia a comunidade
bacteriana encontrada na rizosfera de cana-de-agUcar. Os resultados indicaram que h4 uma
diversidade de grupos de bactérias do género Bradyrhizobium associados a cana-de-acucar
ainda nao explorados. Além disso, a anélise conjunta de BOX e ERIC PCR foi capaz de agrupar
eficientemente as estirpes com correspondéncia entre as caracteristicas fenotipicas e filogenia
do gene recA. Revelou-se a situacdo atipica de que B. sacchari possui dois clusters completos
de genes para FBN, designados como simbidtico (SC) e ndo simbidtico (NSC). Analises de RT-
gPCR mostraram que o nivel de expressao dos dois genes nifH (redutase da nitrogenase) varia
de acordo com as condi¢bes ambientais. Ensaios de inoculacdo em condicdes de casa de
vegetacao permitiram a identificacdo de trés estirpes de Bradyrhizobium que afetam de forma
positiva aspectos do crescimento vegetal, como tamanho do sistema radicular, contetdo de
clorofila e superficie total de folhas. Ensaios a nivel de campo ndo foram conclusivos, mas
indicaram que a inoculacdo de estirpes de Bradyrhizobium possuem potencial para aumentar a
area foliar das plantas durante os primeiros meses de desenvolvimento. Além disso, encontrou-
se que o cultivo prévio do solo com amendoim e soja aumentou a abundancia de rizobios e de
alguns outros géneros de bactérias promotoras de crescimento na rizosfera de cana-de-agucar.
Desta forma, os resultados apresentados na presente tese representam um avango na
compreensdo da funcionalidade, na aplicabilidade e na ecologia de Bradyrhizobium spp. no
cultivo de cana-de-acgucar.

Palavras-chave: rizobios, promocao de crescimento, gramineas, fixacédo biologica de
nitrogénio, genémica.



GENERAL ABSTRACT

MATQOS, Gustavo Feitosa. Ecological and functional study of the association of
Bradyrhizobium strains with sugarcane. 2021. 119p. Thesis (Doctor in Phytotechnics).
Instituto de Agronomia, Departamento de Fitotecnia, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2021.

Many species of the genus Bradyrhizobium have the ability to associate symbiotically with
plants of the Fabaceae family (legumes), benefiting plant growth through the process of
biological nitrogen fixation (BNF). However, the genus Bradyrhizobium is also found in other
types of environments, often in the free-living conditions, such as in the endosphere and
rhizosphere of non-legume plants. In sugarcane, independent cultivation methods have shown
that the genus Bradyrhizobium can play an important role in the BNF process. This thesis aimed
to better understand the functions and ecology of Bradyrhizobium spp. associated with
sugarcane. The thesis contains four research chapters. In the first, a diverse collection of 103
strains of Bradyrhizobium spp. From sugarcane is characterized by means of two molecular
fingerprinting techniques, by sequence analysis of the recA housekeeping gene and by
morphocultural characteristics. In the second chapter, using a comparative and functional
genomics approach, we investigate genetic factors (nif gene clusters) in the recently described
strain Bradyrhizobium sacchari, which is atypical for its ability to fix nitrogen in a mutualistic
way with various species and leguminous plants, but which also has the ability of free-living
BNF. In chapter Ill, it was studied the potential of using strains of Bradyrhizobium spp. to
improve the growth of sugarcane plants. These studies were conducted first under greenhouse
conditions and then at field level. Chapter IV deals with a more ecological aspect and seeks to
assess how the recent history of soil cultivation (uncultivated, with Brachiaria grass, or with
leguminous peanuts and soybeans) influences the bacterial community found in the sugarcane
rhizosphere. The results indicated that there is a diversity of bacterial groups of the genus
Bradyrhizobium associated with sugarcane that have not been explored yet. Furthermore, joint
analysis of BOX and ERIC PCR was able to efficiently group the strains with correspondence
between the phenotypic characteristics and phylogeny of the recA gene. The atypical situation
was revealed that B. sacchari possesses two complete clusters of genes for BNF, designated as
symbiotic (SC) and non-symbiotic (NSC). RT-gPCR analysis showed that the expression level
of the two nifH genes (nitrogenase reductase) varies according to environmental conditions.
Inoculation tests under greenhouse conditions allowed the identification of three
Bradyrhizobium strains that positively affect aspects of plant growth, such as root system size,
chlorophyll content and total leaf surface. Field-level trials were inconclusive but indicated that
inoculation of Bradyrhizobium strains has the potential to increase plant leaf area during the
first few months of development. Furthermore, it was found that previous soil cultivation with
peanuts and soybeans increased the abundance of rhizobia and some other genera of growth-
promoting bacteria in the sugarcane rhizosphere. Thus, the results presented in this thesis
represent an advance in the understanding of the functionality, applicability and ecology of
Bradyrhizobium spp. in the cultivation of sugar cane.

Key words: rhizobia, growth promotion, grasses, biological nitrogen fixation, genomics.
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representadas foram observadas em pelo menos 50% de 1000 pseudo-réplicas. A arvore NJ foi
obtida utilizando o modelo de Kimura 2-parameter, como indicado pela funcao de teste modelo
do programa MEGA 7. A anélise envolveu 110 sequéncias nucleotidicas. Todas as posi¢des
contendo lacunas e dados ausentes foram eliminadas previamente a analise. Bradyrhizobium
lupini HPC(L) (AMQQO00000000) foi utilizada como grupo externo. A barra de escala
representa o numero de substituicGes de pares de base por site. Alguns clados colapsados séo
representados com as letras A a D e as respectivas estirpes podem ser encontradas no Anexo 3.
NUmero de acesso das espécies tipo StA0 N0 ANEXO 3. .....ccvveviiieiiieie e 25

Figura 4. RelacGes filogenéticas de estirpes de Bradyrhizobium. Filograma estimado pelo
método Neighbor-Joining (NJ) a partir de 5387 posicdes de pares de bases dos genes
concatenados recA (1076), ginll (1010), dnaK (1881) e atpD (1420). Os valores de bootstrap
sdo mostrados quando as relacdes representadas foram observadas em pelo menos 50% de 1000
pseudoreplicados. A arvore NJ foi obtida usando o modelo de Kimura 2-parameter. As estirpes
com duas copias do gene nifH sdo mostradas em negrito e as estirpes testadas quanto a atividade
da nitrogenase em condicdo de vida livre estdo marcadas (*). A barra de escala representa o
namero de substituicdes de pares de bases por local. As anélises foram conduzidas em MEGA?7.

Figura 5. Organizacéo de clusters de genes de fixacao de nitrogénio em estirpes representantes
e espécies de supergrupos B. japonicum e fotossintéticos. Os genomas foram anotados usando
RAST e a organizacdo do gene foi estudada usando Artemis. Os genes nifHDKV sao
codificados por cores para facilitar a visualizagdo comparativa. Clusters de genes nif
simbioticos (SC) ou ndo simbioticos (NSC) de acordo com a Anexo 4. Para B. sacchari, foi
utilizado o genoma da estirpe BR 10556. A interrupgédo das linhas horizontais significa que os
genes estdo em CONtIQS SEPAIATOS. .......eccvii ittt na e 40

Figura 6. Relaces filogenéticas de todos os genes nifH identificados em sequéncias de genoma
disponiveis de estirpes de Bradyrhizobium. Filograma estimado pelo método de Maximum


https://ufrrjbr-my.sharepoint.com/personal/gusagrotecnico_ufrrj_br/Documents/Tese%20escrita/Correções%20após%20defesa/Tese%20Gustavo%20Feitosa%20de%20Matos_%20corrigida%20maio.docx#_Toc76888609
https://ufrrjbr-my.sharepoint.com/personal/gusagrotecnico_ufrrj_br/Documents/Tese%20escrita/Correções%20após%20defesa/Tese%20Gustavo%20Feitosa%20de%20Matos_%20corrigida%20maio.docx#_Toc76888609
https://ufrrjbr-my.sharepoint.com/personal/gusagrotecnico_ufrrj_br/Documents/Tese%20escrita/Correções%20após%20defesa/Tese%20Gustavo%20Feitosa%20de%20Matos_%20corrigida%20maio.docx#_Toc76888609
https://ufrrjbr-my.sharepoint.com/personal/gusagrotecnico_ufrrj_br/Documents/Tese%20escrita/Correções%20após%20defesa/Tese%20Gustavo%20Feitosa%20de%20Matos_%20corrigida%20maio.docx#_Toc76888609
https://ufrrjbr-my.sharepoint.com/personal/gusagrotecnico_ufrrj_br/Documents/Tese%20escrita/Correções%20após%20defesa/Tese%20Gustavo%20Feitosa%20de%20Matos_%20corrigida%20maio.docx#_Toc76888609
https://ufrrjbr-my.sharepoint.com/personal/gusagrotecnico_ufrrj_br/Documents/Tese%20escrita/Correções%20após%20defesa/Tese%20Gustavo%20Feitosa%20de%20Matos_%20corrigida%20maio.docx#_Toc76888609

Likelihood (ML) a partir de 868 posices de pares de bases. Os valores de bootstrap séo
mostrados quando as relagdes representadas foram observadas em pelo menos 50% de 500
pseudoreplicados. A arvore ML foi obtida usando 0 modelo Tamura de 3 pardmetros. A barra
de escala representa 0 nimero de substituicdes de par de bases por site. Rhizobium etli CFN
42T (NC_004041) foi usado como grupo externo. Nomes em negrito e da mesma cor
representam homalogos nifH da mesma linhagem. Alguns clados colapsados séo representados
com as letras A a F e as respectivas estirpes podem ser encontradas no Anexo 1. As analises
foram conAUZIdas NO MEGA 7.....c..ecueeiiieie ettt et sre et e e sre e reenee e 45

Figura 7. Atividade da nitrogenase de vida livre de diversas estirpes de Bradyrhizobium
portadoras ou ndo de um NSC. As estirpes foram cultivadas em meio JMV semissolido
modificado e a atividade da nitrogenase foi avaliada pelo ensaio de reducdo do acetileno sete
dias ap0s a inoculagdo. A atividade da nitrogenase foi medida como nmol de C2H4 produzido a
partir de gas acetileno por hora por frasco. Estirpes portadoras de um NSC: Bradyrhizobium sp.
AGA48, Bradyrhizobium sp. Btail, B. oligotrophicum S58" e B. sacchari BR 10280". Estirpes
carregando apenas um SC: B. stylosanthis BR 4467, B. yuanmingense BR3267, B. centrolobii
BR 10245", B. neotropicale BR 10247T e B. huanghaihaiense CGMCC 1.10948". Barras
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Bradyrhizobium. Figura elaborado por LUC ROUWS. ..........ccoveiiiiieiieiecicseese e 82
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1 INTRODUCAO GERAL

A cana-de-acUcar (Saccharum officinarum L.) € uma das culturas de maior importancia
econémica do Brasil, com uma producdo estimada para safra 2020/2021 em 642,1 milhdes de
toneladas (CONAB, 2020), o que torna o pais 0 maior produtor e exportador de acucar do
mundo. Entretanto, 0 aumento na producdo da cana-de-agucar no Brasil tem dependido apenas
do incremento de novas areas de producéo, geralmente com solos de baixa fertilidade, sem que
haja alteragdes significativas na produtividade (CONAB, 2015). Essa cultura apresenta baixa
resposta a adubacdo nitrogenada, principalmente na cana planta, e portanto recebe baixa
aplicacdo de fertilizante nitrogenado (N) (NUNES JUNIOR et al., 2005). Sabe-se que
aproximadamente 50% do N aplicado na forma de fertilizante nitrogenado € perdido por
lixiviacdo na forma de nitrato (NO3) (SPATZAL, 2015). Portanto, somente parte é efetivamente
utilizado pela cultura.

A necessidade de baixa aplicacdo de N fertilizante na cultura de cana-de-aglcar pode
ser um indicativo de que esteja ocorrendo uma contribuicdo do processo de fixagédo bioldgica
de nitrogénio (FBN), por meio da associagdo com bactérias diazotréficas conforme foi
demonstrada em varios estudos utilizando as técnicas de diluicéo isotdpica de *°N (RUSCHEL
etal., 1975; LIMA et al., 1987; URQUIAGA et al., 1992; URQUIAGA et al., 2012; PEREIRA
etal., 2020). Em outros casos, foi verificado o crescimento e acimulo de N nas plantas de cana-
de-agUcar inoculadas com bactérias diazotréficas endofiticas em valores similares ao
tratamento adubado com nitrogénio (BARRETO et al., 2019; SCHULTZ et al., 2012).
Entretanto, a FBN nédo € o Unico mecanismo que pode favorecer o desenvolvimento da cana-
de-acucar, pelas bactérias endofiticas, nessas areas de baixa fertilidade; podem haver outros
mecanismos atuando simultaneamente, tais como a sintese de substancias promotoras do
crescimento, incluindo fitohormdnios como auxinas e acidos giberélicos e a solubilizacdo de
minerais como o fosforo inorganico (WANG et al., 1993; RODRIGUEZ & FRAGA, 1999;
GUTIERREZ-MANERO et al., 2001; FERRARA et al., 2012; KLEINGESINDS et al., 2018;
FERREIRA et al., 2020).

Os beneficios provenientes da associacdo de bactérias com a cultura da cana-de-agucar
levaram ao isolamento de microrganismos com potencial para aplicacdo como produtos
biotecnologicos, como por exemplo as cinco estirpes de bactérias diazotroficas endofiticas
selecionadas para a cultura de cana-de-agucar (REIS et al., 2009). Embora a inoculagdo com a
mistura dessas estirpes tenha efeitos benéficos no desenvolvimento e producdo de cana-de-
acucar, estudos com N indicaram que a FBN ndo foi responsavel pelo efeito observado
(SCHULTZ et al., 2017).

Estudo mostrou que o género Bradyrhizobium também pode estar envolvido com o
processo de FBN na cana-de-agucar (FISCHER et al., 2012). Esse género é composto por
bactérias versateis e diversificadas quanto ao meio em que vive, porém é mais bem conhecido
pela capacidade de muitas de suas espécies estabelecerem relagfes simbioticas com as plantas
leguminosas (familia Fabaceae). Por causa dessa relagdo simbidtica com as plantas
leguminosas, a maioria das estirpes de Bradyrhizobium spp. foram isoladas de nddulos
radiculares, resultando em poucos relatos de sua exploracédo no solo e de suas fungdes quando
em associa¢do com plantas ndo leguminosas. Diante da possivel importancia do processo de
FBN desse género para a cultura de cana-de-agucar, novas abordagens de isolamento foram
aplicadas e permitiram a formacdo de uma colecdo, bastante diversa. Esta colecdo esta
composta por estirpes pertencentes a espécies com capacidade de associagdo simbiotica com
plantas leguminosas, e outras sem capacidade de associa¢do simbiotica (ROUWS et al., 2014).
Algumas dessas estirpes apresentaram atividade de nitrogenase em condigdes de vida livre e



foram capazes de promover o crescimento de cana-de-agucar em experimento de inoculagdo
em casa de vegetacdo (DE MATOS et al., 2017; ROUWS et al., 2014).

A compreensdo da evolucdo e das diferencas genéticas que ocorrem no género
Bradyrhizobium, que as capacitam a exercerem o processo de FBN em vida livre e em simbiose,
pode resultar em uma alternativa interessante de uso de uma mesma estirpe de Bradyrhizobium
na inoculacdo de plantas leguminosas e de cana-de-agucar, como um inoculante de dupla
aptiddo, aumentando, por exemplo, os beneficios da préatica de rotagdo de culturas. A rotacdo
de culturas tem-se tornado uma pratica bastante comum na cultura canavieira por aumentar a
sua produtividade e reduzir problemas de ordem fitossanitaria (AMBROSANO et al., 2011).
Frequentemente, culturas leguminosas, como amendoim ou soja, sdo utilizadas para essa
finalidade. Essa pratica também é capaz de afetar a ecologia de rizobios (e de microrganismos
de uma forma geral) em plantacGes de cana-de-agucar, podendo essa informacéo ser usada para
otimizar as préaticas de manejo e um melhor direcionamento nas abordagens de isolamento e
caracterizacdes de novas estirpes promotoras de crescimento.

A busca por estirpes microbianas que possam ser utilizadas como promotoras do
crescimento vegetal normalmente inicia-se com a prospeccdo de uma colecdo de isolados
obtidos de vérias fontes (ROUWS et al., 2014; OO et al., 2020). A presenca de isolados
’redundantes’ em uma colecdo aumenta o esforco de trabalho, deixando-o lento e oneroso,
inclusive podendo limitar o nimero de testes a serem realizados. Diante disso, identificar um
padrdo de diferenciacdo consistente entre as caracteristicas morfoculturais, genéticas e
filogenéticas de estirpes de Bradyrhizobium spp. que possa ser utilizado para orientar na
identificacdo e selecdo de estirpes, pode se tornar uma ferramenta de grande utilidade na busca
por grupos de Bradyrhizobium em ambiente ndo nodular.

Nesse contexto, o presente estudo teve como objetivo geral compreender melhor
aspectos funcionais e ecoldgicos e a aplicabilidade na forma de inoculante de rizébios isolados
de cultivo de cana-de-agucar. A hipétese central da Tese é que (Brady)rhizobios naturalmente
associados a cana-de-aclcar tém potencial para incrementar o crescimento dessa cultura
mediante a FBN ou outros mecanismos de promocao de crescimento e, que essas bactérias estéo
geneticamente adaptadas a condi¢des dindmicas de solo onde hospedeiros do tipo leguminosas
estdo ocasionalmente presentes, como € o0 caso em sistemas de producgdo usando a préatica de
rotacdo de culturas.

Os objetivos especificos foram:

v Classificar uma colecdo diversa de estirpes do género Bradyrhizobium obtida de raizes
de cana-de-aclcar com base em caracteristicas fenotipicas e filogenéticas e identificar
correlacdes entre esses tipos de caracteristicas.

v Conhecer o contetido dos genes de fixacdo bioldgica de nitrogénio (nif) de estirpes de
Bradyrhizobium spp. de cana-de-agUcar em relacdo as suas capacidades de fixar nitrogénio em
simbiose e/ou vida livre utilizando uma abordagem combinada de genémica estrutural,
comparativa e funcional;

v Identificar estirpes do género Bradyrhizobium que possam atuar na promogdo de
crescimento da cana-de-agucar em condigdes controladas e de campo;

v Compreender como o cultivo prévio de brachiaria, soja ou amendoim, comumente
usadas em sistemas de rotacao, pode afetar a composicao bacteriana associada as raizes de cana-
de-acucar, com énfase nos rizobios.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1. Cana-de-Agucar

A cana-de-acucar pertence ao género Saccharum L. E uma planta alégama pertencente
a familia Poaceae. Sua classificagdo de acordo com Cronquist (1988) é: Divisdo
Magnoliophyta, Classe Magnoliopsida, Ordem Poales, Familia Poaceae, Sub-familia
Panicoideae, Tribo Andropogoneae, Sub-tribo Saccharinae, Género Saccharum. Como
exemplos de espécies desse género podem ser citadas: Saccharum officinarum; Saccharum
spontaneum; Saccharum sinense; Saccharum barberi; Saccharum robustum; Saccharum edule,
Saccharum villosum e Saccharum asperum (CHEAVEGATTI-GIANOTTO et al., 2011;
MENDES, 2015).

A cana-de-alicar teve sua origem muito provavelmente no Sudeste da Asia nas regides
compreendidas entre Indonésia e Nova Guiné (MENDES, 2015). As primeiras mudas chegaram
ao Brasil por volta de 1515, vindas da ilha da Madeira (CHEAVEGATTI-GIANOTTO et al.,
2011). A cana-de-acucar foi efetivamente cultivada para comercializagdo por volta de 1532
(FIGUEIREDO, 2008). Essa cultura pode ser cultivada em regibes de clima temperado e
tropical e em uma grande diversidade de solos (ANTUNES, 2016). Desde o inicio de sua
comercializacdo, a cana-de-agUcar passou por grandes mudancas, com destaque para 0
melhoramento genético, visando a obtencdo de um produto de maior eficiéncia produtiva
(LANDELL & BRESSIANI, 2008).

Segundo Daros et al. (2015), a cultivar RB867515 é a mais cultivada no Brasil,
apresenta habito de crescimento ereto e se espalha facilmente. Seu perfilhamento é médio com
colmos de didmetro médio e alta uniformidade. A zona radicular € de largura média, sem raizes
aéreas. As folhas sdo de largura média, arqueadas, curvas e bordos com serrilhamento pouco
agressivo. Apresenta melhor desempenho em solos de textura leve e fertilidade média. Possui
boa capacidade de brotacdo mesmo em plantio tardio sob baixas temperaturas. Em cana planta,
no plantio de ano e meio, pode ocorrer tombamento ao final do ciclo devido a crescimento
vigoroso. Seu sucesso no Brasil resulta especialmente pelo fato de permitir a expansdo da area
de cultivo em solos de baixa fertilidade, arenosos e com restri¢des hidricas, cenario onde outras
variedades ndo tem apresentado o mesmo desempenho. A RB867515 apresenta suscetibilidade
a estria vermelha, o que a classifica como média no quesito de sanidade vegetal.

2.2. Estudos de Coloniza¢ao de Cana-de-acUcar por Bactérias Endofiticas

Um dos primeiros estudos mostrando infeccéo e localizacéo de bactérias endofiticas nos
tecidos internos de cana-de-aguUcar foi realizado por microscopia eletronica aplicada em plantas
micropropagadas previamente inoculadas com Gluconacetobacter diazotrophicus (JAMES et
al., 1994). Com os avancos obtidos nas técnicas de biologia molecular, outros estudos foram
realizados e mostraram a localizacdo de bactérias diazotroficas endofiticas promotoras de
crescimento no interior dos tecidos de plantas da familia Poaceae, incluindo a cana-de-agucar,
por meio do uso de genes reporteres (ROUWS et al., 2010; SINGH et al., 2020; WANG et al.,
2020).

A utilizacdo da técnica de hibridacdo fluorescente in situ (sigla em inglés, FISH)
combinada com abordagem de cultivo, também, permitiu o estudo de colonizacao de plantulas
de cana-de-aglcar micropropagadas inoculadas com combina¢Ges de misturas de bactérias
diazotroficas endofiticas, além de possibilitar a quantificagdo das estirpes inoculadas
(OLIVEIRA etal., 2009). Entretanto, a falta de um método eficaz, barato e rapido para localizar,
contar e avaliar a atividade dessas bactérias quando inoculadas, dificulta o rastreamento no
interior do tecido vegetal, assim como determinar 0 mecanismo promotor de crescimento
exercido na planta (RILLING et al., 2019).



2.3. Promocao de Crescimento em Cana-de-agUcar

A interacdo benéfica entre plantas e bactérias mais conhecida e estudada é a interacao
simbidtica entre plantas da familia Fabaceae (leguminosas) e os rizobios (termo que abrange as
bactérias capazes de induzir a formacdo de nddulos em leguminosas). Nestas interacoes, a
planta forma uma estrutura especializada (n6dulo) para hospedar bactérias que fixam nitrogénio
atmosférico em beneficio da planta, enquanto a bactéria recebe os compostos fotossintetizados
(OLDROYD etal., 2011).

Os rizobios fazem parte de um grupo parafilético da classe alfa e betaproteobacteria que
pertencem a g@géneros como Rhizobium, Bradyrhizobium (alfaproteobacteria) e
Paraburkholderia (betaproteobacteria), por exemplo. Além dos rizobios existe uma grande
variedade de bactérias associadas as plantas que, mesmo ndo formando estruturas
especializadas como os nddulos, desempenham fungbes importantes. Essas bactérias ocorrem
na proximidade das plantas, por exemplo, na rizosfera, no rizoplano (superficie da raiz),
filoplano (superficie das folhas) ou ainda nos tecidos internos, sendo esse Gltimo grupo de
microrganismos conhecidos como endofiticos (BALDANI et al., 1997). As bactérias que séo
benéficas para as plantas sdo conhecidas na literatura como, “bactérias promotoras do
crescimento de plantas” (BPCP) ou “plant growth-promoting bacteria” (PGPB), em inglés.

A utilizacdo de BPCP representa uma estratégia sustentavel importante na producédo
agricola, uma vez que cresce a diligéncia por insumos que possibilitem a diminuicdo da
aplicacdo de fertilizantes quimicos (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006). Dentro do grupo das
BPCP encontram-se as denominadas diazotréficas endofiticas, reportando-se a capacidade de
alguns diazotroficos em colonizarem o interior de plantas e em associacdo a elas, fixarem
nitrogénio atmosférico (DOBEREINER, 1992). Assim, como existem, também, muitas
espécies de BPCP endofiticas que ndo sdo diazétroficas e usam outros mecanismos promotores
de crescimento vegetal (SANTOYO et al., 2016).

Embora as bactérias endofiticas invadam os tecidos vegetais, elas sdo diferentes das
endossimbiontes. Uma das diferencas é de que ndo induzem a formacéo de qualquer estrutura
diferenciada na planta (REINHOLD-HUREK & HUREK, 2011). Mesmo assim, algumas
bactérias endofiticas também podem apresentar capacidade de induzir a formacéo de nddulos
simbioticos fixadores de N em Fabaceae (PIROMYQU et al., 2015; ROUWS et al., 2014).

Microrganismos enddéfitos sdo promissores para aumentar a produtividade das culturas,
remover contaminantes, inibir patdgenos e fixar nitrogénio (ROSENBLUETH & MARTINEZ-
ROMERO, 2006; KUMAR & DUBEY, 2020). Em contraste com sua capacidade em comum
de fixar N2 do ambiente, bactérias endofiticas diazotroficas associativas sdo geneticamente
diversas. Elas sdo identificadas em varios géneros de alfa-beta e gama-proteobactérias incluindo
Azospirillum, Azorhizobium, Azoarcus, Paraburkholderia, Citrobacter, Enterobacter,
Gluconacetobacter, Herbaspirillum, Klebsiella, Pseudomonas, Rhizobium e Bradyrhizobium
(BALDANI et al., 1986; CAVALCANTE & DOBEREINER, 1988; KENNEDY et al., 2004;
VESSEY, 2003; MAGNANI et al., 2010; SANTI et al., 2013; ROUWS et al., 2014).

Bactérias endofiticas diazotroficas associativas estdo presentes nas raizes, colmos e
folhas das plantas (YOON et al., 2016). A inoculacdo com microrganismos endofiticos €
importante para diversas culturas com importancia econdmica tais como, 0 arroz, cana-de-
acucar e trigo, pois esta pratica pode reduzir a entrada de fertilizantes nitrogenados na cultura
(BALDANI et al., 2000; GOVINDARAJAN et al., 2006; MATTHEWS, 2001; SALEH et al.,
2001; YANNI et al., 1997). Para a cana-de-agucar, as maiores contribui¢cbes de FBN foram
encontradas quando essa cultura foi inoculada com bactérias diazotréficas endofiticas e
cultivadas em solos de baixa fertilidade (DE OLIVEIRA et al., 2006) e quando o N e estoque
de carbono disponivel no solo foram se exaurindo ao longo das colheitas (SCHULTZ et al.,
2016).



Diversos trabalhos tém mostrado o potencial de diversas estirpes em aumentar o
crescimento de cana-de-agtcar por meio da producéo de fitohorménios (BASTIAN etal., 1998;
DA SILVEIRA et al., 2019). A estirpe BR 10268 do género Rhizobium, por exemplo, foi capaz
de acelerar o brotamento de cana-de-agucar por meio da producédo de giberelina e aumentar o
crescimento da parte aérea durante o seu desenvolvimento inicial (FERREIRA et al., 2020).

2.4. Género Bradyrhizobium

O primeiro relato de isolamento de bactérias a partir de nédulos de raizes de plantas da
familia Fabaceae (antiga Leguminosae) ocorreu no final do século XIX. Logo foi comprovado
que essas bactérias eram responsaveis pelo fornecimento de nitrogénio atmosférico para suas
plantas hospedeiras. Essas bactérias foram inicialmente nomeadas de Bacillus radicicola
(BEJERINCK, 1888), mais tarde reclassificadas para o género Rhizobium, sendo todas
representadas por apenas uma espécie, R. leguminosarum (FRANK, 1889).

O género Rhizobium representou todas as bactérias fixadoras de nitrogénio em
leguminosas por muito tempo, especificamente até a década de 1980. A classificacao e divisao
das espécies se dava praticamente pelas estirpes que induziam nodula¢do nos mesmos géneros
de plantas, sendo muitas vezes atribuido ao género da planta 0 nome da nova espécie de
Rhizobium. Até entdo esse género incluia seis espécies: R. leguminosarum (induzem nodulacéo
em Lathyrus, Pisum, Vicia e Lens), R. meliloti (Melilotus, Medicago e Trigonella), R. trifolii
(Trifolium), R. phaseoli (Phaseolus), R. lupini (Lupinus) e R. japonicum (Glycine max). Entéo
em 1982, com o0s avangos nos estudos de taxonomia dos rizébios, um género composto por seis
espécies foi reclassificado em seis novos géneros e 28 espécies (ZAKHIA & DE LAJUDIE,
2001). Para incluir os isolados que possuiam crescimento lento, foi criado o género
Bradyrhizobium (JORDAN, 1982a).

Durante muito tempo o género Bradyrhyzobium foi representado somente pela espécie
B. japonicum (JORDAN, 1982b), o que durou até a criacdo de um novo taxa para abrigar a
espécie B. elkanii (KUYKENDALL et al., 1992) na década de 90. Com o passar dos anos novas
espécies foram descritas nesse género, como por exemplo: B. liaoningense (XU et al., 1995),
B. yuanmingense (YAO et al., 2002), B. betae (RIVAS et al., 2004) e B. canariense (VINUESA
et al., 2005). Esse avanco na reclassificacdo de géneros e espécies se deu pela aplicacdo de
analises gendmicas, incluindo a comparacdo da sequéncia do gene 16S rRNA, que € um
marcador genético universal. Entretanto, o uso do 16S rRNA para descri¢do de novas espécies
de Bradyrhizobium apresenta algumas limitacbes. Uma delas foi a demonstracdo de que os
genomas bacterianos podem conter varias sequéncias de 16S rRNA que podem diferir muito
entre si (ACINAS et al.,, 2004). Outro ponto, que afeta particularmente os rizdbios, é a
capacidade de transferéncia horizontal e recombinacao genética e isso pode fornecer filogenias
distorcidas dentro desse grupo de bactérias (COENYE et al., 2005; VAN BERKUM et al.,
2003). Além disso, 0 gene 16S rRNA possui alto grau de conservacdo entre 0s membros de
Bradyrhizobium, o que dificulta uma diferenciacdo entre espécies e/ou estirpes
filogeneticamente proximas (WILLEMS, 2006). Com vistas as suas limitagdes, comegou-se a
usar, por exemplo, as regides do espacador transcrito interno 16S-23S rRNA (ITS), que mostrou
resultados coerentes com o grau de semelhanca genética entre combinacgdes de DNA genémico
entre as espécies de Bradyrhizobium (WILLEMS et al., 2003). Entretanto, algumas estirpes de
grupos especificos de Bradyrhizobium possuem multiplos operons de rRNA em seu genoma,
gue resulta em varias regides de ITS, muitas vezes com tamanho e sequencias distintas, o que
prejudica o seu uso em analise (WILLEMS et al., 2003). Outro fator problematico de descricao
de espécies dentro do género Bradyrhizobium, é o crescimento muito lento dessas estirpes, que
prejudica o uso de testes fenotipicos padronizados (como o Biolog e API systems) (WILLEMS
etal., 2001).



Com isso, as analises filogenéticas devem ser complementadas com outros genes
codificadores de proteinas que possuem funcdes essenciais para manutencdo da célula,
denominados de genes housekeeping. Esses genes possuem origem evolutiva comum e podem
ser encontrados em qualquer organismo (MARCELLETTI et al., 2010). A analise combinada
de genes housekeeping é conhecida como andlise de sequéncia multilocus (MLSA, no inglés).
A MLSA melhorou a eficiéncia na distingdo entre espécies proximas (DELAMUTA et al.,
2013). Mesmo com a evolucdo de ferramentas moleculares para apoiar a descri¢do taxonémica
de estirpes, ainda é necessario uma descricdo que mostre claramente caracteristicas genéticas e
fenotipicas quando se esta caracterizando uma nova espécie de bactéria (TINDALL et al.,
2010). Para esse tipo de estudo, sdo consideradas as caracteristicas genéticas, quimicas,
metabdlicas e fenotipicas, através de métodos padronizados abrangidos pela definigcdo de tdxons
em espécies especificas (ROSSELLO-MORA, 2012; TINDALL et al., 2010). Assim, com a
evolucdo de métodos moleculares e uso de banco de dados para comparacdes, a descri¢do de
novas espécies, inclusive de Bradyrhizobium, passou a ser muito mais eficiente. Atualmente o
género é composto por 69 espécies cadastradas no List of Prokaryotic names with Standing in
Nomenclature (LPSN) (http://www.bacterio.net/bradyrhizobium.html) (visualizado em 19 de
outubro de 2020).

2.5. Fixacao Bioldgica de Nitrogénio em Cana-de-Agucar e Métodos Para Sua
Quantificacao

O nitrogénio (N) € o macronutriente de maior requerimento pela maioria das culturas,
estando presente nos aminoacidos, nas proteinas, nas enzimas, DNA, RNA e na clorofila
(LEGHARI et al., 2016). Por isso, o N é um fator limitante para o crescimento e
desenvolvimento vegetal e, consequentemente, produtividade agricola, principalmente para
paises de clima tropical, representando um alto custo para os produtores (ROBERTSON &
VITOUSEK, 2009). Esse elemento representa aproximadamente 78% do ar atmosférico (N2),
sendo 0 g&s mais abundante na natureza (HAAG et al., 2012), mas que as plantas ndo
conseguem utiliza-lo diretamente, devido a estabilidade que sua tripla ligacéo o confere.

Existem alguns fendmenos que promovem a reducdo do N> da atmosfera em uma forma
molecular disponivel as plantas, como a aménia (NHz), que séo: a) descargas elétricas na forma
de raios que liberam uma grande quantidade de energia (DRAPCHO et al., 1983) e, b) industrial
(processo Haber-Bosch), que utiliza fontes ndo renovaveis de energia como os combustiveis
fosseis e 0 gas natural para a geracao de uma condicédo de alta temperatura e pressao que permite
a reducdo do N2 para amonia. Esse processo consome de 1 a 2% do total da energia gerada no
mundo e emite mais de 300 milhdes de toneladas métricas de diéxido de carbono por ano,
tornando-se um processo poluidor (CHERKASOV et al., 2015).

Biologicamente, apenas microrganismos denominados diazotréficos conseguem reduzir
0 gas N e fixar o N no composto amoniaco (NHz). Esse processo é denominado como fixagao
bioldgica de nitrogénio. O processo de reducdo do nitrogénio realizado por bactérias
diazotroficas é catalisado pelas nitrogenases, uma enzima que integra a familia de
metaloenzimas complexas e com caracteristicas mecénicas e estruturais conservadas, entre as
quais a molibdénio-nitrogenase (Mo-nitrogenase) é a mais comum (DIXON & KAHN, 2004;
HU & RIBBE, 2015). A estrutura da Mo-nitrogenase € formada por proteinas metalossulfuricas:
a proteina de ferro, também conhecida como nitrogenase redutase (codificada pelo gene nifH)
e proteina molibdénio-ferro, também conhecida como subunidades alfa e beta da nitrogenase
(codificada pelos genes nifD e nifK) (DIXON & KAHN, 2004). Além desses genes, que formam
0 “coracdo” da nitrogenase, diversos outros sdo essenciais para sua sintese e funcionamento, e
geralmente estdo agrupados em sequéncia no genoma da bactéria, formando o cluster de genes
nif (MASSON-BOIVIN et al., 2009).


http://www.bacterio.net/bradyrhizobium.html

O complexo enzimatico da nitrogenase é extremamente sensivel ao oxigénio e foi
observado que os microrganismos diazotroficos tém preferéncia pela ocupacéo de sitios onde a
concentracéo de oxigénio (O2) seja baixa (DOBEREINER et al., 1995). Devido a capacidade
de plantas da familia Fabaceae em formarem nodulos radiculares em simbiose com rizdbios,
muitas espécies dessa familia conseguem adquirir o N suficiente para suprir suas necessidades
metabolicas. A principal funcdo do nodulo é produzir um ambiente propicio para a fixagédo de
N pela bactéria, impondo restri¢cdes ao fluxo livre de Oz, que inativa a nitrogenase (OLDROYD,
2013). O fato das plantas da familia Poaceae ndo possuirem um o6rgdo especializado com tal
capacidade, pode ser um dos motivos pelos quais a associagcdo com bactérias diazotroficas ndo
tenha a mesma eficiéncia para suprir as demandas de N observada para as Fabaceae.

A FBN para as plantas da familia Poaceae pode ser quantificada através de métodos tais
como o balanco total de N no sistema solo-planta e técnicas isotopicas com o °N, sendo esta
ultima feita pela diluigdo isotdpica do °N ou abundancia natural de N (BALDANI et al.,
2009). O método de N total estima a fixagdo de N2 com o aumento liquido no total de N de um
sistema planta-solo. Se todas as entradas externas e as saidas de N podem ser contabilizadas e
as mudancas incrementais do N do solo quantificadas, um equilibrio do N liquido positivo no
sistema pode ser atribuido a fixacdo de N. (BODDEY & KNOWLES, 1987; UNKOVICH et
al., 2008).

A técnica de abundancia natural ja foi utilizada para a quantificacdo da FBN em cana-
de-acucar (BODDEY et al., 2001; SCHULTZ et al., 2014; URQUIAGA et al., 2012). Essa
técnica baseia-se no principio de enriquecimento natural do N do solo com o is6topo N em
relacdo ao N atmosférico (SHEARER & KOHL, 1986). A constituicdo isotopica do N
atmosférico é: 99,6337% de 1*N e 0,3663% de ©®N (UNKOVICH et al., 2008). Isso permite que
haja uma diferenca na abundancia natural de °N entre plantas que obtém o nitrogénio por FBN
e as plantas que obtém seu N apenas do solo; essas ultimas plantas, na experimentacdo, sdo
chamadas de plantas referéncias. Devido as variagGes serem muito pequenas, convencionou-se
a utilizagdo da unidade delta, delta >N (5'°N), sendo que cada unidade de §*°N é a abundancia
natural de °N dividida por mil (0,0003663), ou seja, cada unidade de 3*°N representa uma
diferenca de um por mil no enriquecimento de °N entre o solo e o ar. Portanto, leva a concluséo
de que espécies de plantas que podem obter uma parte do seu N da atmosfera apresentardo seus
valores de 8°N proximo a zero, isso porque por convencdo adota-se o 6*°N do ar atmosférico
igual a zero.

Outra técnica que baseia-se na alteracéo da proporcgdo natural entre os isétopos °N e
1N ¢ o enriquecimento com °N, acrescentando-se ao substrato (solo) das plantas a serem
testadas adubos nitrogenados artificialmente enriquecidos em proporcGes que sejam
conhecidas, ou seja, adubos marcados (FRIED & BROESHART, 1975). Plantas que sé
obtenham nitrogénio do solo marcado possuirdo um enriquecimento em *N semelhante ao
deste solo. Por outro lado, plantas que obtenham além do N marcado proveniente do solo, N
atmosférico (ndo marcado), sofrem uma diluicio no seu enriquecimento em N (UNKOVICH
et al., 2008). Quanto maior a magnitude da diluicdo, maior a quantidade de N atmosférico
incorporado e, por conseguinte, maior a contribuicdo da FBN.

Quando o objetivo for determinar a capacidade de bactérias diazotroficas de expressar
a enzima nitrogenase em vida livre, um dos métodos mais utilizados € o ensaio de reducdo de
acetileno (Acetylene Reduction Assay-ARA) “in vitro” (HERRIDGE et al., 2008). Esse método
usa um meio de cultivo livre de N que permite que a bactéria crie um gradiente de concentracao
de oxigénio a medida que vai formando uma pelicula de crescimento na superficie do meio, 0
que torna possivel a construcdo de um ambiente propicio ao funcionamento da FBN em vida
livre.

O ARA ¢ baseado na capacidade da nitrogenase de reduzir o gas acetileno (C2H2) em
etileno (C2H4), uma molécula sensivel a quantificacdo por cromatografia gasosa (DILWORTH,
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1966; HARDY et al., 1973). O ensaio de reducdo de acetileno € um método indireto, rapido,
simples e sensivel para medir a fixacdo de nitrogénio sendo mais simples que os outros métodos
utilizados para esse fim (BODDEY & KNOWLES, 1987). Além disso, a atividade da
nitrogenase ndo se modifica quando o N2 é substituido pelo C2H., apenas 0s produtos é que séo
diferentes (BODDEY et al., 2007). Embora o acetileno seja 0 mais indicado para esse ensaio,
0 complexo enzimatico da nitrogenase é capaz de catalisar outras reacfes utilizando outros
substratos, como: oxido nitroso, prétons (H"), azida, cianeto, ciclopropeno e até atividade
hidrolitica do ATP (MOZEN & BURRIS, 1954; DILWORTH, 1966; BURRIS, 1988;
SCHOLLHORN & BURRIS, 1967; TAIZ et al., 2017).

2.6. Associacao entre Bradyrhizobium e Plantas Nao-Leguminosas de Interesse
Agrondmico

Embora o género Bradyrhizobium seja muito conhecido pela sua capacidade de fixar
nitrogénio em associacdo simbidtica com leguminosas, ficou claro que o mesmo ocupa
ambientes muito mais diversos que nodulos radiculares de leguminosas e também desempenha
funcBes diversas. Foi observado, por exemplo, que algumas estirpes de Bradyrhizobium spp.
ndo possuem genes responsaveis pela nodulacdo (genes nod), mas sdo capazes de induzir a
formacdo de nodulos caulinares em algumas espécies de leguminosas aquaticas e realizar a
fixacdo bioldgica de nitrogénio em simbiose com estas plantas, utilizando outros meios para
sua infeccdo (GIRAUD et al., 2000). A maioria das estirpes de Bradyrhizobium capazes de
induzir ndédulos caulinares apresentam um conjunto completo de genes fotossintéticos
(GIRAUD et al., 2007a) e devido a essa caracteristica, passaram a ser conhecidos como
Bradyrhizobium fotossintéticos. Uma alta populacdo de Bradyrhizobium spp. ndo nodulante e
capazes de degradar substancias aromaticas foi observada em solos de floresta na América do
Norte (VANINSBERGHE et al., 2015). Além disso, algumas estirpes de Bradyrhizobium que
colonizam endofiticamente plantas de arroz sdo capazes de produzir acido indolacético (1IAA)
e l-aminociclopropano-1-carboxilato desaminase (ACC desaminase) (PIROMYOU et al.,
2017).

2.7. Rizobios e Fixagdo de Nitrogénio em Vida Livre

Ja nos anos 1970, alguns estudos mostram que estirpes de Bradyrhizobium tém a
capacidade de fixar nitrogénio em condicdo de vida livre (em inglés, FLNF) (KURZ & LARUE,
1975; PAGAN et al., 1975; KANESHIRO & KURTZMAN, 1982). O que evidencia que
Bradyrhizobium spp. também podem ter um papel na FBN em associacdo com plantas ndo
leguminosas. Atividade de nitrogenase foi verificada, por exemplo, em plantas de arroz
inoculadas com estirpes endofiticas de Bradyrhizobium (CHAINTREUIL et al., 2000). Nesse
mesmo estudo, foi verificado acréscimo de 20% na parte aérea e rendimento de grdos nas
plantas inoculadas. GREETATORN et al. (2019) sugeriram que a fixagdo de nitrogénio
estimulou o desenvolvimento de plantas de arroz inoculadas com a estirpe SUTN9-2 de
Bradyrhizobium.

Em estudo com milho, sequéncias de DNA relacionadas ao gene nifH de
Bradyrhizobium spp. foram abundantemente encontradas em solo rizosférico e raizes por meio
do uso de ferramentas moleculares (ROESCH et al., 2008; SOLANKI et al., 2020). Rodrigues
Coelho et al. (2008), avaliando a diversidade de bactérias fixadoras de nitrogénio na rizosfera
de sorgo, por meio da amplificagdo por PCR direta dos solos da rizosfera e subsequente
clonagem e analise de sequéncia parcial de gene nifH, observaram que filotipos de nifH
relacionados ao género Bradyrhizobium eram abundantes também nessa cultura, o que sugere
importante participagdo de Bradyrhizobium na FBN nessa cultura. Mais tarde, a fixagdo de
nitrogénio em plantas de sorgo foi observada por ensaio de reducdo de acetileno, que
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juntamente com abordagens de metagendmica, protedmica e isolamento revelaram que as
principais bactérias funcionais fixadoras de nitrogénio nas raizes de sorgo estudadas eram do
género Bradyrhizbium (HARA et al., 2019). Em batata-doce, TERAKADO-TONOOKA et al.
(2013) isolaram uma estirpe de Bradyrhizobium capaz de fixar nitrogénio em vida livre, cuja
inoculacdo em plantas de batata-doce resultou em aumento de peso fresco e atividade de
nitrogenase em plantas inoculadas.

Em cana-de-agUcar, a utilizacdo de métodos independentes de cultivo também levou a
observacao de abundancia do filotipo de nifH relacionado ao género Bradyrhizobium, o que
sugere atividade de FBN desse género em cana-de-acucar (FISCHER et al., 2012;
YONEYAMA et al., 2019). Rouws et al. (2014), posteriormente isolaram uma colecdo
filogeneticamente diversa de estirpes de Bradyrhizobium e Rhizobium endofiticos de raizes
dessa cultura. Nessa colecdo foi possivel identificar estirpes noduliferas e ndo noduliferas com
capacidade de fixar nitrogénio em vida livre por ensaio de reducéo de acetileno (ROUWS et
al.,, 2014). Além disso, uma nova espécie de Bradyrhizobium foi descrita a partir da
caracterizacdo de estirpes do grupo geneticamente mais abundante dessa colecdo, sendo
nomeada de Bradyrhizobium sacchari (DE MATOS et al., 2017). Mais tarde outra cole¢éo de
Bradyrhizobium filogeneticamente diversas também foi isolada a partir de raizes de cana-de-
acucar por Janior et al. (2019), na qual alguns isolados se mostraram filogeneticamente
semelhantes a espécie Bradyrhizobium sacchari.

2.8. Rotacdo de Culturas no Cultivo de Cana-de-Acucar

A producdo de cana-de-aglcar no Brasil é caracterizada por ser um sistema de
agricultura intensiva e que apresenta um fluxo de nutriente consideravelmente elevado. 1sso
pode resultar em problemas fitossanitarios e diminuigdo das reservas nutricionais do solo em
virtude da sua remocdo por parte da cultura ou de processos de erosdo (GOPALASUNDARAM
et al., 2012), acarretando um aumento nos gastos com fertilizantes para manutencdo do
canavial. Portanto, diversas praticas alternativas a aplicacdo de fertilizantes quimicos nos
cultivos dessa cultura e de conservacdo do solo tem sido investigadas. Uma préatica que vem
dando bons resultados é a rotacdo de culturas com plantas da familia Fabaceae (PARK et al.,
2010). Em funcédo de seu potencial de fixacdo de nitrogénio em associagdo com rizobios, as
Fabaceae representam uma alternativa ao suprimento, substituicdo ou complementacdo da
adubacdo mineral e recomposicao da fertilidade do solo (SCIVITTARO et al., 2000). Diversas
plantas sdo usadas em rotacdo de culturas com a cana-de-acucar, sendo as mais comuns a
crotalaria (Crotalaria juncea), a soja (Glycine max), a mucuna (Mucuna pruriens) e 0
amendoim (Arachis hypogaea) (AMBROSANO et al., 2011). Além de melhorar a fertilidade
do solo, 0 uso de amendoim e soja em rotagcdo com cana-de-agUcar na renovacgdo do canavial
se mostrou benéfico para suprimir espécies de ervas daninhas dificeis de controlar como a
Cyperus rotundus e Commelina bengalensis (SOARES et al., 2017). Ambrosano et al. (2011)
notaram um melhor desempenho de cana-de-agucar apds cinco cortes com o cultivo prévio de
Crotalaria juncea IAC 1. O sistema de rotagdo promoveu incrementos de 30% e 35% na
produtividade de colmos e de agUcar, respectivamente.

Embora todos esses trabalhos tenham focado no beneficio indireto para a cana-de-
acucar, é possivel que parte desses resultados tenha sido oriundo da associagdo dos rizébios
com a cana-de-aglcar, uma vez que as leguminosas podem aumentar a quantidade dessas
bactérias no solo apds a senescéncia dos nddulos. A cultura da soja, por exemplo, pertence a
um dos grupos de leguminosas que permitem a desdiferenciacdo de bacteroides que passam a
viver de forma saprofitica no solo (KONDOROSI et al., 2013). Em area de p6s colheita de soja,
a populagdo de rizobios foi estimada acima de 10° células por grama de solo (ZILLI et al.,
2013), em alguns casos torna-se desnecessaria a reinoculacdo no plantio. Em estudo de rotacdo
de cultura entre feijdo mungo (Vigna radiata) e arroz inoculado com estirpe de Bradyrhizobium
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capaz de associar simbioticamente com feijao mungo e ocorrer como endéfito em arroz, foi
possivel observar a nodulacdo do feijdo mungo ap6s a decomposicdo dos talos de arroz
(PIROMYOQU et al., 2017). Esses resultados sugerem que talos de arroz inoculados possam ser
utilizados como fonte de inoculo para o feijdo mungo no sistema de rotacdo de cultura. Esses
mesmos autores mostram que algumas estirpes de Bradyrhizobium endofiticas de arroz
poderiam realizar a producdo de 1AA e a atividade de ACC deaminase, juntamente com a
capacidade de fixacdo de nitrogénio durante a associacao dentro dos tecidos de arroz.
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3 CAPITULO I

CORRESPONDENCIA MORFOCULTURAL, GENETICA E FILOGENETICA EM
Bradyrhizobium spp. ISOLADOS DE RAIZES DE CANA-DE-ACUCAR
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3.1. RESUMO

A caracterizacdo de colecbes de rizobios geralmente envolve métodos morfoculturais e
genéticos. Embora todas as estirpes compartilnem algumas caracteristicas morfoculturais, o
género Bradyrhizobium é composto por grupos filogenéticos que podem ser diferenciados com
base em alguns detalhes morfoculturais. Para a classificacdo de novas bactérias desse género,
frequentemente sdo usados métodos de impressao digital baseados em elementos repetitivos
utilizando reacdo em cadeia da polimerase (rep-PCR). Dois tipos de sequéncias muito aplicadas
s8o as sequéncias de consenso intergénico repetitivo enterobacteriano (ERIC-PCR) e elemento
BOX (BOX-PCR). O presente trabalho buscou avaliar se esses dois métodos de perfilhamento
genético possuem resultados consistentes entre si e com a caracterizagcdo morfocultural em uma
colecdo de estirpes de Bradyrhizobium. Para isso, foi utilizada uma colecdo com 103 bactérias
isoladas de raizes de cana-de-agUcar para caracterizagcdo fenotipica (producdo de muco;
tamanho, forma e elevacao de colénia), perfilhamento genético (perfis de PCR BOX e ERIC) e
filogenética (analise de sequéncia de gene recA). As caracteristicas fenotipicas das estirpes da
colecdo foram comparadas com estirpes tipo de diferentes espécies dos principais superclados
do género Bradyrhizobium, enquanto a arvore filogenética do gene recA foi construida com
sequéncias dos isolados da colecdo e estirpes tipo. Foi realizada andlise individual e conjunta
de BOX e ERIC-PCR. A caracterizacao fenotipica das estirpes tipo de Bradyrhizobium permitiu
separar claramente as estirpes do superclado B. japonicum das estirpes do superclado B. elkanii,
enquanto as estirpes dos superclados B. jicamae e do superclado fotossintético apresentaram
fenotipos semelhantes. A andlise conjunta dos perfis gerados pelas técnicas de perfilhamento
genético revelou 19 grupos a 70% de similaridade. A anélise filogenética das sequéncias do
gene recA revelou a existéncia de sete clados dentro da colecdo. Os resultados mostraram
correspondéncia entre as caracteristicas fenotipicas com as analises de impressao digital e de
filogenia do gene recA. Além disso, a andlise individual de ERIC-PCR, considerando 70% de
similaridade, mostrou maior correspondéncia com a filogenia do gene recA, enquanto a analise
do BOX-PCR a 100% de similaridade, descrimina melhor a microdiversidade. Esses resultados
atestam a eficiéncia de técnicas de impressdo digital genético para discriminacdo de
microdiversidade de Bradyrhizobium e sua correspondéncia com caracteristicas morfoculturais
e também que a caracterizacdo morfocultural representa uma forma répida e simples para
permitir uma classificacdo inicial a nivel de superclado do novos isolados do género
Bradyrhizobium.

Palavras-chave: rep-PCR, caracterizacdo de isolados bacterianos, correspondéncia fenétipo-

gendtipo.
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3.2. ABSTRACT

The characterization of rhizobia collections usually involves morphocultural and genetic
methods. Although all strains share some morphocultural characteristics, the genus
Bradyrhizobium is composed of phylogenetic groups that can be differentiated based on some
morphocultural details. For the classification of new bacteria of this genus, genetic profiling
methods based on repetitive elements using polymerase chain reaction (rep-PCR) are often
used. Two types of sequences widely used are the enterobacterial repetitive intergenic
consensus sequence (ERIC-PCR) and the BOX element (BOX-PCR). The present work aimed
to evaluate whether these two genetic profiling methods have consistent results with each other
and with the morphocultural characteristics in a collection of Bradyrhizobium strains. For this,
a collection of 103 bacteria isolated from sugarcane roots was used for phenotypic
characterization (mucus production; size, shape and colony elevation), genetic profiling (PCR
BOX and ERIC profiles) and phylogenetic (analysis) of recA gene sequence). The phenotypic
characteristics of the strains from the collection were compared with type strains of different
species from the main superclades of the genus Bradyrhizobium, while the phylogenetic tree of
the recA gene was constructed with sequences from the isolates from the collection and type
strains. Joint and individual analysis of BOX and ERIC-PCR was performed. The phenotypic
characterization of Bradyrhizobium type strains allowed to clearly separate the B. japonicum
superclade strains from the B. elkanii superclade strains, while the B. jicamae superclade and
photosynthetic superclade strains showed similar phenotypes. The joint analysis of the profiles
generated by genetic profiling techniques revealed 19 groups at 70% similarity. Phylogenetic
analysis of the recA gene sequences revealed the existence of seven clades within the collection.
The results showed correspondence between the phenotypic characteristics with the tillering
and phylogeny analysis of the recA gene. Furthermore, the individual ERIC-PCR analysis,
considering 70% similarity, showed greater correspondence with the phylogeny of the recA
gene, while the BOX-PCR analysis r discriminates bette the microdiversity at 100% similarity.
These results attest the efficiency of genetic profiling techniques to discriminate
Bradyrhizobium microdiversity and its correspondence with morphocultural characteristics and
also that morphocultural characterization represents a quick and simple way to allow an initial
classification at the superclade level of new isolates of the genus Bradyrhizobium.

Keywords: rep-PCR, characterization of bacterial isolates, phenotype-genotype

correspondence.
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3.3. INTRODUCAO

Bradyrhizobium é um género de bactéria muito conhecido pela sua eficiente associacao
simbiotica com culturas da familia Fabaceae (leguminosas) (JORDAN, 1982a). A capacidade
de alguns de seus membros fixar nitrogénio do ambiente foi a chave para o sucesso do cultivo
da soja no Brasil, por exemplo (ALVES et al., 2003). Devido aos beneficios ambientais e
econdmico do uso de Bradyrhizobium na agricultura, hd uma incessante procura por novas
estirpes cada vez mais eficientes na fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN). Essa procura deixou
claro que representantes deste género ocupam ambientes muito mais diversos do que os nddulos
radiculares de leguminosas e também desempenham funcdes diversas, inclusive, colonizando a
rizosfera e endosfera de gramineas como cana-de-agicar (ROUWS et al., 2014; SOLANKI et
al., 2019). Entretanto, na busca por novas estirpes microbianas ¢ comum realizar uma
caracterizacdo fenotipica e genotipica utilizando métodos padronizados abrangidos pela
definicdo de taxons em espécies especificas (GEVERS et al., 2005; ROSSELLO-MORA, 2012;
TINDALL et al., 2010).

A caracterizacdo fenotipica de isolados, geralmente, € a primeira a ser realizada e
também é a metodologia mais antiga para caracterizacdo microbiana ainda em uso. Embora a
identificacdo de diferencas fenotipicas significativas ndo seja facil nem objetiva, é necessaria
que haja consisténcias dentro da espécie (GEVERS et al., 2005), pois para apoiar a descricdo
taxonémica de estirpes, € necessario uma descricdo que mostre claramente as caracteristicas
fenotipicas quando se estd lidando com um novo taxon (TINDALL et al., 2010). As
caracteristicas fenotipicas gerais que sdo comumente observadas no primeiro momento de
isolamento de estirpes de Bradyrhizobium sdo as chamadas caracteristicas morfoculturais,
como por exemplo o tempo de formacdo, tamanho e forma das coldnias, producdo de muco e
alcalinizacdo do meio de crescimento, quando utilizado indicador de pH, que devem apresentar
consisténcia com a descri¢do do género (JORDAN, 1982; WDOWIAK & MALEK, 2000).

Nas Ultimas décadas o estudo de diversidade microbiana teve grande avanco diante do
desenvolvimento de varias técnicas com marcadores moleculares que permitem maior precisao
nos ensaios e possibilitam distinguir isolados geneticamente semelhantes (KASCHUK et al.,
2006). O uso de genes codificadores de proteinas com fungbes essenciais, denominados de
genes housekeeping, mostrou grande eficiéncia na distin¢do, inclusive, entre espécies proximas
(DELAMUTA et al., 2013). Recentemente, através de andlise filogenética robusta aplicando
analise de 128 genes housekeeping de 200 estirpes de Bradyrhizobium spp. com genomas
disponiveis, foi sugerida uma nova organizacdo das estirpes desse género em sete super clados
(B. japonicum, B. elkanii, B. jicamae, fotossintético, kakadu, solo 1 e solo 2) (AVONTUUR et
al., 2019), que por muito tempo foi dividido apenas nos super clados de Bradyrhizobium
japonicum e Bradyrhizobium elkanii (ASERSE et al., 2012).

Entre os diversos métodos aplicados em caracterizacdo genotipica, ha os baseados em
elementos repetitivos utilizando reagdo em cadeia da polimerase (rep-PCR), que envolvem o
uso de sequéncias curtas de DNA que servem como primers para amplificacdo de fragmentos
distintos diretamente do genoma, criando uma “impressdo digital” das estirpes (LUPSKI &
WEINSTOCK, 1992). Pode-se destacar trés tipos de sequéncias genémicas muito usadas entre
0s metodos de rep-PCR: a sequéncia palindrémica extragénica repetitiva (REP), a sequéncia de
consenso intergénico repetitivo enterobacteriano (ERIC) e o elemento BOX, composto por trés
subunidades (boxA, boxB e boxZ) (RADEMAKER & BRUIJN, 1997; SCHNEIDER & DE
BRUIJN, 1996; VERSALOVIC et al., 1994).

O uso da rep-PCR, em contraste com 0 uso de genes Unicos em analises filogenéticas,
gera um perfil que reflete 0 genoma inteiro, além disso é um método que possui capacidade de
diferenciar estirpes estreitamente relacionadas de forma rapida, barata e confiavel (LOUWS et
al., 1994; RADEMAKER & BRUIIN, 1997; VERSALOVIC et al., 1994). E importante frisar
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que técnicas moleculares apresentam diferentes tipos de polimorfismo, sendo dependente da
regido do genoma que € revelada (LOUWS et al., 1994). Assim, em alguns casos, € comum que
mais de uma técnica de rep-PCR sejam aplicadas em andlise comparativa de uma mesma
colecdo de estirpes, as vezes até mesmo em conjunto com a analise de um gene marcador (DE
BRUIJN, 1992; ELBOUTAHIRI et al., 2009; MATSUBARA: ZUNIGA-DAVILA, 2015;
REZENE et al., 2018). Em rizobios, costuma-se utilizar as sequéncias de BOX e ERIC para
distingéo de estirpes geneticamente semelhantes (DE BRUIJN, 1992; MENNA et al., 2009).
Por serem técnicas eficientes na distingédo de estirpes de Bradyrhizobium e que possuem custos
de aplicacdo equivalentes que permitem analises com multiplas amostras, muitas vezes é dificil
decidir entre qual deve ser utilizada em uma colecdo de cultura.

Portanto, o presente estudo buscou avaliar se as analises de perfilhamento genético
ERIC-PCR e BOX-PCR dao resultados consistentes com a caracterizagdo morfocultural e
filogenética em uma colegdo de estirpes de Bradyrhizobium obtidas do interior de raizes de
cana-de-aguUcar.
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3.4 MATERIAL E METODOS

3.4.1. Estirpes e Meio de Cultura

Foi utilizada uma cole¢do composta por 103 estirpes do género Bradyrhizobium que
foram isoladas utilizando feijao-caupi (Vigna unguiculata) como “planta isca” a partir de raizes
de cana-de-acUcar cv. RB867515 cultivada na area experimental da Embrapa Agrobiologia
(ROUWS et al., 2014). As estirpes foram cultivadas em meio de cultura YMA e TY liquido
(VINCENT, 1970) a 28°C.

3.4.2. Caracterizacdo Morfocultural

Para caracterizacdo morfocultural, as estirpes de Bradyrhizobium foram crescidas em
meio de cultura YMA a 28 °C por sete dias. Apds esse periodo foram observados tamanho,
forma e consisténcia das coldnias e producdo de muco, de acordo com Wdowiak & Matek,
(2000). Imagens da cultura pura foram capturadas utilizando Colony Doc-It Imaging Station
(UVP, Upland, CA). Estirpes tipo de espécies representantes dos supergrupos Bradyrhizobium
japonicum (B. sacchari BR 10280, B. stylosanthis BR 446, B. arachidis CCBAU 051107, B.
ottawaense 0099, B. japonicum USDA 6, B. yuanmingense CCBAU 10071, B. manausense
BR 3351, B. neotropicale BR 10247, B. centrolobii BR 10247), Bradyrhizobium elkanii (B.
topiciagri SEMIA 6148, B. pachyrhizi PAC 48, B. elkanii USDA 76, B. embrapense SEMIA
6208), Bradyrhizobium jicamae (B. jicamae PAC 68, B. valentinum LmjM3, B. paxllaeri
LMTR21, B. icense LMTR13) e fotossintético (B. denitrificans LMG 8443, B. oligotrophicum
S58), segundo classificagdo de Avontuur et al. (2019), foram também caracterizadas. Estirpes
representantes dos supergrupos kakadu, solo 1 e sole 2 ndo foram utilizadas no estudo por
possuirem poucos representantes identificados e ndo haver nenhum na colecdo de cultura
utilizada. As estirpes tipo foram obtidas da colecdo do Centro de Recursos Bioldgicos Johanna
Ddbereiner, Embrapa Agrobiologia, Brasil.

3.4.3. Caracterizacdo De Fingerprint
ERIC-PCR

Foi realizada reacdo em cadeia da polimerase (PCR) usando iniciadores para sequéncias
repetitivas intergénicas de enterobactérias (ERIC) a fim de identificar redundancias genotipicas.
As reacdes de ERIC-PCR foram realizadas sem a extracdo de DNA dos isolados, utilizando
uma suspensdo de células de cada isolado como fonte do DNA gendémico. As reacfes foram
realizadas em volume final de 20 uL, contendo tampéo 1 X; dNTP 0,3 mM; iniciadores ERIC
IR (5°-ATG TAA GCT CCT GGG GAT TCA C-3°) 1 uM e ERIC 2 (5’-AAG TAA GTG
ACT GGG GTG AGCG-3’) 1 uM (VERSALOVICetal., 1991; WOODS et al., 1993); 1 U Taq
DNA polimerase (Promega). O volume foi completado com &gua bidestilada esterilizada. As
reagbes de amplificacdo foram conduzidas em termociclador Mastercycler® gradient
(Eppendorf, Hamburg, Germany), programado com um ciclo de desnaturacéo inicial a 97 °C
por 7 min; 30 ciclos de desnaturagéo (94 °C por 1 min); anelamento (52 °C por 1 min) e extensao
(65 °C por 8 min); um ciclo de extenséo final (68 °C por 16 min); manutencéo a 4 °C.

BOX-PCR

Para as reacOes de BOX-PCR também foram utilizadas suspensdes de células como
fonte do DNA gendmico das estirpes. O volume final de cada reacao foi de 20 uL, contendo
tampao 1 X; ANTP 0,3 mM; iniciador BOX AIR (5’- CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-
3’) 1 uM (VERSALOVIC et al., 1994); 1 U Taq DNA polimerase (Promega). O volume foi
completado com &gua bidestilada esterilizada. As rea¢fes de amplificagdo foram conduzidas
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em termociclador Mastercycler® gradient (Eppendorf, Hamburg, Germany), programado com
um ciclo de desnaturacao inicial a 95 °C por 10 min; 30 ciclos de desnaturacéo (94 °C por 1
min); anelamento (53 °C por 1 min) e extensdo (65 °C por 8 min); um ciclo de extensao final
(65 °C por 16 min); manutencdo a 4 °C.

Eletroforese

Apo6s o término das reacBes, 10 puL dos produtos de PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 2% a 80 volts por 4 horas em tampdo TAE (Tris-acetato-
EDTA). Em seguida, o gel foi corado em solucdo de brometo de etideo (0,5 ng mL™?) e as
imagens capturadas sob luz ultravioleta em fotodocumentador Kodak Logic 100 (Kodak®).
Como referéncia foi utilizado o marcador de peso molecular de 1 kb (Invitrogen).

Analise de cluster

As analises de cluster foram realizadas para os produtos de rep-PCR BOX-PCR e ERIC-
PCR, com auxilio do programa Bionumerics v7.5 (Applied Mathematics, Kortrijk, Bélgica)
utilizando o algoritmo UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean) e o
coeficiente de correlacdo Jaccard. Para analise do BOX-PCR o0s niveis de otimizacdo e
tolerancias foram ajustados para 0,85% e 2%, respectivamente. Para 0 ERIC-PCR os niveis de
otimizacdo e tolerancias foram ajustados para 0,5% e 1,5%, respectivamente. Para analise
conjunta do ERIC/BOX o coeficiente de similaridade foi uma média entre os valores dos dois,
resultando em otimizacéo e tolerancias de 0,675% e 1,75%, respectivamente. Utilizando uma
linha de corte em 70% de similaridade, as estirpes representativas foram selecionadas para a
identificacdo de linhagens filogenéticas por meio do sequenciamento do gene recA.

3.4.4. Amplificacédo e Sequenciamento do Gene recA

Optou-se a utilizagdo do gene recA devido sua alta capacidade de distincdo de taxons
dentro do género Bradyrhizobium e por possuir um grande numero de estirpes tipo desse género
com seu gene sequenciado e disponivel em banco de dados de livre acesso.

A extracdo de DNA das estirpes foi realizada a partir de colénias puras, obtidas apds
crescimento em meio de cultura TY liquido (VINCENT, 1970) durante 3 dias a 28°C, sob
agitacdo de 150 rpm. Para extracdo do DNA foi utilizado o kit Wizard® Genomic DNA
Purification (Promega, EUA) de acordo com as recomendacdes do fabricante. A qualidade do
DNA foi avaliada por eletroforese em gel de agarose a 0,8% a 90 volts por 1,5 horas em tampéo
TAE 1X. Em seguida, o gel foi corado em solu¢do de brometo de etideo (0,5 pg mL™?) e as
imagens capturadas sob luz ultravioleta em fotodocumentador Kodak Logic 100 (Kodak®). As
amostras de DNA extraidas foram separadas em aliquotas para evitar descongelamentos
sucessivos e provocar degradagdo. Seu armazenamento foi realizado em freezer a -20 °C.

As estirpes foram submetidas a reacdo de PCR para 0 gene recA com 0S primers
TSRecAF e TSRecAR (STEPKOWSKI et al., 2005) utilizando o Kit Gotag DNA polimerase
(Promega), em volume final de 50 puL, com concentragdo por reacdo: buffer 1X; dNTP 0,25
mM; primer TSRecaF e TSRecaR 0,25 uM cada; 1,50 U Taq DNA polimerase e 1,0 pL de
amostra de DNA. A amplificagdo do gene foi realizada com termociclador Mastercycler®
gradient (Eppendorf, Hamburg, Germany) programado com os ciclos a seguir: 1 ciclo de
desnaturacdo inicial a 95 °C por 5 minutos; 29 ciclos de extensédo (95 °C por 1 minuto);
anelamento (60 °C a 2 minutos) extensédo (72 °C por 2 minutos); 1 ciclo de extenséo final (72
°C por 5 minutos) e manutencdo a 4 °C.

O sucesso da amplificacdo do gene recA foi confirmado apds eletroforese em gel de
agarose 2% (tampao TAE 1X) a 100 Volts por uma hora, que em seguida foi corado em solugéo
de brometo de etideo (0,5 ng ml™t) e visualizado sob luz ultravioleta em fotodocumentador
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Kodak Logic 100 (Kodak®). O produto da PCR foi parcialmente sequenciado utilizando os
iniciadores TSRecAf (CAACTGCMYTGCGTATCGTCGAAGG) e TSRecAr
(CGGATCTGGTTGATGAAGATCACCATG) para o gene recA pelo analisador de DNA ABI
3730x1 (Applied Biosystems).

Alinhamentos das sequéncias foram conduzidos usando a ferramenta integrada Clustaw
do software MEGA7 (KUMAR et al., 2016). Arvores filogenéticas foram calculadas usando o
método de construcao neighbor joining (NJ) (SAITOU; NEI, 1987). A forca da topologia das
arvores filogenéticas foi avaliada utilizando o método de inicializagdo através da aplicacao de
1000 pseudoreplicatas (FELSENSTEIN, 1985). As sequéncias com mais de 97% de
similaridade foram consideradas como do mesmo grupo.

3.5. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.5.1 Morfologia de Colbnia

As estirpes tipo das espécies dos supergrupos de B. japonicum e B. elkanii possuem
caracteristicas morfoculturais que facilmente as distinguem entre si e dos supergrupos B.
jicamae e fotossintético. As estirpes dos supergrupos B. jicamae e fotossintético compartilnam
caracteristicas morfoculturais semelhantes que dificultam a distincdo entre os dois grupos
(Figura 1). Diante disso, o supergrupo de B. japonicum sera referido nesse estudo como
apresentando fendétipo Bj, supergrupo B. elkanii como fenédtipo Be e os supergrupo B. jicamae
e fotossintético como fenotipo P (Figura 1). As estirpes da colecdo de Bradyrhizobium isoladas
de raizes de cana-de-agUcar apresentaram os fenétipos Bj e Be, de acordo com as caracteristicas
moforculturais da Figura 1.

Supergrupo Bradyrhizobium Crescimento de estirpes tipo em Morfologia compartilhada de
baseado em Avontuur et al. YMA a 28 °C por 8 dias colbnia
(2019)

Colonia >1mm,

B. japonicum
regular, elevada, gomosa
Fenotipo Bj
B. elkanii Colonia >1mm,
irregular, plana, gomosa
Fenotipo Be
B. jicamae

Colonia <1mm,
regular, elevada, sem goma

Fotossintético Fenétipo P

Figura 1. Caracteristicas morfoculturais de col6nias puras de estirpes tipo de espécies do
género Bradyrhizobium. As estirpes foram agrupadas de acordo com semelhancas observadas
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e dividas em grupos fenotipicos seguindo a nomenclatura do agrupamento feito por Avontuur
etal. (2019).

3.5.2 Analise Gendmica

A analise conjunta dos perfis polimorficos gerados pelas técnicas de BOX e ERIC PCR
revelou 37 perfis (100% de similaridade) (Figura 2). Dos 37 perfis, 14 foram redundantes na
colecdo, enquanto 23 perfis foram de ocorréncia Unica. Quando considerado o nivel de
similaridade de 70% entre os perfis, geralmente aplicado nos estudos de diversidade de rizébios
com rep-PCR (ALBERTON et al., 2006; GRANGE & HUNGRIA, 2004; MENNA et al.,
2009), foi possivel identificar 19 grupos (A-S). Os grupos L (35) e K (17) foram os mais
abundantes, ambos congregando as estirpes com fendtipo morfocultural Bj e Be,
respectivamente.

Os elementos BOX possuem 154 pb (pares de base) no total, sendo 59, 45 e 50 para as
subunidades boxA, boxB e boxC, respectivamente (MARTIN et al., 1992). As sequéncias do
ERIC tém 126 pb de comprimento com uma repeticdo invertida central altamente conservada,
e fica situado em regides transcritas ndo codificantes do cromossomo (HULTON et al., 1991,
SHARPLES & LLOYD, 1990). Essas duas metodologias possuem diferentes fundamentos
evolutivos, embora tenham como alvo a identificagdo de sequéncias consensuais que se repetem
em numero varidvel de copias no genoma, e possuem relacdo com o grupo filogenético
estudado. Em resumo, o primer BOX é complementar a subunidade boxA dos elementos BOX,
enquanto o primer ERIC identifica sequéncias palindromicas intergénicas (HULTON et al.,
1991; SHARPLES & LLOYD, 1990; VERSALOVIC et al., 1991, 1994).

Considerando a analise separada dos marcadores de fingerprint, pela analise de BOX-
PCR foi possivel identificar 31 perfis polimorficos (100% de similaridade), dos quais 18 foram
redundantes (composto por duas ou mais estirpes) e 13 de ocorréncia Unica (apenas uma
estirpe). Quando a analise considerou um agrupamento dos perfis com 70% de similaridade, foi
possivel identificar 17 grupos (A-P), sendo trés compostos por apenas uma estirpe (Anexo 1).
Jé& pela analise de ERIC-PCR, 24 perfis foram identificados, considerando o nivel de 100% de
similaridade. Dos 24 perfis identificados, 12 foram compostos por duas ou mais estirpes
(redundantes) e 12 foram de ocorréncia Unica. Quando os perfis foram agrupados com nivel de
similaridade de 70%, foram identificados 20 grupos (A-T), dos quais oito grupos tinham apenas
uma estirpe (Anexo 2). Portanto, considerando um nivel de 100% de similaridade, a analise de
BOX-PCR apresentou maior poder de discriminacdo para estudar a microdiversidade da
colecdo, sendo capaz de perceber as diferencas entres as estirpes estreitamente relacionadas,
gerando um naimero maior de perfis polimérficos do que a técnica de ERIC-PCR (Anexo 1).
Por outro lado, a analise de ERIC-PCR apresentou maior poder discriminatério ao nivel de 70%
de similaridade (Anexo 2), resultando em maior correspondéncia com a analise filogenética do
gene recA. Menna et al. (2009) relacionam a maior capacidade da anélise de BOX-PCR
discriminar estirpes mais proximas ao maior polimorfismo formado por essa analise, em
comparacdo ao ERIC-PCR. Esses autores afirmam que pela analise de diversidade por BOX-
PCR, estirpes pertencentes a géneros diferentes ndo se agrupam em um nivel de 70% de
similaridade, enquanto que algumas estirpes da mesma espécie podem se posicionar em clusters
diferentes. Em ambas as analises do presente estudo, mesmo considerando 100% de
similaridade, ndo ha estirpes de grupos fenotipicos diferentes congregadas no mesmo
agrupamento genético, o que mostra capacidade das duas analises em distinguir 0os grupos
fenotipicos Bj e Be e agrupar as estirpes com mesmo fenotipo (Figura 2; Anexo 1; Anexo 2).
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Figura 2. Dendrograma (UPGMA) de similaridade genética construido pela anélise conjunta
dos perfis polimorficos obtidos por BOX e ERIC-PCR de diferentes isolados de
Bradyrhizobium spp. obtidos de raizes de cana-de-agucar. Grupos formados de A-S
representam uma linha de corte a 70% de similaridade. Tipos de recA de 1-VI1I foram definidos
apos analise filogenética deste gene nos representantes dos grupos (Figura 3). Tipo de
morfologia de colonia foi obtida por caracterizagao de acordo com a figura 1.



3.5.3 Andlise Filogenética do Gene recA

A analise filogenética das sequéncias do gene recA revelou a existéncia de sete tipos (I-
VII) filogenéticos, com base no agrupamento das sequéncias com, pelo menos, 98% de
similaridade. O recA tipo | ocorreu em sete estirpes que foram separadas em dois clados muito
proximos e com variacdo interna de similaridade entre estirpes de 98,8-100%. As estirpes com
recA tipo | estdo filogeneticamente relacionadas a estirpe Bradyrhizobium arachidis LMG
26795" (97,5-97,7%). O recA tipo Il ocorreu em seis estirpes com 100% de similaridade entre
as sequéncias, sendo este grupo de estirpes previamente descrito como a nova especie
Bradyrhizobium sacchari (DE MATOS et al., 2017). O recA tipo 11 foi identificado nas estirpes
P10-6 e P12-6 (100% similaridade) e esta associado a espécie de Bradyrhizobium ivorense
(95,8% de similaridade), porém representando um novo ramo filogenético. O recA tipo 1V foi
representado por 12 estirpes divididas em dois clados muito proximos com 98,5-100% de
similaridade entre as sequéncias. Este grupo representa um novo ramo filogenético ligado a 11
espécies de Bradyrhizobium, entre as quais a mais proxima € B. lablab com 93,5 a 94,4% de
similaridade. A estirpe P4-5 mostrou sequéncia Unica de recA (tipo V) e estéa filogeneticamente
associada as espécies B. pachyrhizi e B. brasilense com 96,4% de similaridade. Treze estirpes
(recAtipo VI) apresentaram sequéncias com 98,5-100% de similaridade dentro do grupo e estdo
estreitamente relacionadas com a estirpe tipo de B. elkanii. Por fim, as estirpes P7-4 e P7-6,
isoladas de nédulos diferentes da mesma planta, possuem sequéncias de recA idénticas (recA
tipo VII) e com 95% de similaridade com a estirpe tipo da espécie B. stylosanthis (Figura 3).

A grande maioria das espécies de Bradyrhizobium descritas teve isolamento a partir de
nodulos radiculares de leguminosas o que resultou em sua diversidade real sendo subestimada.
A figura 3 reflete bem essa realidade, onde a filogenia do gene recA das estirpes tipo desse
género e de estirpes da colecdo obtida a partir de tecidos de cana-de-agucar, uma cultura pouco
explorada quanto a colonizacéo por Bradyrhizobium, resultou na formacéo de seis grupos com
similaridade inferior a 98%. Ainda assim, é necessaria a utilizacdo de analise polifasica para
suportar a classificacdo de novas espécies (DELAMUTA et al., 2013).
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Figura 3. Andlise filogenética do gene recA de estirpes de Bradyrhizobium spp. obtidas de raizes de
cana-de-acucar e espécies tipo desse género. Filograma Neighbor-Joining (NJ) estimado a partir de 410
posicdes de pares de bases. Valores de bootstrap sdo mostrados quando as relacdes representadas foram
observadas em pelo menos 50% de 1000 pseudo-réplicas. A arvore NJ foi obtida utilizando o modelo
de Kimura 2-parameter, como indicado pela funcdo de teste modelo do programa MEGA 7. A analise
envolveu 110 sequéncias nucleotidicas. Todas as posi¢fes contendo lacunas e dados ausentes foram
eliminadas previamente & analise. Bradyrhizobium lupini HPC(L) (AMQQ00000000) foi utilizada como
grupo externo. A barra de escala representa 0 nimero de substitui¢des de pares de base por site. Alguns
clados colapsados sdo representados com as letras A a D e as respectivas estirpes podem ser encontradas
no Anexo 3. Numero de acesso das espécies tipo estdo no Anexo 3.

Sequéncias recA com rep-PCR

Embora tenha sido observado alta correspondéncia dos perfis polimérficos (100% de
similaridade) e grupos (70% de similaridade) nas analises de BOX e ERIC-PCR com a analise
filogenética para 0 gene recA, principalmente quando os perfis polimérficos foram analisados
em conjunto, alguns casos particulares merecem comentarios adicionais.

Na analise BOX-PCR as estirpes P10-6 e P12-6, que possuem o tipo Il do gene recA,
ficaram em grupos diferentes. A estirpe P10-6 ficou no grupo F, junto com estirpes com tipo
IV do gene recA, enguanto que a estirpe P12-6 ficou no grupo H, junto com estirpes do grupo
V1 do gene recA (Anexo 1). Em relacdo a analise com ERIC-PCR, a estirpe P8-5 que é do tipo
IV de recA, se agrupou com outras estirpes com o tipo VI, no grupo G (Anexo 2). Embora na
andlise conjunta de BOX e ERIC-PCR essas estirpes também nao tenham se agrupado com seus
respectivos tipos de recA, ndo houve agrupamento com estirpes com tipos diferentes (Figura
2). Um caso curioso é o das estirpes P4-23 (recA tipo 1V) e P4-5 (recA tipo V), que independente
da analise, conjunta ou individual do BOX e ERIC-PCR, apresentaram o mesmo perfil a nivel
de 100% de similaridade, mesmo possuindo tipos diferentes de recA (Figura 2; Anexo 1; Anexo
2).

Ha relatos que filogenias incongruentes do 16S rRNA em grupos de rizbios podem
ocorrer devido a recombinacdo genética e a transferéncia horizontal (COENYE et al., 2005;
VAN BERKUM et al., 2003). Embora ndo se tenha relatos de transferéncia horizontal ou
recombinacdo genica do gene recA em Bradyrhizobium, essa possibilidade ndo pode ser
descartada para explicar essa similaridade de 100% nas analises de BOX + ERIC-PCR ¢ a
divergéncia no recA observada entre as estirpes P4-23 e P4-5. Mesmo com essa possibilidade,
ainda ficou clara a correspondéncia entre as caracteristicas fenotipicas e analise BOX + ERIC-
PCR com a filogenia do gene recA dentro dessa colecédo de estirpes do género Bradyrhizobium.
Isso pode facilitar o processo de identificacdo de estirpes representantes de grupos dentro desse
género.
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3.6 CONCLUSAO

As caracteristicas morfoculturais de Bradyrhizobium podem ser utilizadas para uma
classificacdo preliminar de supergrupo das estirpes;

As andlises de BOX-PCR e ERIC-PCR sdo eficientes para distinguir os grupos
fenotipicos dentro dessa colec¢éo;

A andlise de BOX-PCR apresenta maior poder discriminatério para estudar a
microdiversidade dessa colecdo considerando um nivel de 100% de similaridade;

Hé relacdo entre a filogenia do gene recA e os perfis de BOX-PCR + ERIC-PCR dentro
dessa colecédo de Bradyrhizobium.
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4 CAPITULO 11

FIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO POR Bradyrhizobium spp. DE
CANA-DE-ACUCAR EM VIDA LIVRE E SIMBIOSE: ASPECTOS GENETICOS E

EVOLUTIVOS

Trechos do texto desse capitulo foram adaptados do artigo “Evelution and function of
nitrogen fixation gene clusters in sugarcane associated Bradyrhizobium strains”.
Autoria de: Matos G.F., Rouws L.F.M., Sim@es-Aradjo J.L. e Baldani J.1.. Aceito com
menores revisdes na revista ‘Environmental Microbiology'.
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4.1 RESUMO

O uso de métodos independentes de cultivo evidenciou a participacdo de representantes do
género Bradyrhizobium na contribuicdo da FBN para a cana-de-aclcar. Esse evento levou a
procura e ao isolamento de vérias estirpes filogeneticamente diversas desse género a partir das
raizes dessa cultura, algumas das quais sdo capazes de nodular leguminosas (como
Bradyrhizobium sacchari BR 10280"), enquanto que outras ndo (AG48 e M12). Curiosamente,
essas trés estirpes compartilham a capacidade de fixar nitrogénio em vida livre (FNVL), fato
esse observado apenas em algumas estirpes desse género e que pode ser uma caracteristica
importante para a FBN em plantas ndo leguminosas. A analise do rascunho genémico de BR
10280" revelou que essa estirpe pertence ao supergrupo de B. japonicum e que carrega dois
clusters dos principais genes de fixacdo de nitrogénio (nif), incluindo os genes nifHDK, sendo
um simbiotico (SC) e outro ndo simbiotico (NSC). Uma abordagem de analise genémica e
funcional foi aplicada para entender o papel dessas duplica¢fes genéticas do ponto de vista de
uma perspectiva evolutiva. A analise de todas as sequéncias de genomas de Bradyrhizobium
disponiveis nos bancos de dados do “National Center for Biotechnology Information e DNA
Data Bank of Japan ” mostrou que apenas trés estirpes (B. sacchari BR 102807, B. guangxiense
CCBAU 53363" e Bradyrhizobium sp. DOA9) possuem os dois tipos de cluster de genes nif.
Entretanto, a estirpe BR 102807 apresentou um alto nivel de divergéncia de sequéncia entre
homdlogos de genes nif individuais, com um deles agrupando-se com o filotipo de genes nif
presente em supergrupo de Bradyrhizobium fotossintéticos (NSC). Ensaio de reducdo de
acetileno (ARA), realizado com estirpes representativas de diferentes clados filogenéticos de
Bradyrhizobium, mostrou que apenas aqueles portando os genes do tipo NSC apresentaram
capacidade de FNVL. Em adigdo, a analise de PCR quantitativa em tempo real (RT-gPCR)
mostrou que na estirpe BR 10280" a expressdo de nifH do cluster NSC foi mais fortemente
induzida durante a atividade de nitrogenase em vida livre do que no nifH do cluster SC. Durante
a simbiose dentro dos nodulos de Vigna unguiculata, ambos os filotipos foram altamente
transcritos. Juntos, esses resultados mostram que Bradyrhizobium possuem dois tipos de
clusters de genes nif, um simbiotico (SC) e outro ndo simbioético (NSC), que podem ser
separados nos supergrupos filogenéticos de Bradyrhizobium japonicum e fotossintético através
de seus contetidos GC% e organizacdo dos genes, e que o cluster de genes nif ndo simbidtico
pode estar mais envolvido na FBN em condigdo de vida livre.

Palavras-chave: fixacdo associativa de nitrogénio, rizobio, nodulacdo, expressao génica.
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4.2 ABSTRACT

The use of independent cultivation methods evidenced the participation of representatives of
the genus Bradyrhizobium in the BNF contribution to sugarcane. This event led to the search
and isolation of several phylogenetically diverse strains of this genus from the roots of this crop,
some of which are able to nodulate legumes (such as Bradyrhizobium sacchari BR 102807,
while others do not (AG48 and M12). Interestingly, these three strains share the ability to fix
nitrogen under free-living conditions (FNVL), which was observed only in a few strains of this
genus and which may be an important characteristic for BNF in non-legume plants. Analysis
of the genomic draft of BR 102807 revealed that this strain belongs to the supergroup of B.
japonicum and that it carries two clusters of the main nitrogen fixation (nif) genes, including
the nifHDK genes, one symbiotic (SC) and one non-symbiotic (NSC). A genomic and
functional analysis approach was applied to understand the role of these genetic duplications
from an evolutionary perspective. Analysis of all Bradyrhizobium genome sequences available
in the National Center for Biotechnology Information and DNA Data Bank of Japan databases
showed that only three strains (B. sacchari BR 102807, B. guangxiense CCBAU 53363" and
Bradyrhizobium sp. DOA9) have the two types of nif gene cluster. However, BR 102807
showed a high level of sequence divergence between homologues of individual nif genes, with
one of them clustering with the phylotype of nif genes present in photosynthetic
Bradyrhizobium supergroup (NSC). Acetylene reduction assay (ARA), performed with
representative strains of different Bradyrhizobium phylogenetic clades, showed that only those
carrying NSC-type genes showed FNVL capacity. In addition, quantitative real-time PCR (RT-
gPCR) analysis showed that, in BR 102807, the expression of nifH from the NSC cluster was
more strongly induced during free-living nitrogenase activity than in the nifH from the SC
cluster. During symbiosis within Vigna unguiculata nodules, both phylotypes were highly
transcribed. Together, these results show that Bradyrhizobium has two types of nif gene clusters,
one symbiotic (SC) and one non-symbiotic (NSC), which can be separated into the phylogenetic
supergroups of Bradyrhizobium japonicum and photosynthetic through their% GC contents
and organization of the genes, and that the non-symbiotic nif gene cluster may be more involved
in free-living BNF conditions.

Keywords: associative nitrogen fixation, rhizobia, nodulation, gene expression.
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4.3 INTRODUCAO

Bradyrhizobium (JORDAN, 1982) é um dos principais géneros de bactérias que
induzem a formacé&o e habitam nodulos radiculares em plantas leguminosas. Estirpes com essa
capacidade sdo comumente conhecidas como ‘rizébios’. Nessa interagdo mutualistica entre
leguminosas e rizdbios, a planta fornece as bactérias seus fotossintatos enquanto os rizobios
fornecem formas assimil&veis de nitrogénio obtido pela fixacéo bioldgica de nitrogénio (FBN)
(OLDROYD, 2013), um processo que depende da presenca da enzima nitrogenase, codificada
pelos genes nif (DIXON & KAHN, 2004). Em algumas espécies de Aeschynomene, um género
de leguminosas que crescem em areas alagadas, espécies de Bradyrhizobium induzem a
formacdo de nddulos no caule (GIRAUD et al., 2000, 2007b). No entanto, ficou claro que
Bradyrhizobium spp. ocupam ambientes muito mais diversos que os nodulos de leguminosas e
também desempenham funcdes diversas.

Embora ainda haja pouco conhecimento sobre os mecanismos abioticos capazes de
potencializar a FBN em vida livre (FNVL), o que necessita de mais pesquisas nessa linha
(SMERCINA et al., 2019), existem evidéncias que Bradyrhizobium spp. podem ter também um
papel na FBN em associagdo com plantas ndo leguminosas, por exemplo em arroz
(CHAINTREUIL et al., 2000; PIROMYOU et al., 2017; GREETATORN et al., 2019), milho
(ROESCH et al., 2008), batata doce (TERAKADO-TONOOKA et al., 2013), sorgo (
RODRIGUES COELHO et al., 2008; HARA et al., 2019) e cana-de-acucar (THAWEENUT et
al., 2011; FISCHER et al., 2012). Estirpes filogenética e funcionalmente diversas de
Bradyrhizobium spp., inclusive, tém sido isoladas de varias dessas culturas e frequentemente
essas bactérias sdo capazes de apresentar FNVL, o que é uma observacdo relevante para FBN
em associacdo com plantas que ndo formam nddulos simbioticos. Entre Bradyrhizobium spp.
obtidos de raizes de cana-de-acucar, Rouws et al. (2014), por exemplo, descreveram que
algumas destas estirpes sdo capazes de associacdo simbiodtica com leguminosas e também
realizar a FNVL (como Bradyrhizobium sacchari BR 102807), enquanto outras ndo sio capazes
de tal associacdo mas apresentaram capacidade de FNVL (como M12 e AG48). A capacidade
de FBN em simbiose e em vida livre observada para B. sacchari pode representar uma
adaptacdo as mudancas nas circunstancias ambientais onde leguminosas e plantas ndo
leguminosas estdo disponiveis alternadamente como hospedeiras.

Embora ndo sejam capazes de se desenvolver usando N2 atmosférico como fonte Unica
de N, a capacidade de algumas estirpes de Bradyrhizobium expressar a atividade de nitrogenase
em vida livre vem sendo relatada desde a década de 1970 (KURZ & LARUE, 1975; PAGAN
et al., 1975; KANESHIRO & KURTZMAN, 1982). Posteriormente, observou-se que a
atividade de nitrogenase em vida livre € comum em um grupo de Bradyrhizobium
fotossintéticos provenientes de nodulos caulinares de espécies da leguminosa aquética
Aeschynomene (Alazard 1990 e 1991). As estirpes BTAI1 (EAGLESHAM & SZALAY, 1983)
e ORS278 (MOLOUBA et al., 1999) sdo exemplos bastante estudados desse grupo atipico que,
além de sua capacidade de fixar nitrogénio em vida livre, possuem a capacidade de nodular
algumas espécies de Aeschynomene, mesmo ndo possuindo os genes nodABC, que tém papel
fundamental na maioria das relagcbes simbioticas de Bradyrhizobium com leguminosas
(GIRAUD et al., 2007b). Os Bradyrhizobium fotossintéticos formam um grupo filogenético
distinto (superclado) de dois outros principais superclados representados pelas espécies
Bradyrhizobium japonicum e Bradyrhizobium elkanii (MOLOUBA et al., 1999; OKUBO et al.,
2012). Dois estudos recentes usaram dados de sequéncias gendmicas disponiveis de cerca de
200 estirpes do género Bradyrhizobium, confirmando a existéncia dos superclados de B.
japonicum, B. elkanii e fotossintético, além de alguns clados adicionais que variaram entre 0s
estudos (AVONTUUR et al., 2019; ORMENO-ORRILLO & MARTINEZ-ROMERO, 2019).
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Estudos usando métodos gendmicos e moleculares modernos permitiram avangos no
conhecimento dos aspectos genéticos e bioquimicos responsaveis pela atividade da nitrogenase
em vida livre também em estirpes de Bradyrhizobium ndo fotossintéticos. No cora¢do do
processo de FBN, estd o complexo enzimatico nitrogenase, codificado pelos genes estruturais
nifH (codificando o homodimero nitrogenase redutase ou proteina Fe) e nifDK (codificando as
subunidades alfa e beta da nitrogenase ou proteina Fe-Mo) (DIXON & KAHN, 2004). Além
desses genes, o gene nifA tem um papel regulatério fundamental e os genes nifBENXQS, com
papéis na biossintese do cofator Fe-Mo, também costumam estar presentes nos genomas de
diversas estirpes de Bradyrhizobium (MASSON-BOIVIN et al., 2009). O gene nifV ¢
responsavel pela sintese de homocitrato, que € um componente essencial do cofator Fe-Mo.
Durante as interacfes simbioticas, a planta pode fornecer o homocitrato ao bacterdide, o que
explica porque muitas espécies e estirpes simbioticas ndo possuem esse gene. Pelo outro lado,
0 gene nifV parece ser fundamental para a capacidade de fixar N em vida livre, quando a planta
ndo pode fornecer o homocitrato (NOUWEN et al., 2017).

No género Bradyrhizobium, a estirpe ndo fotossintética DOASY, isolada de nddulos de
Aeschynomene americana e membro do supergrupo de B. japonicum, apresenta uma faixa
ampla de hospedeiras, além de apresentar atividade da nitrogenase em vida livre
(NOISANGIAM et al., 2012; WONGDEE et al., 2016). Essa estirpe possui todos 0s genes
necessarios para FBN, inclusive o gene nifV, em seu cromossomo. Além disso, possui um
megaplasmideo carregando cépias dos genes nifHDK e alguns outros genes relacionados a FBN
(OKAZAKI et al., 2015). Existem evidéncias sugerindo que as copias dos genes nifDK do
cromossomo e do megaplasmideo contribuem de forma diferenciada para a FBN em situacéo
simbidtica e de vida livre ( WONGDEE et al., 2016).

A estirpe BR 102807 de Bradyrhizobium sacchari, endofitica de cana-de-agUcar,
também é ndo fotossintética e pertencente ao supergrupo de B. japonicum e, assim como DOA9,
apresentou atividade de nitrogenase em vida livre, além da capacidade de formar nédulos ativos
em varias espécies de leguminosas (ROUWS et al., 2014; DE MATOS et al., 2017). Acredita-
se que a capacidade de FNVL pode ser uma caracteristica importante na sua interagdo com a
planta hospedeira cana-de-agucar. Neste trabalho, procurou-se compreender melhor a relacdo
entre o contetido de genes nif e a capacidade de FBN em vida livre no género Bradyrhizobium,
usando a estirpe BR 10280 em comparagdo com outras estirpes do género. Aplicou-se, para,
isso uma abordagem filogendmica com as sequéncias gendmicas de 206 estirpes de
Bradyrhizobium disponiveis, com base na filogenia recentemente publicado por Avontuur et al.
(2019).
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4.4 MATERIAL E METODOS

4.4.1 Estirpes de Bactérias e Meios de Cultura

As estirpse Bradyrhizobium sacchiri BR 10280 (=P9-20), Bradyrhizobium sp. AG48
(= BR 10261), Bradyrhizobium sp. M12 (= BR 10289), B. stylosanthis (BR 446"), B.
yuanmingense (BR 3267), B. centrolobii HAMBI 35977 (= BR 102457), B. neotropicale
HAMBI 35997 (= BR 102477), B. huanghauaihaiense CGMCC 1.10948" (= BR 10336"), B.
oligotrophicum S58" (= BR 10343") e Bradyrhizobium sp. Btail (= BR 5350), utilizadas neste
estudo, foram obtidas do Centro de Recursos Biologicos Johanna Dobereiner, Embrapa
Agrobiologia, Brasil e cultivados a 28°C em meio de cultura de manitol e levedura (YM) ou
extrato de levedura e triptona (TY) (VINCENT, 1970). Para obter meio sélido, 1,5% de &gar
foi adicionado. O meio semissélido usado para ensaios de reducdo de acetileno (ARA) foi
preparado conforme descrito anteriormente (ROUWS et al., 2014), utilizando 0,4 g L™ de
extrato de levedura (YE) e pH 6,5.

4.4.2 Extracéo e Sequenciamento de DNA das Estirpes AG48 e M12

Amostras de 2 mL das estirpes AG48 e M12 crescidas em meio TY foram centrifugadas
a 10000 rpm por 2 minutos para obtencdo da biomassa de células. Para extracdo do DNA foi
utilizado o kit Wizard® Genomic DNA Purification (Promega, EUA) de acordo com a
recomendacdo do fabricante.

As sequéncias foram geradas usando a tecnologia Illumina MiSeq e bibliotecas de
amplicons de 300-350 pares de base (bp) ha NGS Solugcbes Gendmicas (Piracicaba, Brasil).
Para AG48 e M12, foram obtidas 21.898.828 e 22.386.998 leituras de 101 pares de bases nas
extremidades emparelhadas, respectivamente. As leituras da sequéncia Shotgun foram
submetidas ao controle de qualidade usando FastQC 0.11.9
(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) e montadas usando SPAdes
3.14.0 (BANKEVICH et al., 2012). A qualidade da montagem foi avaliada usando QUAST
(GUREVICH et al., 2013). A montagem do genoma de AG48 tem um comprimento total de
7.561.022 bp, cobertura 292 vezes, 71 contigs (> 1000 bp) e um valor N50 de 190.968.
montagem de M12 tem um comprimento total de 7.755.363 bp, cobertura 291 vezes, 53 contigs
(> 1000 bp) e um valor N50 de 244761. As sequéncias AG48 e M12 foram depositadas em
DDBJ/ENA/GenBank  sob  acessos JACOFQ000000000 e JACOFR000000000,
respectivamente. Apenas sequéncias de genoma ndo montadas para as estirpes TM122
(DRA006492) e TM124 (DRA006493) estavam disponiveis no DDBJ Sequence Read Archive,
portanto, também foram montadas. O conjunto TM122 tinha um comprimento total de
7.937.094 bp, 29 contigs (> 1000 bp) e um valor N50 de 763.987; o conjunto TM124 tinha um
comprimento total de 7.114.129 bp, 31 contigs (> 1000 bp) e um valor N50 de 72,7023.

4.4.3 Anotacdo de Genoma e Organizacao de Cluster de Genes nif

Sequéncias de genoma (Draft) de 219 estirpes de Bradyrhizobium disponiveis
publicamente (224 replicons no total, incluindo plasmideos) foram recuperadas do National
Center for Biotechnology Information (NCBI) e do DDBJ Sequence Read Archive em junho
de 2019. Juntamente com genomas sequenciados das estirpes AG48 e M12, um total de 221
genomas foram avaliados. Todas as sequéncias tiveram seus genes anotados usando o servidor
RAST (Rapid Annotations using Subsystems Technolog) (AZIZ et al., 2008; OVERBEEK et
al., 2014). Para B. sacchari, além da estirpe BR 102807, a estirpe BR 10556, que tem uma
sequéncia de genoma mais proxima da completa e que possui clusters de genes nif idénticos aos
de BR 102807, também foi usada nas analises. Andlises detalhadas, incluindo anotagdo manual,
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determinacbes de conteldo de GC% e anéalises de sintenia foram realizadas com a ajuda do
software Artemis (CARVER et al., 2012).

4.4.4 Analise Filogenética

Para melhor compreensdo da dissimilaridade entre as duplicatas das sequéncias dos
genes nifH, nifD e nifK da estirpe BR 102807 e também das demais espécies do género
Bradyrhizobium, foi feito uma busca das sequéncias génicas de interesse no software online
The RAST (AZIZ et al., 2008). O alinhamento e a analise filogenética foram conduzidos usando
o software MEGA 7 (KUMAR et al., 2016). Para a concatenacdo de genes, as sequéncias de
diferentes estirpes foram alinhadas, cortadas no mesmo comprimento e concatenadas usando o
software Seaview (GALTIER et al., 1996). Arvores filogenéticas foram construidas usando o
método de neighbor joining (NJ) (SAITOU & NEI, 1987) e Maximum Likelihood (ML) (NEI
& KUMAR, 2000). A forca da topologia das arvores filogenéticas foi avaliada utilizando o
método de inicializacdo atraves da aplicacdo de 1000 ou 500 pseudoreplicatas (FELSENSTEIN,
1985b).

4.4.5 Ensaios de Reducéo de Acetileno (ARA)

Para realizagdo do ensaio de reducdo de acetileno (ARA) as estirpes B. sacchari BR
102807, Bradyrhizobium sp. AG48, B. stylosanthis BR 4467, B. yuanmingense BR 3267, B.
centrolobii BR 10245", B. neotropicale BR 102477, B. huanghauaihaiense
CGMCC.1.109448", B. oligotrophicum S58" e Bradyrhizobium sp. BTAi1 foram cultivadas em
meio de cultivo TY. Vinte microlitros da cultura crescida foram inoculados em frascos de
penicilina com capacidade de 18 mL contendo 8 mL de meio JMV semissolido modificado e
incubados por 7 dias a 28°C no escuro (ROUWS et al., 2014). Apo6s a incubacdo, os tampdes
de algodao foram removidos e substituidos por rolhas de borracha, e 10% do volume de ar do
espaco superior foi substituido por gas acetileno com auxilio de uma seringa e os frascos foram
incubados por mais uma hora a 28 °C. Apos este periodo, aliquotas de 1 mL foram removidas
e injetadas em um cromatdgrafo de gas equipado com um detector de descarga de ionizagdo de
barreira (DIB) (GC BID-2010 Plus, Shimadzu Corporation, Japdo). Para o controle negativo,
os frascos foram inoculados com meio TY liquido sem bactérias e verificada a auséncia de
etileno nas culturas que ndo receberam acetileno. A atividade da nitrogenase foi expressa em
nmoles de etileno em frasco™® hora™. O experimento foi realizado em triplicata.

4.4.6 Expressdo de Genes nifH e nifD em Bradyrhizobium sacchari BR 102807

4.4.6.1 Montagem experimento

Para o estudo de expressdo dos genes nifH da estirpe Bradyrhizobium sacchari BR
10280T em condicOes simbidticas, 0 RNA total foi extraido de nddulos de Vigna unguiculata
inoculadas. Para isso, sementes de Vigna unguiculata foram pré-germinadas apos desinfestacéo
superficial em placas com agar-agua (1%) por trés dias e, a seguir, transferidas para garrafas
contendo 250 mL de solugé@o Norris livre de N (NORRIS & DATE, 1976), conforme descrito
anteriormente por Matos et al. (2017). As mudas foram inoculadas com 1 mL de meio TY
liquido contendo aproximadamente 1 x 108 células da estirpe BR 10280". O experimento teve
seis repeticdes. Como controle negativo, as plantas receberam meio liquido TY. As plantas
foram incubadas sob luz artificial (fotoperiodo de 12 h) a aproximadamente 28 °C. Vinte e
cinco dias apos a inoculacao, os nodulos ativos foram coletados e armazenados a -80 °C. Para
o mRNA que representa FNVL, a estirpe BR 102807 foi cultivada em meio semissdlido por
sete dias, conforme descrito anteriormente. Apos esse periodo, trés frascos foram testados e
considerados positivos para a atividade da nitrogenase pela ARA. De trés frascos adicionais,
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1,5 mL do meio de cultura semissolido, préximo a superficie do meio e densamente povoado
por células bacterianas, foi coletado e centrifugado a 10000 rpm por 2 minutos a 4 °C. O
sobrenadante foi descartado e as células armazenadas a -80 °C.

4.4.6.2 Extracao de RNA

Para extracdo do RNA de nddulos foi utilizado um protocolo com TriZol® (RIO et al.,
2010). O protocolo consistiu em etapa inicial de maceracdo dos nodulos com auxilio de
nitrogénio liquido, pistilo e gral até a obtencdo de um extrato bem fino. Apos esse passo, 1 mL
do reagente TRIzol foi adicionado e a mistura foi homogeneizado em aparelho tipo votex por
30 segundos. Em seguida, as amostras foram incubadas a 25 °C por 5 minutos. Posteriormente,
0,2 mL de cloroférmio foi adicionado as amostras, que foram agitadas vigorosamente a méo
por 15 segundos, seguido de incubagéo a 25 °C por 3 minutos. As amostras foram centrifugadas
a 12000 x g sob refrigeracdo (4 °C) por 15 minutos. O sobrenadante foi transferido para um
novo tubo ao qual foi adicionado 0,5 mL de isopropanol. A mistura foi homogeneizada por
inversdo e deixado a 25 °C por 10 minutos. Foi realizada uma nova centrifugacao sob as mesmas
condigdes anteriores, mas por apenas 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado
lavado com 1 mL de etanol 75%. Para retirar o etanol foi realizada centrifugacdo por 5 minutos.
Depois da retirada do excesso de etanol o RNA ficou na bancada por 10 minutos para secar. O
RNA foi dissolvido em agua tratada com DEPC.

A extracio de RNA total das amostras oriundas do crescimento de BR 10280T em meio
de cultivo semissélido foi realizada de acordo com Jahn et al. (2008). O protocolo consistiu em
lise inicial das amostras utilizando 800 pL de tampao de lise (TE -10 mM Tris, ajustado para
pH 8,0 com HCI, 1 mM de EDTA; e 185 U/mL de solucdo de lisozima de Ready-Lyse
(Epicenter Biotechnologies, Madison, WI). Apos a ressuspenséo das células, foi adicionado 80
pL de uma solucéo a 10% de SDS ao lisado, misturado e incubado a 64 °C por 2 min. Apds a
incubacédo, 88 pL de NaOAc 1M (pH 5,2) foi misturado com o lisado. A esta solugéo, foi
adicionado um volume igual de fenol &cido, misturado e incubado a 64 °C durante 6 min,
invertendo os tubos seis vezes a cada 40s. As amostras foram resfriadas em gelo e centrifugadas
a 21000 g por 10 min a 4 °C. A camada aquosa foi transferida para um novo tubo com igual
volume de cloroférmio e centrifugada a 21000 g durante 5 min a 4 °C. A camada aquosa foi
dividida entre dois microtubos de 1,5 mL e precipitada com etanol pela adicdo de 1/10 do
volume de NaOAc 3M (pH 5,2), 1/10 do volume de EDTA 1 mM e 2 volumes de etanol gelado
a cada amostra. As amostras foram misturadas e incubadas a -80 °C por 12 horas. O RNA foi
sedimentado por centrifugacéo a 21000 g durante 25 min a 4 °C. O pelete foi lavado com etanol
gelado a 80% e centrifugados a 21000 g durante 5 min a 4 °C. O etanol foi cuidadosamente
removido e o precipitado foi seco ao ar por 20 min. O pelete de cada amostra dividida foi
dissolvido em um total de 30 uL de agua livre de RNase.

4.4.6.3 Tratamento do RNA com DNase, verificacdo da qualidade e quantificacdo

Para remover o DNA residual dos extratos de RNA, foi utilizado o kit RNase-Free
DNAse | (Epicentre Technologies, Madison, W1, USA) seguindo as indicagdes do fabricante.
Foi realizado a adi¢do do tampéo e da DNase | na amostra no volume correspondente a 10% do
volume final da reacdo que foi completado com &gua tratada com DEPC. As amostras foram
incubadas a 37 °C por 10 minutos.

A qualidade do RNA apos tratamento com DNase foi verificada por meio de eletroforese
em gel de agarose 2,0% com brometo de etidio (0,02 pL.mL™?) durante 30 minutos a 100 V em
tampdo TAE 1X preparado com agua tratada com DEPC. Em seguida, os géis foram
fotografados com fotodocumentador Kodak® Logic 100. A quantificacdo do RNA foi realizada
por leitura por um Qubit® fluorimetro (Invitrogen) usando o Kit Qubit® RNA BR Assay
(Invitrogen) de acordo com as instrugdes do fabricante.
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4.4.7 Transcricdo Reversa e PCR Quantitativa em Tempo Real (RT-qPCR)

4.4.7.1 Transcrigao reversa

Apos a purificacdo, verificagdo da qualidade e quantificagdo do RNA, a sintese da
primeira cadeia de ¢cDNA foi realizada com 1,3 ug de RNA ou 350 ng de RNA total,
respectivamente para os extratos obtidos do nddulo e os extratos obtidos de células em meio
semissolido; a quantidade de RNA foi maior para os extratos obtidos do nédulo por considerar
a presenca de RNA da planta. A reacdo de transcricdo reversa foi realizada com auxilio do kit
SuperScript 11l reverse transcriptase (Thermo Fisher Scientific, Invitrogen) seguindo as
instrugdes do fabricante. O primeiro passo foi o preparo de uma reacdo de 13 pL: 1 pL de
mistura de primers hexameros randémicos (150 ng), 1 uL de dNTP (10 mM) e 11 pL de RNA.
Ap6s homogeneizagdo, as amostras foram incubadas a 65 °C por 5 minutos e, em seguida,
resfriadas no gelo por 1 min. O segundo passo foi adicionar para cada amostra 4L de First
Strand buffer 5x, 1uL de DTT 0,1M, 1pL de RNase out, 1uL SuperScript Il transcriptase
reversa, totalizando 20uL de volume total. As amostras foram entdo incubadas em sequéncia a
25 °C por 5 min, 50 °C por 45 min e 70 °C por 15 min.

4.4.7.2 Primers especificos para BR 102807

Primers especificos foram desenhados para as duas copias dos genes nifH e nifD e genes
de referéncia (housekeeping) rpoB, rpoD e gyrD da estirpe BR 102807 (Tabela 1). Os genes
housekeeping sdo utilizados como genes normalizadores em experimento de expressdo génica
por apresentarem niveis de expressdo estavel em diferentes situacdes testadas (REBOUCAS et
al., 2013). Os primers foram desenhados usando o software Primer3 (UNTERGASSER et al.,
2012), com comprimentos entre 20 e 22 nucleotideos, Tm entre 62 e 72 °C e contetdo de G/C
entre 54 e 70%. Os produtos de PCR variaram de 117 a 212 bp e tiveram um contetdo de G/C
acima de 54%. A especificidade do gene de todos os primers foi confirmada usando pesquisas
BLAST na sequéncia gendmica de BR 10280" no NCBI.

Tabela 1. Primers especificos desenhados a partir do genoma da estirpe BR 102807

Genes Primers Sequéncia 5°-3’

D1 nifD1f TTTCGGTCATCTCGAGGGCG
nifD1r TGCTTCGAGCTCAGCCAGCG

. nifD2f GACAAGGTCAACCCGGAGGC
nifD2r CGCTTCCAACTCGGCGAGGC

e nifH1f GGTGCAGCATGCAGAGCTACGC

nifH1r CGACGATTGATTCATCCACGGG

it nifH2f TATCGTTCAGCACGCTGAGCTG
nifH2r TCTTGCCGATCTGGCTTTCG
0B rpoBf TGGCGCAGCAGACATTCACC
P rpoBr GGGCTCGTCGACCATCAGGA
oD rpoDf TCTTGCCGTCCGACCAGACC
P rpoDr GGTGACGGCCTTCTGGGTGA
o gyrDf GTCCTCAACGAGGCGCTCCA
9y gyrDr GGCAGCGAGGAGACCGACAG
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4.4.7.3 gPCR para calibracéo dos primers

gPCR

As reacOes de qPCR foram feitas usando o equipamento 7500 Fast Real-Time PCR
System (Applied Biosystems) e o reagente QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix (Qiagen).
As reacbes de qPCR foram realizadas em volume de 15 pL (completado com &gua) e
consistiram de 7,5 uL de SYBR Green Master Mix, 125 nM de cada primer e 5 uL de amostras
de DNA gendmico diluido em serie (base 10) de 10 a 0,0001 ng por reacdo (seis pontos de
diluicdo). As condi¢des de PCR foram: 3 min a 95 °C, seguido por 40 ciclos de 45sa 95 °C e
45 sa 60 °C. Todas as anélises de qPCR foram realizadas usando trés réplicas bioldgicas e duas
técnicas.

Curva de calibracao

Para confecgédo de curva de calibragéo, os valores de Ct obtidos das reacfes de gPCR
através das diluicbes de DNA gendmico da estirpe BR 102807 foram relacionados com o
namero de copias de fragmento do gene alvo em cada reacdo. Com a curva € possivel obter a
eficiéncia de amplificacdo (E), o slope e o coeficiente de determinacéo (R?) de cada primer e
determinar a sua confiabilidade. A eficiéncia de amplificacédo (E) foi calculada com a equacao
E = 107(-1/slope) -1, onde slope ¢ o coeficiente ‘a’ da funcdo gerada pela reta do gréfico. Ja o
coeficiente de determinacdo (R?) representa a estabilidade dos primers (JOHNSON et al.,
2013).

Para o calculo de nimero de copias dos genes alvos amplificados foi utilizado a formula:
NO cdpias = (X (ng) X 6,0221x1023 (moléculas.mol)) + (N (pb) X 660 (g.mol-1) X 10° (ng.g2))

Onde, N° cépias se refere ao numero de cdpias do gene de interesse amplificado, X é a
quantidade total de DNA gendmico usado na reacdo, em nanograma (ng); 6,0221x10%3 é a
constante de Avogadro; N representa o comprimento total do genoma da estirpe estudada, em
pares de base (pb); 660 é a massa média em g de 1 mol de DNA dupla fita; e 10° é para
transformar a massa do genoma, de grama (g) para nanograma (ng).

4.4.7.4 RT-gPCR com cDNA

A quantificacdo relativa de RT-gPCR é usada para detectar mudancas na expressdo dos
genes de interesse em relacdo a um gene de referéncia, que geralmente é um gene housekeeping.
A RT-gPCR foi realizada no sistema de PCR 7500 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied
Biosystems) utilizando o QuantiTect® SYBR® Green PCR (QIAGEN). A reacdo de PCR para
um volume final de 15 pL consistiu de 7,5 uL de SYBR Green, 125 nM de cada primer e 5,0
uL de cDNA diluido 1:5. O ciclo foi realizado de acordo com as condigdes de calibracdo do
primer descrito no item 4.4.7.3. Todos os ensaios de RT-gPCR foram realizados utilizando trés
repeticdes bioldgicas com trés repeticdes técnicas, além de um controle sem amostra.

O método de andlise de expressdo génica comparativa é baseado nas diferencas em Ct
entre os genes alvo e o de referéncia e normaliza a expressao génica para uma amostra. Portanto,
a seguinte formula forneceu o ACt:

ACt= Ct do gene alvo- Ct de gene de referencia

O AACt foi obtido pela formula: AACt = 2/-A¢t
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4.5. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.5.1 Genes de Fixacao Biologica de Nitrogénio e Clusters de Genes nif Simbioticos e
N&o Simbidticos

De todas as 221 sequéncias gendmicas de Bradyrhizobium spp. obtidas, em 47 estirpes
nenhum dos genes nifH, nifD ou nifK foram identificados, trés estirpes possuem um genoma
incompleto e 15 ndo foram estudadas devido a problemas com a qualidade do genoma, restando
156 estirpes (Anexo 4). A andlise das 156 estirpes restantes mostrou que as estirpes DOA9, B.
guangxiense CCBAU 53363" e B. sacchari BR 10280 possuem duplicatas dos trés genes
estruturais (nifHDK) da nitrogenase. Essas trés estirpes sao membros do supergrupo B.
japonicum (Figura 4; Figura 5). No entanto, a duplicagéo do gene nifH foi observada somente
em um total de nove estirpes, além das trés ja mencionadas: B. centrolobii BR 10245", B.
neotropicale BR 102477, Bradyrhizobium sp. $23321, Bradyrhizobium sp. TM124 (também do
supergrupo de B. japonicum) e B. oligotrophicum S58T, Bradyrhizobium sp. BTAI1,
Bradyrhizobium sp. ORS 278, Bradyrhizobium sp. TM122 e Bradyrhizobium sp. ORS 285
(supergrupo de B. fotossintético). Todas essas estirpes possuem também o gene nifV, que
codifica homocitrato, essencial para FBN em vida livie (NOUWEN et al., 2017), uma vez que
a propria bactéria tera que produzir homocitrato nessa condi¢cdo. Curiosamente, todas as estirpes
relacionadas ao supergrupo de Bradyrhizobium fotossintéticos, considerando as que tiveram
boa qualidade na anotacdo do genoma, apresentaram duplicata do gene nifH. Mesmo assim,
esse evento ndo é exclusivo desse supergrupo, pois sete estirpes que possuem duplicata do gene
nifH foram classificadas como componentes do supergrupo B. japonicum (Figura 4; Figura 5).
Piromyou et al. (2015) sugerem que as condi¢cdes ambientais e / ou habitat tém impulsionado
continuamente a evolucdo da interacdo planta-Bradyrhizobium. Por outro lado, essas
singularidades nos genes nif em estirpes que possuem capacidade de FNVL foram observados
apenas em estirpes que compdem o superclado B. japonicum e fotossintético, que estdo
estreitamente relacionados filogeneticamente (Figura 4).

Analisando os clusters de genes nif em algumas estirpes que possuem capacidade de
FNVL e de estirpes que realizam FBN em simbiose, foi observado que os clusters desses dois
grupos de genes nif se diferenciam quanto ao conteitdo GC% (Tabela 2). Com isso, foi
confirmado que as estirpes ndo simbioticas possuem os clusters de genes nif em regides com
um conteddo GC% préoximo a média de todo genoma, enquanto as estirpes simbiéticas
geralmente carregam um cluster de genes nif com um contetdo GC% menor (Figura 5; Tabela
2). Em muitos Bradyrhizobium spp. simbi6ticos os clusters de genes nif estdo localizados em
ilhas simbioticas, caracterizadas por um contetdo GC% reduzido em relacdo a média do
genoma (KANEKO et al., 2002; OKUBO et al., 2016). Portanto, neste estudo, o termo cluster
de gene nif 'simbidtico’ (SC) sera usado para clusters em ilhas simbioticas com teor de GC%
reduzido, enquanto o termo cluster de gene nif 'ndo simbidtico' (NSC) sera utilizado para
aqueles ndo localizados em ilhas com menor contetido GC% (Tabela 2).

Estirpes ndo simbioticas e estirpes do supergrupo fotossintético frequentemente
carregam clusters de genes nif com um contetdo de GC% indistinguivel da média do genoma
e esses clusters foram postulados como ancestrais para clusters simbioticos (OKUBO et al.,
2016). Aparentemente, apenas as estirpes do superclado fotossintético que nodulam
Aeschynomene sdo uma excecao a esta regra, porque seus clusters nif ttm um contetdo GC%
semelhante a média de seus genomas. Como exemplo pode ser citadas as estirpes Btail e ORS
278 que possuem seus genes nif em um NSC e sdo do supergrupo de Bradyrhizobium
fotossintéticos, mas nodulam plantas do género Aeschynomene, sendo classificadas como
simbiontes de planta (GIRAUD et al., 2007).
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Figura 4. Relacdo filogenética de estirpes de Bradyrhizobium. Filograma estimado pelo método Neighbor-Joining
(NJ) a partir de 5387 posicGes de pares de bases dos genes concatenados recA (1076), ginll (1010), dnaK (1881)
e atpD (1420). Os valores de bootstrap sdo mostrados quando as relac6es representadas foram observadas em pelo
menos 50% de 1000 pseudoreplicados. A arvore NJ foi obtida usando o modelo de Kimura 2-parameter. As estirpes
com duas copias do gene nifH sdo mostradas em negrito e as estirpes testadas quanto a atividade da nitrogenase
em condicdo de vida livre estdo marcadas (*). A barra de escala representa o nimero de substituicdes de pares de

bases por local. As andlises foram conduzidas em MEGA?7.
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Ainda, avaliando a organizacdo dos genes em SC e NSC, foi observado que, com
excecao de B. sacchari, as estirpes que possuem duplicata do gene nifH apresentaram apenas
uma das copias em sequéncia ao gene nifQ em seu genoma. B. guangxiense CCBAU 53363
também possui as duas copias de nifH em sequéncia com nifQ, mas uma delas se localiza no
plasmideo e ndo no cromossomo. Outro caso particular é o da estirpe DOA9, que possui gene
nifH cromossomal em sequéncia com nifQ, enquanto o nifH plasmidial ndo fica em sequéncia
com nifDK ou nifQ. Em Bradyrhizobium diazoefficiens USDA110, que apresenta capacidade
de nodulacdo e fixacdo de nitrogénio eficiente em soja, mas sem capacidade de ativar a
nitrogenase in vitro, o seu gene nifH fica em sequéncia com nifQ (Figura 2). Isso suporta a
hipdtese de que a organizagédo dos genes estruturais da nitrogenase ndo possui influéncia quanto
a capacidade de uma estirpe do género Bradyrhizobium realizar a FNVL ou a FBN em simbiose.
Entretanto, a organizacdo dos genes nif apresentados mostra uma forte relacdo entre os NSC
presentes em estirpes de B. fotossintético e os das estirpes B. sacchari BR 10280, B. cosmicum
S23321, B. guangxiense e DOA9 (Figura 2). As estirpes M12 e AG48 ndo possuem duplicata
de seus genes nif, mas possuem a organizagcdo e 0S mesmos genes que estdo presentes em
Bradyrhizobium sacchari NSC. Todos os NSCs analisados, ao contrario dos SCs, foram
caracterizados pela presenca de genes sufBCDSE, logo a montante dos genes nifDK (Figura 2).
Além disso, o gene regulador nifA em Bradyrhizobium esta sempre adjacente aos genes
estruturais da nitrogenase nos NSCs, ao passo que estad sempre mais distante nos SCs (Figura
2; Tabela 8). Os genes Suf estdo envolvidos na biossintese do cluster ferro-enxofre
(TAKAHASHI & TOKUMOTO, 2002), enquanto o nifA codifica um regulador-chave da
transcricdo dos genes nif (DIXON & KAHN, 2004). A observacdo deste estudo de que a
organizagao do gene dentro de SCs difere sistematicamente de NSCs dentro de supergrupos B.
japonicum e fotossintéticos apoia a ideia de que esses clusters foram adquiridos
horizontalmente.
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Figura 5. Organizacao de clusters de genes de fixacao de nitrogénio em estirpes representantes
e espécies de supergrupos B. japonicum e fotossintéticos. Os genomas foram anotados usando
RAST e a organizagdo do gene foi estudada usando Artemis. Os genes nifHDKV séo
codificados por cores para facilitar a visualizacdo comparativa. Clusters de genes nif
simbidticos (SC) ou ndo simbidticos (NSC) de acordo com a Anexo 4. Para B. sacchari, foi
utilizado o genoma da estirpe BR 10556. A interrupgéo das linhas horizontais significa que os
genes estdo em contigs separados.

40



Tabela 2. Caracteristicas de cluster de genes nif em estirpes representativas selecionadas de

supergrupos de B. japonicum e fotossintéticos.

Estirpe replicon cIEisfc-er Cluster cISsiIer nif-cluster clﬂisstt:rrﬁii?A
[0) * 1
GC% GC% (SC/NSC) inicio/fim 512 (pb) (pb)**
B. centrolobii BR 102457  63.2 59.8 sc fixX-fixR 29220 contigs
separados
B. diazoeficiens USDA 110" 64.1 57.2 SC fixX-nifD 27260 265739
B. elkanii USDA 76 T 63.7 58.6 SC fixX-sufB 37215 444086
B. guanggi%igf CCBAU 638 636 NSC  fixR-sufE 8763 adjacente
B. guangxiense CCBAU g .
53363 T chromosome 64.5 64.4 NSC fixX-fixR 44148 adjacente
B. guangxiense CCBAU N
53363 T plasmid 59.3 58.5 SC fixX-nifA 35733 14102
B. huanghuaihaiense ey i contigs
CGMCC 1.10948 T 63.9 57.2 SC fixX-nifD 27253 separados
B. neotropicale BR 102477 636 598 SC fixx-fixR 29516 contigs
separados
B. oligotrophicum S58 T 65.1 64.3 NSC fixX-fixR 47311 contigs
separados
B. pachyrhizi PAC 48T 63.8 58.1 sc fixX-sufB 35261 contigs
separados
B. sacchari BR10280 T NSC 63.8 63.6 NSC fixX-fixR 43268 adjacente
B.sacchari BR10280TSC 638  57.3 sc fixx-sufs 32838 contigs
separados
o . contigs
Bradyrhizobium sp. AG48 63.7 63.7 NSC fixX-sufB 38476
separados
Bradyrhizobium sp. AT1 64.2 63.21 NSC fixX-fixR 43904 adjacente
Bradyrhizobium sp. BK707 64.3 63.7 NSC fixX-fixR 44228 adjacente
Bradyrhizobium sp. Btail 64.8 64.3 NSC fixX-fixR 47305 adjacente
Bradyrhizobium sp. DOA9 ¢ 5 64.7 NSC fixX-fixR 43306 adjacente
chromosome
Bradyrhizobium sp. DOA9 g, 5 g0 SC fixxfixR 45462 49819
plasmid
Bradyrhizobium sp. M12 64.3 64.1 NSC  fixX-sufB 39934 contigs
separados
Bradyrhizobium sp. ORS 278  65.5 64.57 NSC fixX-fixR 49395 adjacente
Bradyrhizobium sp. ORS 285 65.2 64.48 NSC fixX-fixR 47521 adjacente
Bradyrhizobium sp. S23321 64.3 63.1 NSC fixX-fixR 45184 adjacente
Bradyrhizobium sp. TM122 64.9 63.9 NSC fixX-fixR 47400 adjacente
Bradyrhizobium sp. TM124  64.4 63.3 NSC  fixX-sufB 40788 contigs
separados
B. stylosantis BR446" 64.6 57.1 SC fixX-fixR 31186 96466
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* Os clusters de genes nif foram classificados como SC quando seu contelido de GC% estava substancialmente
abaixo (3,4% ou mais) da média do genoma. ** quando possivel, a distancia (adjacent ou em pb-pares de base) do
primeiro gene estrutural da nitrogenase (nifH ou nifD, ver Figura 5) do cluster de gene nif para o gene regulador
nifA foi determinada. Conforme indicado, para alguns genomas isso ndo foi possivel porque os genes foram
localizados em contigs separados.

4.5.2 Filogenia do Gene nifH

A andlise filogenética de todas as sequéncias do gene nifH de Bradyrhizobium
disponiveis mostrou que os genes nifH duplicados séo geralmente pouco divergentes (7% de
divergéncia de sequéncia de nucleotideos ou menos) entre si e se agrupam na arvore
filogenética, sugerindo que essas duplicatas sdo provavelmente paralogas (Figura 6; Tabela 3).
Nas estirpes DOA9 e B. guangxiense CCBAU 53363T com dois clusters completos de genes
nif, um NSC e outro SC, os homologos nifH sdo pouco divergentes (9,1 e 13,5%,
respectivamente). Entretanto, os genes nifH duplicados em B. sacchari apresentam 19,3% de
dissimilaridade da sequéncia de nucleotideos e sdo filogeneticamente distantes (Figura 6;
Tabela 3). O que mostra que a maior divergéncia na sequéncia de nucleotideos de cépias de
genes esta presente quando os genes estdo em clusters diferentes. Por outro lado, as poucas
espécies / estirpes disponiveis com ambos NSC e um SC (B. sacchari, B. guangxiense e estirpe
DOAJ9) mostraram niveis variados de divergéncia de sequéncia entre os paroélogos. No caso do
DOA?Y, a proximidade filogenética dos homologos do gene nifDK levou Okubo et al. (2016) a
sugerirem que as copias simbioticas sdo paralogas dos genes nifDK ancestrais ndo simbidticos,
que evoluiram para um contetldo de GC% inferior. No entanto, no caso de B. guangxiense e
principalmente no caso de B. sacchari, a distancia filogenética entre os homélogos de genes nif
individuais em NSCs e SCs é maior. Além disso, a organizacao génica dentro dos NSCs parece
ser bastante conservada entre as espécies, enquanto a organizacdo génica dos SCs ¢é
sistematicamente diferente, o que também parece favorecer um papel de transferéncia
horizontal na aquisicdo desses clusters NSCs. Segundo TEULET et al. (2020), as ilhas
simbidticas com conteldo de GC% divergente sdo geralmente consideradas indicativas de
transferéncia horizontal de genes.

Tabela 3. Estimativas de divergéncia evolutiva entre sequéncias de copia do gene nifH
presentes em estirpes de Bradyrhizobium.

Divergéncia

Estirpes entre copias de

gene nifH (%)
B. sacchari BR 10280 19,3
B. guangxiense CCBAU 53363 13,5
B. sp. DOA9 9,1
B. centrolobii BR 10245 7,0
B. neotropicale BR 10247 7,0
B. sp. S23321 53
B. sp. TM124 5,0
B. sp. BTAIl 4,0
B. sp. ORS 285 3,3
B. sp. TM122 2,9
B. sp. ORS 278 2,4
B. oligotrophicum S58 1,6
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As andlises foram conduzidas usando 0 modelo Tamura 3-parametros. As posicdes de codon incluidas foram 12 +
2% + 3% + Nao codificantes. Havia um total de 851 posi¢es no conjunto de dados final. As analises evolutivas
foram conduzidas no MEGA?7.

A andlise filogenética conduzida para as sequéncias dos genes nifH (Figura 6) e nifDK
concatenados (Anexo 5) presentes nas espécies do género Bradyrhizobium mostrou 0 mesmo
padrdo de filogenia. Os genes nifH de NSCs agrupam-se em clados estreitamente relacionados,
independentemente da distancia filogenética entre as estirpes com base na analise de MLSA
(Figura 4; Figura 6). Uma filogenia semelhante foi observada ao usar genes nifDK concatenados
(Anexo 5). Portanto, nesse trabalho esses clados filogenéticos serdo referidos como clados do
gene nif ‘NSC’. Em contraste com os genes nif ‘NSC’, os genes nifHDK de SCs s&o
filogeneticamente muito mais diversos e distribuidos por todo o espectro filogenético (Figura
4; Figura 6; Anexo 5). As estirpes ndo simbioticas de cana-de-acticar AG48 e M12 agruparam-
se no cluster do gene nif NSC, bem como no cluster do gene nif NSC de B. sacchari. Os genes
nifHDK destas espécies estavam distantes, o que estd de acordo com o baixo nivel de identidade
de sequéncia entre os genes homologos dos NSC e SC (Figura 5; Tabela 3; Anexo 5). Pode-se
especular que a retengdo de SC e NSC fornece um beneficio competitivo para B. sacchari para
colonizar ambiente oligotrofico de solo-planta onde hospedeiros simbioticos (leguminosas) ou
ndo simbidticos (cana-de-aclcar) podem estar disponiveis alternadamente.
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Figura 6. Relagdes filogenéticas de todos os genes nifH identificados em sequéncias de genoma
disponiveis de estirpes de Bradyrhizobium. Filograma estimado pelo método de Maximum
Likelihood (ML) a partir de 868 posicOes de pares de bases. Os valores de bootstrap séo
mostrados quando as relacdes representadas foram observadas em pelo menos 50% de 500
pseudoreplicados. A arvore ML foi obtida usando 0 modelo Tamura de 3 pardmetros. A barra
de escala representa 0 nimero de substituicGes de par de bases por site. Rhizobium etli CFN
42T (NC_004041) foi usado como grupo externo. Nomes em negrito e da mesma cor
representam homalogos nifH da mesma linhagem. Alguns clados colapsados séo representados
com as letras A a F e as respectivas estirpes podem ser encontradas no Anexo 1. As anélises
foram conduzidas no Mega 7.

4.5.3 Atividade da Nitrogenase

Baseado nas filogenias construidas para os genes nifH, nifDK concatenados e
taxonémicos, foi realizado um experimento com algumas estirpes que carregam cluster nif SC,
NSC ou ambos, quanto a atividade de nitrogenase em vida livre. Confirmando a importancia
dos NSCs no FNVL, apenas as estirpes portadoras de um NSC apresentaram atividade da
nitrogenase em meio de cultura (Figura. 5; Tabela 2; Figura 7). Algumas espécies brasileiras
recentemente descritas com um dnico SC (B. stylosanthis BR 4467, B. centrolobii BR 10245T
e B. neotropicale BR 102477) ndo apresentaram FNVL, embora seus SCs contenham o gene
nifV considerado determinante para habilitar FNVL (NOUWEN et al., 2017). Isso indica que
outros componentes genéticos sdo importantes e que a simples presenca de nifV ndo
necessariamente permite FNVL. Algumas dessas estirpes (B. centrolobii BR 10245 e B.
neotropicale BR 10247T) também possuem duas cépias de nifH, no entanto ambas posicionadas
fora do clado NSC. Esse resultado sugere que os NSCs sdo determinantes para a atividade da
nitrogenase de vida livre em Bradyrhizobium spp..
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Figura 7. Atividade da nitrogenase de vida livre de diversas estirpes de Bradyrhizobium
portadoras ou ndo de um NSC. As estirpes foram cultivadas em meio JMV semissolido
modificado e a atividade da nitrogenase foi avaliada pelo ensaio de reducdo do acetileno sete
dias apos a inoculagdo. A atividade da nitrogenase foi medida como nmol de C2H4 produzido a
partir de gas acetileno por hora por frasco. Estirpes portadoras de um NSC: Bradyrhizobium sp.
AGA48, Bradyrhizobium sp. Btail, B. oligotrophicum S58" e B. sacchari BR 10280". Estirpes
carregando apenas um SC: B. stylosanthis BR 4467, B. yuanmingense BR3267, B. centrolobii
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BR 102457, B. neotropicale BR 102477 e B. huanghaihaiense CGMCC 1.10948". Barras
indicam erro padrao, n = 3.

4.5.4 Extracdo de RNA e Obtencdo do cDNA

As amostras colhidas com a estirpe BR 10280 em condi¢do de FNVL e simbiose
passaram por extracdo de RNA, tratamento com DNase e quantificacdo. Apds verificagdo da
qualidade e quantificacdo do RNA total obtido (Figura 8; Tabela 4) as reacOes de transcrigdo
reversa foram preparadas e o cONA obtido foi utilizado nas reag6es de RT-gPCR.

Figura 8. Imagens de géis de agarose 2% com amostras de RNA extraidos de cultura crescida
em condicdo de FNVL (A) e simbiose (B). 1 a 3- amostras de meio semissélido; 4 a 6- amostras
de nédulos.

Tabela 4. Leitura em fluorimetro Qubit® em ng/pL do RNA total extraido das amostras
coletadas nos trés experimentos usados para estudo de expressdo genica em diferentes estilos
de vida de Bradyrhizobium sacchari BR 10280.

Amostra/repeticéo RNA - nodulo RNA - meio
(ng/uL) semissolido (ng/uL)
1 324 35
2 754 37
3 1000 38

4.5.5 Curva Padréo dos Primers

A eficiéncia de amplificacdo (E) dos primers especificos para os genes da estirpe BR
102807, estdo dentro da faixa aceitavel, que segundo Johnson et al. (2013) é entre 90 e 105%.
A eficiéncia de amplificacdo é avaliada pela capacidade de um primer de dobrar a quantidade
de fragmento da regido alvo a cada ciclo da reacdo (KRALIK & RICCHI, 2017) e pode ser
determinada utilizando em gPCR um molde diluido em serie para gerar pontos de um gréfico
de regressao linear pela a sua relagdo entre os valores de Ct e o log do numero de copias de
fragmentos amplificado do gene alvo na reagéo de qPCR, na formula da eficiéncia e utilizado
o slope (inclinagdo), que para permitir que a eficiéncia esteja dentro da faixa a aceitavel, deve
estar entre -3,2 e -3,5 (JOHNSON et al., 2013). Utilizando o mesmo gréafico foi verificado que
os primers apresentaram coeficiente de determinacio (R?) dentro da faixa aceitavel, sendo entre
0,98 e 1. O coeficiente de determinacdo demonstra a estabilidade dos primers (JOHNSON et
al., 2013). Os valores de eficiéncia de amplificacdo, slope e coeficiente de determinagéo estdo
na tabela 5.
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Tabela 5. Valores de eficiéncia (E), slope e coeficiente de determinagdo (R?) dos primers
especificos para genes da estirpe BR 102807 utilizado em experimento de qPCR.

nifH1f/r  nifH2f/r nifD1f/r nifD2f/r gyrD1fir rpoDf/r rpoBfir

E 0.99 0.94 1.02 0.99 0.93 0.99 0.94
Slope -3.3 -3.4 -3.3 -3.3 -3.5 -3.3 -3.5
R 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99

4.5.6 Expressao Relativa de Genes nif em Diferentes Estilos de Vida

Os niveis de transcricdo para as copias dos genes nifH e nifD foram quantificados por
RT-gPCR pelo método comparativo, onde o gene rpoD foi selecionado entre 0s genes
housekeeping para servir de referéncia de acordo com os parametros da tabela 5.

A figura 9 mostra os niveis de expressao relativa entre os genes nifH e nifD do NSC e
SC de B. sacchari BR 102807, em condicdo de FNVL ou simbiose, em relacdo ao gene de
referéncia rpoD. Embora os niveis totais de transcricdo de ambos os genes nifH sejam mais
altos em condicBes simbidticas, quando observados em condi¢es de FNVL, o nivel de
transcricao do nifH do NSC foi sete vezes maior de que o observado no nifH presente no SC. A
diferenciacdo funcional entre duplicatas do gene nifH também foi encontrada em Azorhizobium
caulinodans, outra espécie capaz de FNVL e em simbiose (IKI et al., 2007).

J& os niveis de transcricdo das copias de nifD, parecem ser mais afetados pela condicéo
do ambiente que pela origem da cOpia do gene. 1sso porque seus niveis de transcricdo em
condigdo de FNVL € menor do que em condicdo de simbiose, mas sem muita diferenca (Figura
9). Além disso, comparando os niveis de transcri¢do das copias de nifD com as de nifH nas
mesmas condicdes, 0 primeiro, apresenta niveis maiores. O que indica que as duas copias do
gene nifD participam em ambas condi¢bes de FBN. Os resultados obtidos por Wongdee et al.
(2016) usando mutagénese na estirpe DOA9, mostraram que 0s genes nifDK localizados no
cromossomo (em um NSC) eram importantes para FNVL e em simbiose e sugeriram que um
segundo conjunto de nifDK plasmidico (SC) estava relacionado a FBN em simbiose. Os
resultados obtidos no presente estudo se alinham com os de Wongdee et al. (2016), com a
diferenca de que ambas as copias de nifD parecem ser altamente expressas nas duas condicdes
de FBN em ambos os ambientes (vida livre e simbiose).
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Figura 9. Expressao relativa dos homoélogos dos genes nifH e nifD dos NSC e SC de
Bradyrhizobium sacchari BR10280" durante o crescimento sob condi¢des FLNF (em meio
JMV semissélido) ou sob condicdes FN simbidtica (dentro de nodulos ativos de Vigna
unguiculata). Os niveis de transcricdo foram quantificados usando RT-gPCR com primers
especificos dos genes e cDNA produzido usando primers hexaméricos aleatérios. Foi utilizado
o método do limiar comparativo (AACt) e o gene rpoD foi utilizado como referéncia. Os
resultados sdo baseados em valores médios de duas duplicatas técnicas e as barras indicam o
erro padrdo (SE) para trés repeticGes bioldgicas (n = 3).

Né&o foi possivel determinar o motivo das copias do gene nifD manterem um nivel de
transcrigdo relativamente maior que do gene nifH. Devido ao método utilizado para sequenciar
0 genoma da estirpe BR 10280", também n&o foi possivel distinguir DNA cromossdmico de
plasmideos. Portanto, ndo é possivel saber se os seus dois clusters de genes nif se localizam no
cromossoma ou se hé clusters de genes nif em plasmideos como no caso de B. guangxiense e
da estirpe DOA9. Mais estudos serdo necessarios para responder essas questdes.
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4.6 CONCLUSOES

Nas espécies dos clados de Bradyrhizobium japonicum e fotossintéticos ocorrem dois
tipos de clusters de genes nif, um simbiético (SC) e outro ndo simbiético (NSC), que podem ser
separados nos supergrupos filogenéticos de Bradyrhizobium japonicum e fotossintético através
de seus contetdos GC% e organizacdo dos genes.

O cluster de genes nif ndo simbidtico esteve mais envolvido na FBN em condicdo de
vida livre, uma vez que a expressdo de seus genes foi maior nestas condi¢des em comparagéo
com o homologo nifH SC.
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5 CAPITULO 1l

DESEMPENHO DE RIZOBIOS INOCULADOS EM MINITOLETES DE CANA-DE-
ACUCAR CULTIVAR RB867515
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5.1 RESUMO

Relatos sobre a capacidade do género Bradyrhizobium contribuir com o processo de fixagao
bioldgica de nitrogénio (FBN) em associagdo com cana-de-agucar, serviram de suporte para o
isolamento de uma colecdo de estirpes desse género a partir de raizes de cana-de-acucar. O
presente estudo objetivou selecionar estirpes dessa colecdo com potencial para promover o
crescimento da cana-de-agucar cv. RB867515. Para identificar potenciais estirpes promotoras
de crescimento para teste em campo, um experimento (30 dias) foi realizado usando
representantes dessa colecdo para a inoculagdo de mini toletes de cana-de-agucar, que foram
cultivados em casa de vegetacdo em vasos com solo. Nesse ensaio, destacou-se a inoculagédo
com a estirpe AG48 no teor de clorofila (incremento de 16,33%), a inoculagdo com P7-6 no
volume, massa seca e fresca de raizes (incrementos de 21,1%, 36,8% e 24,52%,
respectivamente) e a inoculagdo com RBR134b no incremento da area foliar (incremento de
36,6%). Essas estirpes (AG48, P7-6 e RBR134b), juntamente com P5-2 (Rhizobium sp. BR
10268), P9-20 (=BR 10280") e Nitrospirillum amazonense BR11145 foram inoculados
individualmente em mini toletes de cana-de-agucar para producdo de mudas que foram
transplantadas para o campo sob tratamentos com baixa e alta dose de N para avaliacdo dos
parametros de produtividade em cana planta e primeira soca. Aos 85 dias apds o transplantio
(DAT) para o campo, a inoculagdo com P7-6 promoveu incremento significativo na area foliar
de cana-de-agucar, enquanto todos os tratamentos inoculados foram superiores ao controle ndo
inoculado sob 40 kg/ha de N para a altura da parte aérea. As plantas inoculadas com a estirpe
BR11145 apresentaram a maior média de produtividade. Esses dados sugerem que
Bradyrhizobium spp. possuem potencial para uso biotecnolégico na producdo de mudas pré-
brotadas de cana-de-agucar. Experimentos adicionais com avaliacdo do ciclo completo da cana
planta sdo necessarios para determinar a capacidade de incremento de producéo pela inoculacdo
da estirpe P7-6 de Bradyrhizobium, uma vez que ndo foi possivel coletar esses dados no
presente estudo.

Palavras-chave: Bradyrhizobium, Rhizobium, mudas pré brotadas, promogéo de crescimento.
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5.2 ABSTRACT

Reports on the capacity of the genus Bradyrhizobium to contribute to the biological nitrogen
fixation (BNF) process in association with sugarcane served as support for the isolation of a
collection of strains of this genus from sugarcane roots. The present study aimed to select strains
from this collection with potential to promote the growth of sugarcane cv. RB867515. To
identify potential growth-promoting strains for field testing, an experiment (30 days) was
carried out using representatives from this collection for the inoculation of sugarcane mini-set,
which were cultivated in a greenhouse in pots with soil. In this trial, the inoculation with strain
AG48 was highlighted in the chlorophyll content (increase of 16.33%), the inoculation with P7-
6 in the volume, dry and fresh weight of roots (increments of 21.1%, 36, 8% and 24.52%,
respectively) and inoculation with RBR134b to increase leaf area (increase of 36.6%). These
strains (AG48, P7-6 and RBR134b), together with P5-2 (Rhizobium sp. BR 10268), P9-20 (=BR
102807) and Nitrospirillum amazonense BR11145 were inoculated individually in sugarcane
mini-set for production seedlings that were transplanted to the field under treatments with low
and high doses of N for evaluation of productivity parameters in sugarcane plant and first
ratoon. At 85 days after transplanting (DAT) to the field, inoculation with P7-6 promoted a
significant increase in sugarcane leaf area, while all inoculated treatments were superior to the
uninoculated control under 40 kg/ha of N for the height of the aerial part. Plants inoculated with
strain BR11145 showed the highest average yield. These data suggest that Bradyrhizobium spp.
have potential for biotechnological use in the production of pre-sprouted sugarcane seedlings.
Additional experiments with evaluation of the complete cycle of the sugarcane plant are needed
to determine the capacity to increase production by inoculating the Bradyrhizobium strain P7-
6, since it was not possible to collect these data in the present study.

Keywords: Bradyrhizobium, Rhizobium, pre-sprouted seedlings, growth promotion.
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5.3 INTRODUCAO

Com uma area de aproximadamente 8,41 milhdes de hectares ocupada com cana-de-
acucar na safra de 2020/2021 e producao de 642,1 milhdes de toneladas (CONAB, 2020), o
Brasil é o maior produtor de cana-de-aglcar do mundo. Entretanto, a produtividade dessa
cultura no Brasil ainda ndo atingiu todo seu potencial, e a cada ano sdo incorporadas novas
areas para sua producdo. Com o aumento das &reas de produgdo ha uma maior demanda por
insumos. Logo, diversas estratégias de manejo como, por exemplo, o desenvolvimento de
produtos bioldgicos e aplicagdo de técnicas que possam potencializar os efeitos benéficos da
associacdo de bactérias diazotroficas com a cana-de-agUcar, pode ser uma Opgao para essa
cultura aumentar sua producdo, ou no minimo diminuir os gastos quando houver incorporacdo
de novas areas de producdo, com a diminuicdo de necessidade de aplicacdo de fertilizantes
minerais.

Com esforcos direcionados na obtencdo de estirpes capazes de fixar nitrogénio em
associacao com a cana-de-acuUcar para serem usadas no sistema de producdo, um inoculante
com grande potencial de uso biotecnoldgico foi desenvolvido (REIS et al., 2009). O mesmo é
composto por cinco espécies de bactérias diazotroficas endofiticas: Gluconacetobacter
diazotrophicus (GILLIS et al., 1989), Herbaspirillum seropedicae (BALDANI et al., 1986), H.
rubrisubalbicans (BALDANI et al., 1996), Nitrospirillum amazonensse (MAGALHAES et al.,
1983) e Paraburkholderia tropica (REIS et al., 2004). No entanto, hoje sabe-se que a
comunidade microbiana que habita os tecidos da cana-de-agUcar € muito mais diversa do que
se imaginava (DE SOUZA et al., 2016). Além disso, diversos mecanismos promotores do
crescimento vegetal estdo envolvidos na associacdo de bactérias endofiticas e cana-de-agucar
(DA SILVEIRA et al., 2019), o que justifica a continua busca por novas estirpes bacterianas
eficientes na promocdo de crescimento da cana-de-agucar.

Diversos estudos mostraram que os géneros Bradyrhizobium e Rhizobium poderiam
contribuir com uma parcela significativa da FBN associada & cana-de-acucar (ANDO et al.,
2005; BURBANO et al., 2011; THAWEENUT et al., 2011; FISCHER et al., 2012). Com isso,
com a utilizacdo de dados fornecidos por técnicas moleculares como um guia para as estratégias
de isolamento desses géneros, uma colecdo de bactérias predominantemente do género
Bradyrhizobium, foi obtida de raizes de cana-de-actcar (BOMAR et al., 2011; ROUWS et al.,
2014). Alguns isolados dessa colecdo apresentaram atividade da nitrogenase in vitro e
capacidade de induzir a formagdo de nodulos ativos em feijao-caupi (Vigna unguiculata) e
outras leguminosas (ROUWS et al., 2014; DE MATOS et al., 2017). A atividade da nitrogenase
in vitro é um indicativo da capacidade desses isolados fixarem nitrogénio sem estarem
associados a nodulos de plantas leguminosas e esta caracteristica é essencial para FBN em
gramineas como cana-de-agucar.

Nesse sentido, o objetivo do presente estudo foi identificar estirpes do género
Bradyrhizobium capazes de promover o crescimento de cana-de-acUcar em condicOes
controladas e em campo.
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5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Etapas Comuns Para Experimento de Casa de Vegetacdo e Campo

5.2.1.2 Producéo de mudas

As mudas foram produzidas a partir de minitoletes de cana-de-agucar (cv. RB867515).
Para 0 experimento de casa vegetacdo, os minitoletes foram obtidos da &rea experimental do
grupo de pesquisa de nutricdo mineral de plantas da UFRRJ em Seropédica-RJ. Para o
experimento de campo os minitoletes tiveram origem da &rea experimental da UFRRJ,
localizada em Campos dos Goytacazes-RJ. O preparo das mudas seguiu a metodologia de
Landell et al. (2012). Para garantir a homogeneidade entre os tratamentos a nivel de reserva
equivalente até o transplantio os minitoletes foram separados em trés classes, de acordo com o
tamanho e diametro. Apds esta classificacdo, os mesmos foram distribuidos igualmente entre
os tratamentos. Esse foi 0 método adotado para propiciar maior uniformidade no brotamento e,
consequentimente, no tamanho das mudas. Dessa forma, se buscou diminuir a0 maximo as
fontes de variacdo experimental que geralmente acompanha os experimentos realizados com
cana-de-agucar. Previamente aos tratamentos de inoculacdo e plantio, os minitoletes foram
submetidos a tratamento térmico (52 °C durante 30 minutos) e, em seguida, tratados por imerséo
em solugdo fungicida (Piraclostrobina, 1 mL L™) durante trés minutos. O objetivo destes
procedimentos foi diminuir a incidéncia de fitopatogenos.

5.2.1.2 Preparo dos inoculantes e inoculagdo

As estirpes do género Bradyrhizobium e Rhizobium foram cultivadas a 28 °C em meio
de cultura liquido TY (VINCENT, 1970) sob agitacdo de 150 rpm até a concentracdo
aproximada de 10° células mL™. As estirpes Gluconacetobacter diazotrophicus estirpe BR
112817 (PAL-5"), Herbaspirillum seropedicae (BR 11335 = HRC54), Herbaspirillum
rubrisubalbicans (BR 11504 = HCC103), Paraburkholderia tropica (BR 11366" = PPe 87) e
Nitrospirillum amazonense (BR11145 = CBAMCc) foram cultivadas separadamente em meio de
cultura DYGS (RODRIGUES NETO, 1986) liquido por 2 dias a 30 °C até atingirem a
concentracéo aproximada de 10° células mL™.

Para a inoculagéo, os minitoletes de cada tratamento foram colocados em sacos pléasticos
contendo a solucdo inoculante por um periodo de uma hora. As solugc6es inoculantes foram
preparadas a partir da diluicdo 1:100 das respectivas culturas bacterianas produzidas em meio
TY em &gua de torneira autoclavada, para uma concentracdo final de 108 células mL™?. Os
minitoletes referentes aos tratamentos ndo inoculados foram imersas em meio TY diluido na
mesma proporc¢do e sem a presenca de bactérias.

5.2.1.3 Estatistica

Inicialmente foram verificados os pressupostos de normalidade e homogeneidade de
variancias dos residuos pelos testes de Shapiro-Wilk e Bartlett com uso do programa R (TEAM,
2019). Em seguida as andlises de variancias e testes de comparagdo de médias foram realizadas
com o software SISVAR (FERREIRA, 2014). As medias foram comparadas utilizando os testes
t (LSD), Tukey e Scott-Knott, a 5% e 10% de significancia.

5.2.2 Selegéo de Estirpes Eficientes na Promogéo de Crescimento de Cana-de-Acgucar em
Casa de Vegetagdo

5.2.2.1 Estirpes utilizadas e plantio em bandejas
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Para determinar a capacidade de estirpes do género Bradyrhizobium promover o
crescimento de cana-de-acgucar, foram selecionadas estirpes representantes de grupos genéticos
componentes do microbioma de cana-de-acucar, identificadas em trabalhos anteriores
(JUNIOR et al., 2019; MATOS, 2017; ROUWS et al., 2014) (Tabela 6).

Tabela 6. Estirpes de Bradyrhizobium selecionadas como representantes de grupos genéticos e
utilizadas em experimento de inoculagdo em cana-de-acucar, sob condi¢Bes de casa de
vegetacdo em vasos com solo néo esterilizado.

Estirpe Origem isolamento Referéncia
AG14 Raiz de cana-de-agUcar Rouws et al (2014)
AG48 Raiz de cana-de-agucar Rouws et al (2014)
IAE20b Raiz de cana-de-aglcar Menezes et al. (2019)
IAR216a Rizosfera de cana-de-aclcar Menezes et al. (2019)
M12 Raiz de cana-de-agUcar Rouws et al (2014)
P10-5 Raiz de cana-de-acUcar Rouws et al (2014)
P10-6 Raiz de cana-de-acUcar Rouws et al (2014)
P1-6 Raiz de cana-de-agUcar Rouws et al (2014)
P5-32 Raiz de cana-de-acUcar Rouws et al (2014)
P5-5 Raiz de cana-de-agucar Rouws et al (2014)
P7-6 Raiz de cana-de-agUcar Rouws et al (2014)
P9-20 Raiz de cana-de-acUcar Rouws et al (2014)
RBR134b Rizosfera de cana-de-aglcar Menezes et al. (2019)

Apbs a inoculacdo, os minitoletes foram transferidos para bandejas contendo 13 kg de
uma mistura esterilizada de areia com vermiculita (2:1 v/v). Para cada tratamento foi utilizada
uma bandeja contendo 16 minitoletes. As bandejas foram organizadas em casa de vegetagdo e
irrigadas com agua filtrada, sempre aplicando o mesmo volume de &gua para todas as bandejas.

5.2.2.2 Transplantio para vasos com solo

Apos 28 dias do plantio em bandejas, plantas representativas de cada tratamento foram
selecionadas e cuidadosamente transplantadas individualmente para vasos (volume de um litro)
preenchidos com solo classificado como Argissolo Vermelho-Amarelo, coletado na area
experimental da Embrapa Agrobiologia. A avaliacdo do experimento foi realizada aos 30 dias
apos o transplantio (DAT).

O solo foi suplementado com nutrientes de acordo com o resultado da analise quimica
de amostra do solo e exigéncias da cultura, com adicdo separada de superfosfato simples,
cloreto de potéssio, MnSO4 (0,5¢/L) e solucdo de micronutrientes para cada vaso (FRANCO &
DOBEREINER, 1967). O nitrogénio (N) foi fornecido para todos os tratamentos na forma de
uma solucdo de (NH4).SO4 para o equivalente a 40 kg N/ha, incluindo um controle ndo
inoculado (N40). Além disso, outro controle ndo inoculado foi adicionado, mas com uma dose
de N equivalente a 80 kg N/ha (N80). Portanto, o experimento consistiu na avaliagdo de 13
estirpes do género Bradyrhizobium, um controle ndo inoculado com baixa dose de N (N40), um
controle ndo inoculado com alta dose de N (N80) e um controle inoculado com o inoculante
para cana-de-agucar desenvolvido pela Embrapa, denominado de “Mix” no presente estudo,
compondo o0 experimento 0s tratamentos a seguir:
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1. N&o inoculado N40;
2. Nao inoculado N8O;

3. Inoculante com cinco estirpes (Mix): Gluconacetobacter diazotrophicus (BR 11281),
Herbaspirillum seropedicae (BR 11335), Herbaspirillum rubrisubalbicans (BR
11504), Nitrospirillum amazonense (BR11145) e Paraburkholderia tropica (BR
11366);

4. Inoculagdo individualizada de cada uma das 13 estirpes de Bradyrhizobium isoladas de
cana-de-acgucar (Tabela 6);

O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados com dezesseis
tratamentos e oito repeticdes.

5.2.2.3 Variaveis analisadas em casa de vegetacao

Foi avaliado o volume das raizes (por deslocamento de agua) (VR), massa seca das
raizes (MSR), comprimento da parte aérea (CPA), massa seca da parte aérea (MSPA), didmetro
do colmo (DC) e area foliar (AF). Para a determinacdo do volume das raizes, o sistema radicular
foi submerso individualmente em uma proveta com agua e a diferenca do volume de antes e
apos a submersao foi registrada (em mL).

Para as determinacGes de massa seca (sistema radicular e parte aérea), as plantas foram
mantidas a 65 °C em estufa com circulacéo forcada de ar até atingirem massa constante e, em
seguida, pesadas utilizando uma balanca de precisdo. O comprimento da parte aérea foi
determinado a cada dois dias a partir da terceira semana apds o transplantio. O diametro do
colmo foi obtido utilizando paquimetro, com medic¢éo a dois cm da superficie.

A érea foliar foi calculada a partir de dados obtidos da folha +3. Utilizando a férmula
AF = Cx Lx0,75x (N + 2), em que C é o comprimento da folha +3, L é a largura da folha +3,
0,75 € o fator de correcao para area foliar da cultura, e N é o nimero de folhas abertas com pelo
menos 20% de area verde (HERMANN & CAMARA, 1999).

5.2.3 Experimento em Campo

5.2.3.1 Area experimental

O experimento foi conduzido entre outubro de 2018 e agosto de 2020 na éarea
experimental da Embrapa Agrobiologia (22°44°47°> S e 43°40°13”° W e 20 m de altitude)
localizada no municipio de Seropédica-RJ. O clima da regido € do tipo Aw, segundo
classificagdo de Koppen, com inverno seco e verdo quente e chuvoso. Foram avaliados os ciclos
de cana planta (outubro de 2018 a setembro de 2019) e primeira soca (setembro de 2019 a
agosto de 2020), que tiveram precipitacdo acumulada de 1467 mm e 1254 mm, respectivamente
(Figura 10). Nos primeiros meses ap0s o plantio e apds o primeiro corte, a necessidade hidrica
das plantas foi suprida com irrigacao.
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Figura 10. Precipitacdo mensal registrada sob a area de estudo entre outubro de 2018 e agosto
de 2020. (Dados do INMET-Instituto Nacional De Meteorologia Do Brasil).

De acordo com Santos et al. (2006), o solo da area experimental foi classificado como
Planossolo Haplico. Esse tipo de solo apresenta textura arenosa, 0 que favorece a perda de
nutrientes por lixiviacdo, principalmente N e K. A Tabela 7 mostra as caracteristicas quimicas
do solo da area experimental antes da implantacdo do experimento.

Tabela 7. Caracteristicas quimicas do solo da &rea experimental. (Campo Experimental —
Embrapa Agrobiologia).

Prof Al Ca H+Al Mg N K P pH
CM e cmolc.dm?.................. % ...mg.dm3.... unid
0-30 0 0,89 2,46 0,52 0,05 57,96 11,48 5,65

5.2.3.2 Estirpes utilizadas

As estirpes de bactérias endofiticas diazotrdficas testadas nesse experimento (Tabela 8)
foram pré-selecionadas a partir dos resultados do experimento anterior conduzido em vasos. A
estirpe P5-2 (Rhizobium) foi incluida por mostrar efeito promotor de crescimento em cana-de-
acucar sob condicdo de casa de vegetacdo em trabalho anterior (FERREIRA et al., 2020;
MATQOS, 2017). Os inoculantes foram preparados como descrito para o experimento em casa
de vegetacéo.
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Tabela 8. Estirpes que apresentaram efeito promotor de crescimento em cana-de-agucar em
experimento de casa de vegetacao.

Estirpes selecionadas Género . Origem
isolamento
P5-2 Rhizobium Cana-de-aglcar
P9-20 Bradyrhizobium sacchari ~ Cana-de-agUcar
P7-6 Bradyrhizobium Cana-de-aglcar
AG48 Bradyrhizobium Cana-de-agUcar
RBR134b Bradyrhizobium Cana-de-aglcar

No experimento de casa de vegetacdo o tratamento controle de inoculagéo utilizado foi
0 inoculante cinco estirpes da Embrapa. Entretanto, um novo inoculante comercial contendo
Nitrospirillum amazonense BR11145 foi lancado em 2018, apds o primeiro experimento. O
inoculante foi desenvolvido pela multinacional alemd BASF em parceria com a Embrapa e
registrado comercialmente como Aprinza (EMBRAPA, 2018). Por esse motivo, o controle
inoculado do experimento de campo foi com esta referida estirpe. Além do controle inoculado
com N. amazonense BR11145, também foram preparados tratamentos controle ndo inoculado
com baixa dose de N (40kg/ha = N40) e ndo inoculado com alta dose de N (80kg/ha = N80). A
dose de 40kg de N/ha foi fornecida para todos os tratamentos inoculados. Os tratamentos
descritos a seguir compuseram o desenho experimental:

1- Né&o inoculado N40;

2- Na&o inoculado N80;

3- Inoculacdo com Nitrospirillum amazonense (BR11145);
4- Inoculagdo com a estirpe P5-2;

5- Inoculacdo com a estirpe P9-20;

6- Inoculagdo com a estirpe P7-6;

7- Inoculacdo com a estirpe AG48;

8- Inoculado com a estirpe RBR134b.

5.2.3.3 Germinacao de minitoletes e producdo de mudas

Apos a inoculagdo (descrita no topico 5.2.1.2), os minitoletes foram transferidos para
bandejas contendo 13 kg de substrato esterilizado, composto pela mistura de areia com
vermiculita (2:1 v/v). Para cada tratamento foram utilizadas 10 bandejas contendo 25
minitoletes cada, totalizando 250 minitoletes para cada tratamento. As bandejas foram
organizadas em blocos ao acaso em casa de vegetacao e irrigadas com agua filtrada de acordo
com a necessidade das plantas, sempre aplicando 0 mesmo volume de &gua para todas as
bandejas. O crescimento e brotamento dos minitoletes foi acompanhado diariamente até o
transplantio para tubetes. Tubetes de 180 cm? (didmetro 63 mm, altura 135 mm) com substrato
Multiplant™ (Buschle e Lepper SA, Joinville, Santa Catarina, Brasil) foram preparados e a
transferéncia foi realizada 23 dias apds inicio do brotamento nas bandejas. As mudas de cada
tratamento foram selecionadas para transplantio de forma padronizada quanto ao seu
comprimento da parte aérea.

5.2.3.4 Preparo da area experimental e plantio

O transplantio das mudas desenvolvidas para o campo ocorreu 15 dias apds sua
transferéncia para os tubetes. Para o preparo da area experimental foram realizadas aracéo,
gradagem e incorporagdo de corretivos de solo de acordo com o resultado da anélise de solo,
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que foi realizada na profundidade de 0-30 cm, e da exigéncia nutricional da cultura. Foi
realizada adubacéo no plantio e de cobertura com 100 kg de potassio (cloreto de potassio), 100
kg de fésforo (super simples), 40 kg de nitrogénio (ureia) e com 40 kg de micronutrientes (FTE
BR12). O tratamento com alta dose de N recebeu 80 kg de N por hectare. A adubacéo foi
parcelada, com aplicacdo de 50% do NPK (nitrogénio, fosforo e potassio) no fundo do sulco no
momento do plantio e 50% 43 dias ap0s plantio, sendo os micronutrientes aplicados em dose
Unica no momento do plantio. O delineamento experimental foi em blocos ao acaso com 8
tratamentos e 5 repeticOes, totalizando 40 parcelas. A variedade de cana utilizada foi a
RB867515. As parcelas constituiram de 4 linhas de 2,0 m, cada uma com 5 plantas espacadas
em 0,5 m cada com espacamento de 1,5 metros entre linhas, totalizando 9 m? por parcela e 730
m? de &rea experimental total, incluindo os espacos entre parcelas (2 m) e blocos (2 m).

O acompanhamento do desenvolvimento inicial das plantas no campo se deu com
avaliacdo aos 45 e 85 dias apos o plantio no campo. Aos 45 DAT foi avaliado comprimento da
parte aérea, area foliar, nimero de brotos e diametro do colmo. Aos 85 DAT foi avaliado o
comprimento e area foliar. A érea foliar foi determinada como descrito no item 5.2.2.3. O corte
da cana planta foi realizado 12 meses apds plantio das mudas no campo. Entretanto a
produtividade ndo foi avaliada devido a entrada de animais na area experimental poucos meses
antes do corte.

5.2.3.5 Adubacéo e inoculagao de soqueira

No dia seguinte ao primeiro corte da cana planta, que ocorreu 12 meses ap0s 0
transplantio das mudas para o campo, as plantas dos tratamentos inoculados receberam outra
dose de inoculante (reinoculacdo), de acordo com o0s tratamentos iniciais. Para o preparo do
inéculo, 100 mL de cultura foram diluidos em 10 L de agua filtrada e desclorada. Foi aplicado,
com jato dirigido na superficie do corte com o auxilio de um aplicador costal, o equivalente a
200 mL por metro linear de sulco. Sessenta dias ap6s o corte, realizou-se uma nova adubacao
com aplicacdo de 40 kg de N/ha em uma Unica dose em todos os tratamentos, exceto para as
plantas do tratamento N80, que receberam o equivalente a 80 kg de N/ha. A adubagdo com
fosforo e potassio foi igual para todos os tratamentos, com aplicacdo em dose Unica do
equivalente a 100 kg/ha de cada um destes nutrientes.

5.2.3.6 Colheita, avaliacdes agronémicas, preparo e analises de amostras

Na colheita, as linhas externas (bordadura) de todas as parcelas foram cortadas e
descartadas para facilitar a colheita da area util, composta pelas 6 plantas centrais. As avaliacdes
foram realizadas nas linhas Gteis de cada parcela com determinagdo do nimero total e peso de
colmo, massa de folhas verdes e palha nas linhas Gteis de cada parcela. Além disso, de cada
planta da area util foi coletada amostra da folha +3 para anélise nutricional. Para as analises,
foram utilizados quatro colmos selecionados aleatoriamente de cada parcela. Apds a
determinacéo do peso fresco de cada fracdo, foram retiradas subamostras para serem secas em
estufa de circulagéo de ar forcada a 65 °C até atingirem peso constante. Com base nos pesos
frescos determinados no campo e do percentual de matéria seca das subamostras foram
estimadas a produtividades dos colmos frescos e a massa de matéria seca total da parte aérea
por hectare. Além disso, amostras de caldo coletadas de subamostras de cada parcela foram
utilizadas para medigéo da porcentagem de sélidos soluveis (Brix) com refratbmetro de campo.
Amostras de folha +3 apds secagem foram pesadas e moidas em moinho de facas tipo Wiley (2
mm) e em seguida determinada a concentra¢do de macronutrientes e N total pelo método Semi-
micro Kjeldahl (NOGUEIRA et al., 1998).
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5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1 Sele¢do de Estirpes de Rizobios para Cana-de-Acucar em Casa de Vegetacdo

No transplante das mudas para os vasos com solo, os tratamentos inoculados com o Mix,
M12 ou P10-5 apresentaram as maiores médias no comprimento da parte aérea (Figura 11). J&
aos 30 dias apds o transplantio ndo foi observada diferenca estatistica entre os tratamentos
(Figura 11). Em relagdo ao didmetro do colmo, aos 30 DAT os tratamentos inoculados com
AG48, Mix, IAE20b, IAR216a, M12, P10-5, P7-6 ou RBR134b ndo diferiram estatisticamente
do controle N80, que apresentou a maior média (Tabela 9).
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Figura 11. Comprimento de parte aérea de plantas de cana-de-aglcar cv. RB867515 inoculadas ou ndo (tratamentos N80 e N40) transplantadas
para vasos com solo sob condi¢des de casa de vegetacdo. No ODAT (dias ap0s transplantio) equivale ao comprimento das mudas no dia do
transplantio para os vasos (28 dias apds a inoculacdo). Todos os tratamentos tiveram 8 repeticGes em bloco ao acaso. O erro padréo é representado
por barras de erro. Letras diferentes indicam diferencas significativas (Scott knot, p <0,05) entre as médias de tratamento, para cada ponto de
tempo. DAT — dias apdés transplantio.
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Aos 30 dias, o acumulo da massa fresca da parte &rea mostrou maior média para o
tratamento N80, seguido do tratamento inoculado com RBR216a. Ndo houve diferenca
significativa da massa seca da parte aérea (Tabela 9). Em relacdo a area foliar, os tratamentos
inoculados com RBR134b, P9-20, P5-5 ou P5-32 diferiram significativamente dos demais
tratamentos, inclusive dos controles com baixo ou alto N (Tabela 9). Vale ressaltar, que o
tratamento com baixa dose de N apresentou a menor média de area foliar e o inoculado com
RBR134b a maior, com incremento de 36,6% sobre o valor observado para o controle N40.

Tabela 9. Variaveis analisadas de cana-de-agucar cv. RB867515 inoculada, em casa de
vegetacdo, aos 30 dias apds o transplantio para vasos com solo. (AF) area foliar. (DC) didmetro
do colmo. (CFL) clorofila. (MPAF) massa parte aérea fresca. (MPAS) massa parte aérea seca.
(MRS) massa de raiz seca. (MSF) massa fresca de raiz. (VL) volume de raiz.

AF SK DC SK CFL LSD MFPA SK MSPA SK MSR LSD MFR SK VR LSD

Tratamento

wCmM2. amm... LLIFC. e, (rama)..cccccceevcvevcieies mL....
N80 1555 b 6,7 a 487 a 21,1 a 4,4 a 12 bc 82 a 88 b
N40 1410 b 64 a 415 b 191 a 4,3 a 12 bc 80 a 86
AG14 1543 b 6,0 b 476 a 172 a 3,9 a 12 bc 85 a 94 ab
AG48 1692 b 64 a 496 a 195 a 4,1 a 15 abc 76 a 10,1 ab
Mix 1597 b 65 a 463 ab 181 a 4,0 a 10 c 74 a 84 b
IAE20b 1643 b 64 a 471 ab 188 a 3,9 a 13 abc 91 a 98 ab
IAR216a 1654 b 64 a 457 ab 200 a 4,1 a 10 c 78 a 84 b
M12 1731 b 65 a 474 a 193 a 4,3 a 15 abc 99 a 96 ab
P10-5 1590 b 65 a 446 ab 191 a 4,3 a 15 abc 90 a 94 ab
P10-6 1814 a 64 a 440 ab 192 a 4,4 a 18 ab 95 a 95 ab
P1-6 1447 b 6,0 b 466 ab 171 a 3,8 a 15 abc 79 a 85 b
P5-32 1826 a 62 b 469 ab 188 a 4,1 a 12 abc 93 a 92 ab
P5-5 1931 a 6,1 b 476 a 184 a 4,0 a 14 abc 90 a 95 ab
P7-6 1509 b 64 a 453 ab 190 a 4,3 a 19 a 106 a 109 a
P9-20 1871 a 62 b 473 a 178 a 4,0 a 12 abc 84 a 92 ab
RBR134b 2225 a 63 a 460 ab 192 a 4,2 a 12 bc 90 a 101 ab

CV (%) 24,6 6,2 12,3 10,7 11,2 53,3 23,5 18,9

-Médias seguidas de letras distintas, para cada variavel, diferem entre si (p<0,05) no teste t (LSD) e Scott-Knott
(SK).

O desenvolvimento das folhas se correlaciona com as taxas de crescimento e acimulo
de massa das plantas, uma vez que é nelas que ocorre a interceptacdo da radiacdao solar e
conversdo em energia quimica pela fotossintese (CLIFTON-BROWN; JONES, 1997; JIAO et
al., 2016; NIINEMETS, 1998). As medias de area foliar dos controles com alta ou baixa dose
de N ndo diferiram entre si e foram menores do que de alguns dos tratamentos inoculados
(Tabela 9), o que indica que o N ndo influenciou nessa caracteristica até os 30 DAT nas
condigdes experimentais utilizadas.

Os tratamentos inoculados com P9-20, P5-5, M12, AG48 ou AG14 diferiram
significativamente do tratamento n&o inoculado (N40) em relacdo ao teor de clorofila, sendo
equivalentes ao tratamento com alta dose de N (N80) (Tabela 9). Vale ressaltar, que o
tratamento inoculado com AG48 apresentou incremento de 16,3% em relacdo ao tratamento
controle com baixo N. Diante disso, o teor de N foi determinado para as plantas inoculadas com
AG48 e o controle N40. Embora ndo tenha ocorrido diferenca estatistica, o teor de N das plantas
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inoculadas com AG48 apresentou incremento médio de 8,8% em relagdo ao controle N40
(Figura 12).

PR RR

N O 00N

T N T NN |
b}
fob)

oo oo
oNvh o ®
1

Concentragéo de N nas folhas (%)
(BN

N40 AG48

Figura 12. Teor de nitrogénio nas folhas de cana-de-agucar variedade RB867515 aos 30 DAT
em experimento de casa de vegetacdo em vasos com solo. Teste de média Scott Knot a 5%.

O tratamento com maior dose de N diferiu significativamente no indice de clorofila em
suas folhas em relacdo aos das plantas que receberam menor dose, o que indica que aos 30 DAT
as plantas ja estavam se beneficiando do N do solo. Peng et al. (2002) observaram que estirpes
de Rhizobium e Bradyrhizobium podem promover o crescimento e a produtividade de arroz por
meio de mecanismos que melhoram a taxa fotossintética liquida de folhas, mesmo que néo
ocorra contribui¢do significativa da FBN. Em arroz inoculado com a estirpe SUTN9 de
Bradyrhizobium o aumento na clorofila foi relacionado com a capacidade promotora de
crescimento dessa estirpe. Além disso, esse efeito foi maior na fase inicial de crescimento
(GREETATORN et al., 2019). Chauhan et al. (2013) observaram efeito da inoculagdo com
Azospirillum, Gluconacetobacter, Bacillus ou Pseudomonas no teor de clorofila de cana-de-
acucar em campo aos 90 dias ap6s o plantio ao comparar com controle ndo inoculado.

Ao avaliar o sistema radicular das plantas, foi possivel observar gque o volume e a massa
seca do sistema radicular apresentaram valores médios com comportamento semelhantes, onde
o tratamento inoculado com a estirpe P7-6 apresentou as maiores médias (Tabela 9). Observou-
se diferencas significativas em relacdo ao tratamento N40, com incrementos de 21,1 e 36,8%
para 0 volume de raiz e massa da raiz seca, respectivamente. Plantas com sistema radicular
melhor desenvolvido possuem vantagem para suportar o estresse hidrico no campo e até mesmo
aproveitar melhor os nutrientes do solo, além de permitir o estabelecimento mais rapido de
mudas ap6s plantio (DAVIS & JACOBS, 2005; INMAN-BAMBER et al., 2012; SMITH et al.,
2005).

O fato de terem sido observadas diferencas significativas da inocula¢do na massa seca
e volume de raiz com a inoculacdo da estirpe P7-6, pode indicar que os efeitos tenham sido
causados por acdo de fitohormonios, como auxinas, que promovem o desenvolvimento das
raizes (FERREIRA et al., 2020). Possivelmente, o curto periodo de duragéo do ensaio (30 DAT)
ndo tenha sido suficiente para refletir diferencas no desenvolvimento da parte aérea, uma vez
gue nem o tratamento com alta dose de N chegou a diferir significativamente em massa seca ou
fresca da parte aérea aos 30 DAT. De modo semelhante, Dos Santos et al. (2019) observaram
que, independentemente da inoculagéo, o desenvolvimento inicial de minitoletes de cana-de-
acucar cv. RB867515 foi canalizado para o sistema radicular e ndo para os brotos, ndo havendo
diferenga significativa em parametros como didmetro do colmo, ndmero de folha ou
comprimento da parte aérea aos 30 DAT.

Durante a brotacdo da cana-de-acucar, as plantas dependem das reservas presentes nos
toletes, a medida que o sistema radicular se desenvolve e a area de absorcao de agua e nutrientes
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aumenta, essa dependéncia vai diminuindo (MARAFON, 2012). Tendo em vista a curta
duracdo do experimento (30 dias), isso poderia explicar a auséncia de diferencas significativa
entre as plantas sob os tratamentos N80 e N40 nas variaveis analisadas, com exce¢éo do teor
de clorofila nas folhas (Tabela 9). Entretanto, a eficiéncia do uso dessa reserva pode variar
dependendo do desenvolvimento da parte aérea e raizes das plantas. Nesse sentido, a inoculago
com bactérias promotoras de crescimento pode influenciar nesse processo por meio da producéo
de fitohorménios. Ao analisar o tecido de minitoletes que restaram ap6s a brotacdo de mudas
inoculadas com a estirpe Rhizobium sp. P5-2, aos 75 DAT, 0 mesmo apresentou a menor
contetdo de N em comparagdo com o controle ndo inoculado, mas também apresentou maior
superficie especifica do sistema radicular, massa seca e volume de raiz, além de aumento na
velocidade de brotamento das plantas. (MATOS, 2017; Ferreira et al. 2020). Isso indica que 0
crescimento maior causado pela inoculacdo permitiu 0 maior aproveitamento das reservas de N
disponivel nos minitoletes para seu desenvolvimento inicial. De fato, revelou-se que a estirpe
P5-2 afeta 0 crescimento vegetal por meio da producéao de substancias hormonais, embora seja
incapaz de fixar nitrogénio (FERREIRA et al., 2020). Boiero et al. (2007) mostraram por
métodos quantitativos que estirpes do género Bradyrhizobium podem ser capazes de produzir
acido indol-3-acético (IAA), &cido giberélico (GAz), &cido abscisico (ABA), etileno e zeatina,
e que mesmo dentro da mesma espécie as estirpes possuem diferencas quanto a quantidade e o
namero de fitohormonios que séo capazes de produzir. Variagcdes na capacidade de biossintese
de fitorménos pelas estirpes estudadas pode ser uma explicacdo para os efeitos da inoculagdo
das diferentes estirpes estudadas nesse ensaio, mas essa possibilidade necessita de estudos
adicionais.

Por se tratar de uma pratica recente, poucos estudos foram realizados avaliando a
producdo de mudas pré-brotadas associada com a inoculacdo de bactérias promotoras de
crescimento. Portanto, ha necessidade de compreensao da interacdo de bactérias promotoras de
crescimento com as mudas, uma vez que o ambiente p6s inoculacdo é completamente diferente
no que ocorre no sistema convencional, com inocula¢do no campo no momento do plantio

No ensaio de casa de vegetacdo, avaliando efeito da inoculacdo de estirpes de
Bradyrhizobium spp. em minitoletes de cana-de-acUcar em casa de vegetacdo, permitiu
selecionar as estirpes RBR134b, AG48 e P7-6, que foram capazes de aumentar a area foliar,
teor de clorofila e sistema radicular, respectivamente, das plantas avaliadas 30 DAT (Tabela 9),
sendo selecionadas para experimentos adicionais a nivel de campo.

5.3.2 Experimento de Campo

5.3.2.1 Fase de mudas

A emergéncia dos minitoletes iniciou-se com oito dias ap6s o plantio (DAP) sem
diferenca significativa entre os tratamentos. Entretanto, entre 10 e 15 DAP foi observado um
aumento na taxa de brotamento nos tratamentos inoculados com AG48, P5-2, P9-20 e RBR134b
(Figura 13). A partir dos 16 DAP ndo foram mais observadas diferencas significativas entre 0s
tratamentos, havendo estabilizacdo no brotamento aos 18 DAP.
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Figura 13. Brotamento de minitoletes de cana-de-agucar cv. RB867515 inoculados ou ndo e plantados em substrato composto de mistura de areia e vermiculita
(2:1). Todos os tratamentos tiveram 10 repeti¢cbes em bloco ao acaso. O erro padrdo é representado por barras de erro. Letras diferentes indicam diferencas
significativas (Scott Knot, p <0,1) entre as médias dos tratamentos, para cada tempo de avaliacdo. DAP — dias ap6s plantio.
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5.3.2.2 Fase de campo

Aos 45 DAT das mudas para o campo, todos os tratamentos inoculados apresentavam
maior média do comprimento da parte aérea em relacdo ao tratamento ndo inoculada N40, mas
inferior ao tratamento N80, embora as diferengcas ndo foram estatisticamente significativas.
Apenas os tratamentos N40 e N80 diferiram significativamente (LSD, p<0.05). Esse
comportamento foi mantido até os 85 DAT, data da Ultima avaliagdo (Figura 14).
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Figura 14. Comprimento da parte aérea de cana-de-agucar cv. RB867515 aos 45 e 85 dias apos
o transplantio (DAT) de mudas inoculadas ou ndo (tratamentos N40 e N80) para o campo. Cada
tratamento consistiu de cinco repeticdes. O erro padrdo € representado por barras de erro. Letras
diferentes indica diferenca significativa (LSD, p <0,05) entre as médias dos tratamentos.

Em relacdo a area foliar, aos 45 DAT néo foi observado diferenca significativa entre os
tratamentos. Entretanto, a menor média observada foi no tratamento sem inoculacdo e com
baixo nivel de N (N40). Aos 85 DAT a area foliar do tratamento inoculado com P7-6 estava
equivalente ao controle N80 e superior ao tratamento N40, com incremento de 19,5% em
relacdo a este Gltimo (Figura 15). A cana-de-agUcar € uma cultura que possui desenvolvimento
inicial lento do seu dossel quando comparada com outras culturas anuais. 1sso pode ser um fator
critico para limitar o rendimento final da cultura (INMAM-BAMBER, 1991; INMAN-
BAMBER, 1994). Considerando plantas em condicdo de campo, a maior area foliar também
pode ser importante no controle das plantas invasoras, pois 0 sombreamento retarda seu
crescimento, diminuindo a competicdo por nutrientes e &gua com a cana-de-agucar (GIBSON
et al., 2001). Sinclair et al. (2004) estudando os fatores que afetam a area foliar de cana-de-
acucar, observaram que a principal variante sdo as folhas individuais no inicio do ciclo de
desenvolvimento, que tendem a ter maior area. Esses autores sugeriram o uso de genétipos que
possuem folhas com grande area no inicio do ciclo de desenvolvimento para futuros esforcos
de melhoramento, por se tratar de uma caracteristica que contribui para uma alta produtividade
de cana-de-agucar. Portanto, a obtencdo de uma estirpe promotora de crescimento com a
capacidade de aumentar a area foliar em condi¢cdes de campo pode ter grande importancia
biotecnoldgica.
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Figura 15. Area foliar de cana-de-agucar cv. RB867515 aos 45 e 85 dias ap0s o transplantio
(DAT) de mudas inoculadas ou ndo (tratamentos N40 e N80) para o campo. Cada tratamento
consistiu de cinco repeticdes. O erro padrdo é representado por barras de erro. Letras diferentes
indica diferenca significativa (LSD, p <0,05) entre as médias dos tratamentos.

Devido a um grande dano causado pela entrada de animais na area experimental trés
meses antes da coleta de cana planta (2018-2019), foram levados em consideracdo apenas 0s
dados coletados nos primeiros meses da cana planta e os coletados no segundo corte (primeira
soqueira) (2019-2020) para fins comparativos.

Avaliacédo primeira soqueira

Embora os tratamentos inoculados com AG48, P9-20, P7-6 ou P5-2 tenham apresentado
producdo de colmo equivalentes aos tratamentos nao inoculados com alta (N80) e baixa (N40)
dose de N, os tratamentos N80 e inoculado com P9-20 apresentaram incrementos de 7,41% e
4,83%, respectivamente, em relacdo ao tratamento N40. Ja, o tratamento inoculado com
Nitrospirillum amazonense BR11145 apresentou incremento de 10,37% na producao de colmo,
em relacdo ao tratamento N40 (Tabela 10), o que confirma estudos anteriores sobre a eficiéncia
dessa bactéria na promocdo de crescimento de cana-de-acUcar (REIS et al., 2020). A menor
média de producdo de colmo observada foi para o tratamento inoculado com RBR134b (Tabela
10). Ao ser avaliado o grau brix de amostras do caldo, o tratamento inoculado com BR11145
foi equivalente ao tratamento ndo inoculado N80 e superior aos demais tratamentos (Tabela
10). Em relacdo a massa seca total da parte aérea (MSPA), os tratamentos controles com alta e
baixa dose de N nao diferiram entre si estatisticamente, e foram equivalentes aos tratamentos
inoculados com AG48, P5-2 e P9-20. Esse comportamento foi similar ao observado para a
producdo de colmo (Tabela 10).

Schultz et al. (2014) observaram que, com o0 aumento do numero de socas da cana-de-
acucar, a inoculacdo perdia sua eficiéncia. 1sso esta de acordo com o incremento de producéo
de colmo de alguns tratamentos inoculados em relagdo ao controle N40, mas ndo houve
diferengas significativas no presente estudo (Tabela 10). Devido & falta dos dados de produgéo
da cana planta (primeiro corte) no presente estudo, nao foi possivel a comparacéo entre os dados
da cana planta e primeira soqueira. Entretanto, nos primeiros meses da cana planta puderam ser
observados beneficios da inoculagdo no comprimento da parte aérea e area foliar (Figura 14;
Figura 15). A inoculacdo com bactérias endofiticas diazotroficas de cana-de-agUcar tem
mostrado resultados de producédo de colmo equivalente a aplicacdo de altas dose de nitrogénio
e até aumentos no rendimento total de agucar recuperdvel (SCHULTZ et al., 2012, 2014, 2017).
Entretanto, a inoculacdo nao tem afetado a fixagao biologica de nitrogénio (SCHULTZ et al.,
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2014, 2017; PEREIRA et al., 2020), mesmo com estimativas indicando que a contribuigéo da
FBN para o N da cana-de-acucar seja de até 60% (URQUIAGA et al., 1992; URQUIAGA et
al., 2012; DOS SANTOS et al., 2019a). A cana-de-acUcar possui grande diversidade de
microrganismos associados (DE SOUZA et al.,, 2016) e muitos podem estar de fato
contribuindo naturalmente com FBN, inclusive rizébios (FISCHER et al., 2012). Pereira et al.
(2020) observaram contribuicdo de mais de 30% do N na cultivar RB92579 de cana-de-agUcar
pela FBN, mas que néo teve origem da inoculagéo.

Tabela 10. Dados de producdo parte aérea de cana-de-agucar cv. RB867515, inoculada ou néo,
primeira soqueira. Grau Brix, Producdo do Colmo (PC) e Massa Seca da Parte Aérea (colmo,
folha e palha — MSPA).

Brix LSD PC LSD MSPA LSD

Tratammento
........ %.... ......Mgha'l.......
N80 20 a 147,5 ab 56,4 ab
N40 199 ab 136,5 ab 57,3 ab

AG48 199 ab 1389 ab 56,4 ab
BR11145 20,2 a 1523 a 61,8 a
P5-2 19,1 ab 120,2 ab 498 ab
P7-6 191 ab 1229 ab 48,0 b
P9-20 19,7 ab 1435 ab 58,2 ab
RBR134b 18,7 b 1155 b 470 b
CV.% 5,53 20,53 20,47

- Médias seguidas de letras distintas, para cada variavel, diferem entre si no teste t (LSD) ou Scott- Knott (SK),
em p<0,10 ou p<0,05. Grau brix (p<0,05), PC (p<0,05) e MSPA (p<0,10).

Analise quimica de folhas da primeira soqueira

Analise quimica de amostras seca da folha +3 mostrou que os tratamentos néo diferiram
em concentracdo de N, Ca e Mg. O tratamento inoculado com P5-2 mostrou maiores
concentracdes em Ca e P em relacdo aos demais tratamentos, mas sem apresentar diferenca
estatistica em relacdo aos controles com mais (N80) ou menos N (N40). Em relacdo ao K, o
tratamento inoculado com P9-20 mostrou a maior concentragdo média, diferindo
significativamente do tratamento ndo inoculado N80, que apresentou a menor concentracdo
(Tabela 11).

Comparando a capacidade de remobilizacdo dos nutrientes em plantas, o N é o mais
movel, seguido de P e K, enquanto que o Ca apresenta baixa remobilizacdo (MAILLARD et
al., 2015; MARTINS et al., 2016; WHITE, 2011). No caso da cana-de-acUcar, que é uma cultura
de grande capacidade produtiva e que acumula alto teor de sacarose, hd uma alta demanda por
nutrientes (MARTINS et al., 2016). N&o haver diferenca no teor de nitrogénio nas folhas no
final do ciclo é esperado, uma vez que os cloroplastos séo degradados para remobilizacdo de
nutrientes para producdo de aglcar, o que resulta, na cana-de-aclicar, em diminuicdo de
pigmentos fotossintéticos (MARTINS et al., 2016). A dindmica do potassio, segundo ZHANG
et al. (2010), é bastante mdvel, e sua absorcéo depende, em grande parte, do suprimento de N
do solo. Dessa forma, a taxa de aplicagdo de nitrogénio, o tempo de aplicacdo e a forma de N
fornecido podem influenciar na fixacéo e liberacdo de K no solo, bem como na absorcéo,
transporte, ciclagem e reutilizagéo de K nas lavouras (SIMONSSON et al., 2007; ZHANG et
al., 2010). Logo, pode-se relacionar a maior dose de N aplicada no tratamento N80 a
concentracéo diferente de K nas folhas das plantas desse tratamento, uma vez que 0s demais
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tratamentos receberam apenas metade da quantidade de N aplicada nas plantas do tratamento
N80 e apresentaram concentracdo de K nas folhas equivalente entre si (Tabela 11).

Tabela 11. Concentracdo de nutrientes baseada em andlise quimica da folha +3 da primeira
soqueira de cana-de-acucar cv. RB867515, inoculada ou ndo, cultivada na &rea experimental da
Embrapa Agrobiologia. Médias seguidas de letras distintas, para cada variavel, diferem entre si
no teste t (LSD) em p<0,05. EP + - valor de erro padrdo de cada média.

EP + K EP+ Mg EP=z P EP + Ca EP +

Tratamento — T — R D

NSO 095 003 422b 008 240 018 086ab 007 570 041
N40 099 004 51lab 026 247 013 093ab 002 491 1,02
AG48 095 004 47lab 045 235 010 088ab 007 556 0,28
BR11145 097 002 507ab 038 232 020 092ab 005 518 024
P5-2 1,00 002 469ab 022 240 013 100a 004 608 049
P7-6 090 011 517ab 059 229 027 083ab 010 536 054
P9-20 099 003 556a 072 233 018 09ab 008 576 0,20
RBR134b 095 002 482ab 076 240 010 08lb 007 548 026

CV.(%) 105 20,57 17,78 15,1 19,0

Os dados de produgéo no presente estudo confirmam a estirpe BR1115 como eficiente
na promocdo de crescimento de cana-de-aclcar (REIS et al., 2020). Vale ressaltar, que essa
estirpe ja foi muito estudada em campo com aplicacdo em diversos tipo de solo e cultivares
para comprovacdo de seu potencial de promocdo de crescimento de cana-de-agucar, sendo
inoculada individualmente ou em mistura com outras estirpes, o que culminou no
desenvolvimento de um inoculante denominado Aprinza, que faz parte do pacote tecnolégico
Muneo® BioKit da BASF. Entretanto, este é o primeiro estudo de aplicagdo de Bradyrhizobium
e Rhizobium em cana-de-aclcar a nivel de campo, portanto é uma linha com muitas
possibilidades de exploracao a fim de se alcancar melhores resultados.
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5.4 CONCLUSOES

Diferentes estirpes do género Bradyrhizobium possuem efeitos benéficos sobre
diferentes caracteristicas de crescimento de cana-de-aglcar afetando o sistema radicular, teor
de clorofila e area foliar;

Bradyrhizobium sp. P7-6 possui potencial para acelerar desenvolvimento foliar em
cana-de-acgucar cv. RB867515 em campo na cana planta. Para esclarecer o efeito da inoculacdo
na producdo de colmo de cana planta, experimentos adicionais s&o necessarios.
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6 CAPITULO IV

O HISTORICO RECENTE DE CULTIVO DO SOLO AFETA A COMPOSICAO
MICROBIANA DA RIZOSFERA DE CANA-DE-ACUCAR
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6.1 RESUMO

Plantas da familia das leguminosas sdo muito utilizadas na prética de rotacdo de cultura. O
principal motivo do uso dessa familia é sua capacidade de fixar nitrogénio atmosférico através
de simbiose com bactérias que podem beneficiar a proxima cultura em termos de matéria seca
ou N disponivel. Essa pratica vem sendo muito utilizada nas &reas de canaviais do Brasil. Os
relatos de isolamento de rizobios de raizes de cana-de-agucar, que sdo capazes de nodular
eficientemente espécies de leguminosas, indica a possibilidade de a cana-de-agUcar aproveitar
a FBN néo apenas de forma indireta dessas culturas. Nesse sentido, o presente trabalho teve
como objetivo compreender como a rotagdo de cultura no sistema de cultivo de cana-de-agucar
pode alterar a abundancia de microrganismos promotores de crescimento associados as suas
raizes. Para isso, solo de &rea de canavial foi utilizado para realizacdo de experimento em vasos
em delineamento experimental em blocos casualizados. O experimento aconteceu em duas
etapas. (Etapa 1) -Inicialmente foram cultivadas as culturas da soja, amendoim e braquiéria ou
deixado sem cultivo (pousio) por um periodo de 120 dias. Apos essa fase, as plantas foram
trituradas e deixadas nos vasos por 30 dias. Amostra do solo foram coletadas antes do plantio e
apos os 30 dias que as plantas foram trituradas; (Etapa 2) - Cana-de-acUcar foi plantada em
todos os vasos e teve seu crescimento acompanhado. Trinta dias ap6s o plantio a massa da parte
aérea seca das plantas foi determinada. Amostras de solo e da rizosfera de cana-de-agucar foram
coletadas. Andlise de fertilidade quimica do solo foi determinada ao final das duas etapas do
experimento. A mudanca no microbiama rizosférico de cana-de-agucar apos rotacéo de cultura
com o cultivo de soja, amendoim, braquiéria ou pousio (sem cultivo) foi observada através da
extracdo do DNA das amostras do solo total (etapa 1) e rizosfera de cana-de-acUcar (etapa 2) e
sequenciamento da regido V3-V4 do gene 16S rRNA usando Illumina MiSeq. Os resultados
ndo mostraram diferencas significativas na fertilidade do solo, comprimento da parte aérea e
massa da parte aérea seca entre as plantas de cana-de-agUcar cultivadas em solo que esteve em
pousio ou em rotacdo de cultura. Entretanto, o cultivo prévio de culturas, aumentou a
abundancia de rizébios e de outros géneros de bactérias promotoras de crescimento na rizosfera
de cana-de-acuUcar.

Palavras-chave: Bradyrhizobium, Rhizobium, cana-de-agucar, promogéo de crescimento.
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6.2 ABSTRACT

Plants from the legume family are widely used in crop rotation. The main reason for using this
family is its ability to fix atmospheric nitrogen through symbiosis with bacteria that can benefit
the next crop in terms of dry matter or available N. This practice has been widely used in
sugarcane fields in Brazil. Reports of isolation of rhizobia from sugarcane roots, which are able
to efficiently nodulate legume species, indicate the possibility that sugarcane can take
advantage of BNF not only indirectly from these crops. In this sense, the present work aimed
to understand how crop rotation in the sugarcane cultivation system can change the abundance
of growth-promoting microorganisms associated with its roots. For this, soil from a cane field
was used to carry out an experiment in pots in a randomized block design. The experiment took
place in two steps. (Step 1) Initially, soybean, peanut and brachiaria cultures were cultivated or
left uncultivated (fallow) for a period of 120 days. After this phase, the plants were crushed and
left in pots for 30 days. Soil samples were collected before planting and after 30 days that the
plants were crushed; (Step 2) Sugarcane was planted in all pots and its growth was monitored.
Thirty days after planting, the aerial dry mass of the plants was determined. Soil and rhizosphere
samples of sugarcane were collected. Soil chemical fertility analysis was determined at the end
of the two stages of the experiment. The change in the sugarcane rhizospheric microbiome after
crop rotation with soybean, peanut, brachiaria or fallow (no cultivation) was observed by
extracting DNA from total soil samples (step 1) and sugarcane rhizosphere (step 2) and
sequencing of the VV3-V4 region of the 16S rRNA gene using Illumina MiSeq. The results did
not show significant differences in soil fertility, shoot length and shoot dry mass between
sugarcane plants grown in fallow or crop rotation soil. However, prior cultivation of crops
increased the abundance of rhizobia and other genera of growth-promoting bacteria in the
sugarcane rhizosphere.

Keywords: Bradyrhizobium, Rhizobium, sugar cane, growth promotion.
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6.3 INTRODUCAO

A cana-de-agUcar € uma importante cultura para economia do Brasil e passa por
aumentos anuais em sua area de producdo, sendo essas novas areas, geralmente, de baixa
fertilidade (CONAB, 2015). A producdo de cana-de-agucar no Brasil € caracterizada por ser
um sistema de agricultura intensiva e que apresenta um fluxo de nutriente consideravelmente
elevado, o que acarreta aumento nos gastos com fertilizantes e manutencdo do canavial. Diante
disso, diversas praticas alternativas a aplicacdo de fertilizantes quimicos nos cultivos dessa
cultura e de conservacdo do solo tem sido investigadas. Uma das préticas que tem dado bons
resultados é a rotacdo de cultura com plantas da familia Fabaceae (PARK et al., 2010; SOARES
et al., 2016). A rotacéo de cultura se caracteriza como um sistema de cultivo, em uma mesma
area, de diferentes espécies seguindo uma sequéncia pré determinada. Diversas culturas
leguminosas sdo usadas em rotacdo no cultivo de cana-de-agucar, sendo as mais comuns a
crotalaria (Crotalaria juncea), a soja (Glycine max), a mucuna (Mucuna pruriens) e o
amendoim (Arachis hypogaea) (AMBROSANO et al., 2011). A prética de rotacdo de cultura
em cultivos de cana-de-acUcar pode contribuir para o controle da populacdo de pragas e doencas
(SHOKO & ZHOU, 2009), suprimir ervas daninhas de dificil controle quimico (SOARES et
al., 2016).

Em funcdo de seu potencial de fixacdo de nitrogénio em associacdo com rizobios, as
leguminosas representam, também, uma alternativa ao suprimento, substituicdo ou
complementacdo da adubacdo de N mineral e recomposicdo da fertilidade do solo
(SCIVITTARO et al., 2000). Uma hipdtese geral sobre os benéficos da presenca de culturas
leguminosas em area de cultivo de plantas ndo leguminosas, € a transferéncia do N da fixagdo
bioldgica de nitrogénio realizado nas leguminosas para as plantas ndo leguminosas presentes
na area, embora os residuos da decomposicéo de leguminosas também possam gerar maiores
concentracdes de N no solo e beneficiar as outras culturas (CHALK, 1998).

Entretanto, alguns trabalhos tém mostrado que o0s processos microbianos possuem uma
particular importancia para a qualidade do solo, dados seus papéis essenciais na dinamica do
carbono (C) e do nitrogénio (N) do solo (LI et al., 2017; WARDLE et al., 1999). Paungfoo-
lonhienne et al. (2017), por exemplo, mostraram que a rotacdo de cultura com amendoim ou
soja, afeta a comunidade microbiana nitrificante do solo, podendo diminuir as perdas de N por
lixiviacdo. Nesse sentido, conhecer o impacto de cultivos prévios no sistema de producao de
cana-de-agucar sobre o microbioma do solo pode ajudar no direcionamento de manejos do
sistema de producdo para formacdo de uma microbiota benéfica para a cultura. Portanto, o
presente estudo tem como objetivo compreender como o cultivo prévio pode alterar a
abundancia de microrganismos associados as raizes de cana-de-agUcar.
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6.4 MATERIAL E METODOS

6.4.1 Delineamento Experimental

Um experimento composto por duas etapas foi realizado na Embrapa Agrobiologia,
Seropédica-RJ para estudo do efeito da rotacdo de cultura no microbioma rizosférico de cana-
de-acucar. Para isso, solo classificado como Cambissolo fluvico eutréfico coletado na area
experimental da UFRRJ - Campos dos Goytacazes-RJ, com mais de 10 anos consecutivos de
cultivo intensivo de cana-de-agucar foi homogeneizado e peneirado para utilizacdo em vasos
de10 L.

Resumidamente, a primeira etapa foi o cultivo prévio, em vasos, de (1) soja; (2)
amendoim; ou (3) braquiaria ou (4) pousio sem cultivo. Em uma segunda etapa foi foram
plantados minitoletes de cana-de-acucar nos vasos com o mesmo solo (Figura 49).

Etapa 1 Etapa 2
Bl B2 B3 B4 B5 Bl B2 B3 B4 B5

) 4

® soja O Amendoim @ Braguidria @ Semcultivo @ Cana-de-aglicar

Figura 16. Esquema experimental do ensaio de rotacdo de cultura de cana-de-acicar em vasos
de 10 L com solo Cambissolo fluvico coletado de canavial organizados em blocos casualizados
(B1; B2; B3; B4 e B5) com cinco repeticdes. Na Etapa 1 foram cultivadas por 120 dias culturas
que antecederam a cana-de-aglcar (amendoim, soja e braquiaria) ou desixado em pousio sem
cultivo. A Etapa 2 seguiu com o plantio de mudas de cana-de-agucar nos mesmos vasos apos
coleta de amostras e incorporacdo dos restos vegetais ao solo.

6.4.1.1 Plantio de soja, amendoim e braquiéria e pousio

A primeira etapa teve inicio em setembro de 2019. O experimento foi montado em vasos
de 10 L com solo. As caracteristicas de fertilidade do solo na profundidade de 0-20 cm foram
disponibilizadas pela instituicdo onde o solo foi coletado (Tabela 13). Foram coletadas e
armazenadas a -80 °C, para posterior extracdo de DNA total, cinco amostras do solo do canavial
apos ser homogeneizado e peneirado. O experimento foi realizado em blocos casualizados com
cinco repeticbes e quatro tratamentos: cultivo de braquiaria (Brachiaria brizantha cv.
marandu), cultivo de amendoim (Arachis hypogaeae cv. IAC-TATU), cultivo de soja (Glycine
max cv. NA5909 RR) e controle sem cultivo (Pousio). Essa primeira fase teve duracéo de 120
dias (dezembro de 2019), quando ja estavam em fase de enchimento de grdos da fase
reprodutiva (Figura 17). Ap0s esse periodo, a parte aérea das plantas foram cortadas, picotadas
e deixadas sobre o solo nos vasos por 30 dias para permitir sua decomposicdo parcial e o
reaproveitamento dos nutrientes do solo (Figura 17). Apds os 30 dias, 0 solo de cada vaso foi
destorroado e homogeneizado para coleta de amostras do solo e armazenamento a -80 °C para
posterior extracdo de DNA e realizacdo de analise quimica de fertilidade do solo. Os restos
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vegetais ndo decompostos foram incorporados no solo do vaso. Nesse momento, foi constatada
a presenca de nddulos radiculares nas plantas de soja e amendoim.

Figura 17. Experimento rotagdo de cultura com amendoim, braquiéria e soja e pousio sem
cultivo, aos 120 dias apds plantio. As plantas foram trituradas e retornadas aos seus respectivos
vasos para remobilizagdo de nutrientes por 30 dias.

Tabela 12. Analise de solo utilizado no experimento de rotagdo de cultura coletado na area
experimental da UFRRJ em Campos dos Goytacazes-RJ.

Identificacdo pH P K Ca Mg Al H+Al C MO V Fe Cu Zn Mn S
Lab. Int.  4gua mg.dm?® cmolc.dm?® % cmolc.dm?®
492/19 1.0-20 57 7 107 41 29 000 399 151 260 649 624 24 55 522 7,04
493/19 2.0-20 57 7 112 41 29 000 393 144 248 653 672 24 54 540 6,95

6.4.1.2 Plantio de cana-de-agucar

Em janeiro de 2020, minitoletes de cana-de-acucar (cv. RB867515) coletados na area
experimental da Embrapa Agrobiologia, Seropédica-RJ, foram plantados nos vasos (quatro
minitoletes por vaso). Durante 30 dias apds o plantio, o crescimento da parte aérea foi
acompanhado através da medi¢do do comprimento com régua graduada. Trinta dias apos o
plantio (fevereiro de 2020), a parte aérea das plantas foram coletadas para determinar massa
seca, nesse momento o solo dos vasos foi destorroado e homogeneizado para coleta de amostras
para andlise quimica e de fertilidade. Enquanto que o sistema radicular da cana-de-agucar foi
utilizado para coleta de solo rizosférico para posterior extragdo de DNA.

Para a coleta do solo rizosférico de cana-de-agucar, o sistema radicular de cada planta
de cana foi submerso em solucédo salina com Tween 20 (0,01%) esterilizada e agitados por 15
min a 150 rpm em agitador orbital a temperatura ambiente (JUNIOR et al., 2019). Em seguida,
as raizes foram retiradas da solucdo e os tubos, contendo o solo de rizosfera em suspenséo,
foram centrifugados a 4000 rpm por 5 minutos para precipitar o solo rizosférico e
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microrganismos. O sobrenadante foi cuidadosamente descartado, e os tubos com o solo foram
armazenados a -80 °C.

6.4.2 Extracao de DNA

Quarenta e cinco amostras no total (cinco repeti¢cdes dos quatro tratamentos dos vasos
nas etapas 1 e 2 do experimento mais cinco do solo original do canavial) foram utilizadas para
extracdo de DNA. A extracdo do DNA total do solo foi realizada com o kit PowerSoil® DNA
Isolation (MoBio, Carlsbad, USA) de acordo com as recomendacdes do fabricante.
Resumidamente, foi adicionado 0,25 g de amostra de solo em tubos PowerBead fornecidos no
kit, que foi misturado por vortex. Em seguida foi adicionado 60 pL da solucdo C1.
Posteriormente, os tubos foram agitados horizontalmente em vdrtex com adaptadores, a
velocidade maxima, por 10 minutos. Apds a agitacao, os tubos foram centrifugados a 10.000 x
g por 30 segundos em temperatura ambiente. Em seguida, o sobrenadante de cada tubo foi
transferido para um tubo coletor de 2 mL disponibilizado no kit. Foi adicionado 250 pL da
solucdo C2 e a mistura foi agitada no em aparelho tipo vortex por 5 segundos. Posteriormente,
as misturas foram incubadas a 4 °C por 5 minutos. Os todos foram centrifugados em
temperatura ambiente por 1 minuto a 10.000 x g. Em seguida, para cada amostra, foram
transferidos até 600 pL de sobrenadante para um tubo de coleta de 2 ml. Apos a transferéncia,
foi adicionado 200 pL da solugdo C3, os tubos foram agitados em aparelho tipo vortex
brevemente e incubados a 4 °C por 5 minutos. Uma nova centrifugacdo em temperatura
ambiente foi conduzida por 1 minuto a 10.000 x g. Apds a centrifugagdo, até 750 uL de
sobrenadante foram transferidos para um novo tubo de coleta. Foi adicionado 1200 pL da
solucdo C4 aos sobrenadantes, as misturas foram agitadas em aparelho vortex por 5 segundos.
apos essa etapa, aliquotas de aproximadamente 675 pL foram adicionados em filtros rotativos
apoiados em tubos de coleta (disponibilizado no kit). Esses filtros foram centrifugados a 10.000
X g por 1 minuto em temperatura ambiente. Posteriormente, foi adicionado 500 pL da solucéo
C5 a cada tubo de filtracdo e os mesmos foram centrifugados a temperatura ambiente por 30
segundos a 10.000 x g. O contetido do tubo de coleta foi descartado e uma nova centrifugacao
foi realizada por 1 minuto a 10.000 x g. Os filtros rotativos foram transferidos para tubos de
coleta e foram adicionados 100 uL da solugdo C6 ao centro da membrana dos filtros, os quais
foram centrifugados a 10.000 x g por 30 segundos. Por fim, os filtros rotativos foram
descartados.

A gqualidade do DNA foi verificada em gel de agarose 0,85% e a quantificacdo ocorreu
por leitura em fluorimetro Qubit® (Invitrogen) usando o Kit Qubit® DNA Assay (Invitrogen)
de acordo com as instrucdes do fabricante.

6.4.3 Sequenciamento

O DNA extraido foi preparado para amplificacdo da regido V3 — V4 do gene 16S rRNA
e sequenciamento foi utilizando o Next-Generation lllumina MiSeq™ (CAPORASO et al.,
2012). O preparo das bibliotecas foi realizado na empresa WEMSEQ Pesquisa e
Desenvolvimento Sociedade Simples (Curitiba, PR). A metodologia adota 0 uso de sequéncias
adaptadoras nos primers possibilitando o sequenciamento de muitas amostras em pouco tempo
(CAPORASO et al., 2012). O protocolo adotado pela empresa, inclui as sequéncias de pares de
primers para as regides V3 e V4 que criam um unico amplicon de aproximadamente 460 bp
(KLINDWORTH et al., 2013). Os primers e condi¢bes de PCR foram essencialmente os
descritos no guia de preparacdo da Biblioteca de Sequenciamento Metagenémica Illumina 16S
[Iumina] (https://web.uri.edu/gsc/files/16s-metagenomic-library-prep-guide-15044223-
b.pdf). Apos sequenciamento, a empresa realizou a demultiplexacéo das sequencias e filtragem
guanto a sua qualidade (Q score menor que 30 foram desconsideradas).
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6.4.4 Andlise de dados e estatistica

Para andlise do 16S rRNA foi utilizada a pipeline DADA2 (1.8) (CALLAHAN et al.,
2016) incorporada ao software R (TEAM, 2019). O DADAZ2, ao final das analises, gera uma
tabela de Variante de Sequéncia de Amplicon (ASV), um anélogo de alta resolucdo da tabela
OTU tradicional (OTU, unidade taxondmica operacional), que registra o nimero de vezes que
cada variante exata de sequéncia do amplicon foi observada em cada amostra (CALLAHAN
et al., 2016). As leituras de sequéncia foram filtradas usando os parametros recomendados do
pipeline DADAZ2 (ou seja, um limite de erro esperado de 2 combinado com o corte de 10
nucleotideos do inicio e do final de cada leitura). Posteriormente, as sequéncias foram unidas e
classificadas utilizando o banco de dados SILVA (versdao 132). A tabela ASV gerada foi
convertida em objeto phyloseq, usando o pacote phyloseq (MCMURDIE & HOLMES, 2013).

As abundancias de ASVs, curvas de rarefacdo e medidas de diversidade alfa (Shannon)
foram calculadas para cada tratamento pelo pacote phyloseq (MCMURDIE & HOLMES, 2013)
no ambiente R (v. 4.0.2) (TEAM, 2019). As figuras foram construidas nos softwares Excel
(Microsoft) e R (R TEAM, 2019) usando o pacote ggplot2 (WICKHAM et al., 2019).

6.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.5.1 Crescimento da Cana-de-Acucar e Fertilidade do Solo Apds as Coletas

N&o houve diferenca significativa no comprimento da parte aérea das plantas entre 0s
tratamentos durante o inicio do desenvolvimento das plantas de cana-de-agUcar cultivadas nos
vasos. Entretanto, na terceira semana apds o plantio, as plantas cultivadas nos vasos que
continham braquiaria apresentaram diferenca significativa em relagdo aos demais tratamentos
(Figura 18). Nao foi mais observada diferenca significativa no comprimento das plantas para
as semanas seguintes de avaliacdo apds o plantio. Nao foi observada diferenca significativa
entre os tratamentos para a massa da parte aérea seca da cana-de-acUcar (Figura 19). A analise
de fertilidade quimica também ndo mostrou diferencas significativas entre o solo dos vasos com
plantio das culturas da soja, amendoim, braquiaria ou pousio. O cultivo de cana-de-agUcar
nesses mesmos vasos apds 30 dias da colheita dessas culturas também ndo modificou a
fertilidade do solo (Tabela 14).
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Figura 18. Comprimento da parte aérea de cana-de-agucar cv. RB867515 aos 30 dias ap0s 0
plantio em vasos que tiveram amendoim, braquiaria, soja ou sem cultivo anteriormente. Teste
scott-knott em p<0,05.
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Figura 19. Massa seca da parte aérea de cana-de-acUcar cv. RB867515 aos 30 dias apds o
plantio em vasos que tiveram amendoim, braquidria, soja ou sem cultivo (pousio)
anteriormente. Teste scott-knott em p<0,05.

Tabela 13. Analise quimica de amostras de solo coletada dos vasos ap6s 120 dias do plantio de
soja, braquiaria, amendoim ou pousio (Etapa 1) e de amostras coletada 30 dias apds plantio de
cana-de-acgUcar cv. RB867515 (Etapa2).

Tratamento C EP N EP K EP P EP Mg EP Ca EP pH EP
.............. % o e MO/L v CmMole/d ..., Unid.
Etapa 1
Amendoim 1,34 0,01 0,15 0,002 87,55 8,11 7,64 1,01 3,09 0,05 6,53 0,62 5,60 0,07
Braquiaria 1,32 0,03 0,14 0,003 82,20 1,49 6,00 0,27 3,11 0,03 5,78 0,09 5,80 0,05
Sem cultivo 1,34 0,02 0,14 0,003 83,73 5,42 7,93 0,46 3,03 0,04 6,13 0,32 5,76 0,02
Soja 1,32 0,02 0,14 0,002 77,59 2,77 6,33 1,68 2,94 0,10 6,14 0,37 5,75 0,05
C.V. 3,5 4,2 14,8 32,7 4,0 8,2 1,6
Etapa 2
Cana-Amendoim 122 0,1 0,15 0,00 844 2,7 88 0,2 330,12 578 01 55 0,0
Cana-Braquiaria 1,25 0,0 0,14 000 860 31 93 05 33008 584 01 58 0,0
Cana-Sem 1,18 00 0,24 o000 788 13 95 03 33 007 587 02 59 0.2
cultivo
Cana-Soja 1,18 0,0 0,14 0,00 80,1 26 95 0,2 32 005 58 02 57 00
C.V. 7,3 3,2 6,5 8,0 3,6 6,7 4,2

C: carbono; N: nitrogénio. K: potassio; P: fosforo; Mg: magnésio: Ca: célcio; C.V.- Coeficiente de variagdo.

Médias seguidas de letras distintas, para cada varidvel, diferem entre si no teste scott knott em p<0,05. EP + -

valor de erro padrao de cada média.

5.5.2 Composicao Microbiana

A filtragem dos dados deu origem a uma curva de rarefacdo satisfatoria (Figura 20). A
curva de rarefacdo determina a relacdo entre o numero de taxas (ASVs) estimado em uma
determinada amostra e 0 nimero de taxas total da anélise.
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Figura 20. Curvas de rarefacdo para riqueza de espécies (ASVs) em funcdo do tamanho da
amostra de sequéncia total em amostras de solo oriundo de campo cultivado com cana-de-
acucar (Solo inicial) usado para o cultivo em vasos com soja, amendoim, braquiaria ou pousio
(Sem Cultivo), seguido com cultivo de cana-de-agucar em todos os vasos (Amendoim_Cana,
Soja_Cana, Braquiaria_Cana e Sem Cultivo_Cana).

Foi observado maior diversidade de ASVs nas amostras coletadas de solo total,
independente do tratamento utilizado em relagdo as amostras coletadas da rizosfera de cana-de-
acucar quando a diversidade alfa foi avaliada pelo indice de Shannon (Figura 21). A diversidade
alfa refere-se principalmente ao nimero e a abundancia de espécies dentro de uma comunidade,
e pode ser visualizada utilizando diversos indices, sendo que o indice de Shannon atribui maior
peso a espécies raras (MAGURRAN, 1988). De modo geral, a rizosfera tende a apresentar uma
menor riqueza de espécies, uma vez que 0S microrganismos presentes nela estdo mais
estreitamente relacionados a planta.

i
|
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Figura 21. Diversidade alfa utilizando indice de Shannon para visualiza¢do da diversidade de
espécies em amostras de solo oriundas de campo cultivado com cana-de-acucar (Solo inicial)
usado para o cultivo em vasos com soja, amendoim, braquidria ou pousio (Sem Cultivo),
seguido com cultivo de cana-de-agucar em todos os vasos (Amendoim_Cana, Soja_Cana,
Braquiaria_Cana e SemCultivo_Cana). Figura elaborada por Luc Rouws.

Apo6s a quantificacdo da composi¢cdo da comunidade microbiana, 0s ASVs mais
frequentes tiveram suas identidades relacionadas com rizébios (Allorhizobium-Neorhizobium-
Pararhizobium-Rhizobium), Bacillus, Sphingomonas, Streptomyces, Gaiella, Candidatus
Udaeobacter e Nocardioides (Figura 22). Houve também uma alta proporcdo de ASVs
classificados como outros, que representa ASVs de baixa abundancia mais os ASVs que néo
possuem identidade no banco de dados. Mesmo com as ferramentas de sequenciamento em
larga escala ainda hd muitos microrganismos desconhecidos nos microbiomas do solo
(FIERER, 2017; VITORINO & BESSA, 2018). Souza et al. (2016) estudando o microbioma
em todas as partes de cana-de-acUcar, encontraram mais de 35000 unidades taxondmicas
operacionais associadas, entre fungos e bactérias. Esses autores, ainda observaram uma
distingdo clara nas comunidades bacterianas e flngicas entre as amostras abaixo do solo
(rizosfera, raiz endofitica e solo a granel) e de 6rgdos acima do solo (caules e folhas).
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Figura 22. Abundancia relativa de sequéncias baseadas no gene 16S rRNA de géneros mais
abundantes em amostra de solo oriundo de campo cultivado com cana-de-agucar (Solo inicial)
usado para o cultivo em vasos com soja, amendoim, braquiaria ou pousio (SemCultivo), seguido
com cultivo de cana-de-agicar em todos os vasos (Amendoim_Cana, Soja_Cana,
Braquiaria_Cana e SemCultivo_Cana). Figura elaborada por Luc Rouws.

Abundancia de (Brady)rizdbios na rizosfera de cana-de-acucar

Comparando as origens das amostras coletadas para analise, foi observada uma maior
abundancia relativa de rizébios (Allorhizobium-Neorhizobium-Pararhizobium-Rhizobium) na
rizosfera de cana-de-acucar em relagcdo as amostras de solo dos cultivos anteriores (Figura 22).
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Além disso, o cultivo prévio de qualquer uma das espécies (amendoim, braquiaria e soja)
aumentou a abundancia de rizébios na rizosfera de cana-de-agucar, quando comparado com a
rizosfera da cana-de-agucar cultivada no solo sem cultivo prévio (Figura 22). Como observado
na Figura 22, de modo geral, ndo houve presenca de ASVs relacionados ao género
Bradyrhizobium entre os mais abundantes no solo inicial, dos cultivos prévios ou rizosfera de
cana-de-acgucar. Além disso, a abundancia de ASVs relacionado a Bradyrhizobum diminuiu na
rizosfera de cana-de-agUcar (Figura 23B), enquanto a de outros rizébios aumentou (Figura
23A). Esses resultados contrastam com os obtidos por Solanki et al. (2020) que observaram
uma maior abundancia do género Bradyrhizobium ao analisarem apenas as bactérias
diazotroficas presentes na rizosfera de cana-de-acucar.
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Figura 23. Abundéancia relativa de sequéncias baseadas no gene 16S rRNA de amostra de solo oriundo
de campo cultivado com cana-de-agUcar (Solo inicial) usado para o cultivo em vasos com soja,
amendoim, braquiaria ou pousio (SemCultivo), seguido com cultivo de cana-de-aclcar em todos os
vasos (Amendoim_Cana, Soja_Cana, Braquiaria_Cana e SemCultivo_Cana): (A) abundancia relativa
ASVs de rizobios; e (B) para ASVs de Bradyrhizobium. Figura elaborado por Luc Rouws.

Vale destacar que muitos fatores podem influenciar a formagdo do microbioma
rizosférico em plantas, tais como tipo de solo, umidade, genotipo, estagios de desenvolvimento
(BURNS et al., 2015; CHAPARRO et al., 2012; LUNDBERG et al., 2012) e até as condicdes
de estresse da planta (PEREIRA et al., 2021). Contudo, os chamados endofitos competentes
ainda podem se associar a planta mesmo sob condic¢Oes adversas e com extensa variagdo em
taxons inferiores (AGLER et al., 2016). Gao et al. (2019) observaram que a propor¢do dos
géneros bacterianos dominantes na rizosfera da cana-de-agUcar recéem plantada e da cana soca
diferiram significativamente. No caso do género Bradyrhizobium, a propor¢do aumentou com
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a extensdo da soca. Portanto, € possivel que a fase de crescimento da planta ou a condicao de
cultivo ndo tenha favorecido os Bradyrhizobium do solo a tempo de estabelecer uma associagdo
efetiva capaz de aumentar sua abundancia junto as raizes de cana-de-agucar.

Abundancia de Bacillus

A abundancia de ASVs do género Bacillus também aumentou consideravelmente na
rizosfera de cana-de-agucar em relacdo as amostras de solos dos cultivos anteriores ou pousio
(Figura 22). Entretanto, ao contrério da abundancia de ASVs relacionados a rizobios, a
abundancia de Bacillus foi maior nos vasos que continham o solo em pousio.

O género Bacillus tem sido alvo de diversas pesquisas para uso como promotor de
crescimento de muitas espécies de planta, inclusive cana-de-actcar (RATON et al., 2012). Esse
género se encontra bastante difundido na rizosfera de cana-de-agUcar, de onde foi isolada e
classificada a estirpe tipo da espécie Bacillus rhizosphaerae (MADHAIYAN et al., 2011).
Estirpes de bacilos isoladas de rizosfera de cana-de-aglUcar apresentaram capacidade para
solubilizar fosfato e célcio, secretar o fitohormonio etileno e hidrolases, produzir acido indol-
3-acético, atividade de diversas enzimas como catalase, fenilalanina-amonia-liase, superéxido
dismutase, quitinase e glucanase, além de atividade inibitdria contra fungos patogénicos
Sporisorium, Ceratocystis Curvularia e Fusarium e capacidade de FBN (RATON et al., 2012;
SINGH et al., 2020; SOLANKI et al., 2019).

Abundancia de Sphingomonas

O género Sphingomonas apresentou maior abundancia relativa na rizosfera de cana-de-
acucar em relacdo ao solo com os cultivos prévios ou sem cultivo, embora esse género ja
estivesse em alta abundancia relativa no solo, ao contrario dos rizébios e Bacillus (Figura 22).
Outro ponto a ser observado é que, quando comparado com o solo inicial do canavial, o género
Sphingomonas apresentou menor abundancia relativa no tratamento de pousio (sem cultivo) e
no cultivo com soja. Entretanto, ao ser cultivado cana-de-aglcar novamente nos vasos que
continham esses tratamentos, houve um grande aumento na abundancia relativa desse género
em sua rizosfera, principalmente nos vasos que haviam sido cultivados com soja. Além disso,
Solanki et al. (2020), ao estudarem grupos de bactérias diazotréficas na rizosfera de cana-de-
acucar cultivada em monocultivo ou em consércio com amendoim ou soja, observaram maior
abundancia relativa de Sphingomona na rizosfera de cana-de-aglcar em consércio com soja.
Uma alta populacdo de Sphingomonas também foi observada nos tecidos internos de cana-de-
acucar por Santos et al. (2017) .

Gao et al. (2019), através de sequenciamento do 16S rRNA, observaram que 0 género
Sphingomonas foi dominante na comunidade bacteriana da rizosfera de cana-de-acucar. As
bactérias pertencentes a esse género sdo bastante conhecidas por sua capacidade de catabolizar
compostos aromaticos, podendo ser aplicadas como uma fonte bioldgica ecoldgica para limpar
locais contaminados e promover o crescimento de plantas confrontadas com perturbacgdes
ambientais (ASAF et al., 2018; ZHAO et al.,, 2017). Foram reportados diversos efeitos
benéficos de Sphingomonas para o meio ambiente, como degradacédo de residuo dos herbicidas
diuron (SORENSEN et al., 2013) e isoproturon (BENDING et al., 2003) e auxiliar na
fitorremediacdo de zinco quando inoculada em Sedum alfredii (CHEN et al., 2014). No
crescimento de plantas, Sphingomonas demostrou capacidade de realizar controle bioldgico de
Fusarium poae na cultura do milho (WACHOWSKA et al., 2013) e promover crescimento de
tomate sob estresse salino (KHAN et al., 2017). Esse género também possui capacidade de fixar
nitrogénio em vida livre, sendo indicado como alternativa viavel para inoculagédo de milho
(SUN et al., 2010) e arroz (ISLAM et al., 2012; XIE & YOKOTA, 2006).

Abundancia de Streptomyces
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O género Streptomyces seguiu 0 mesmo comportamento que o Sphingomonas, mas
apresentando uma abundancia relativa a todos os tratamentos inclusive a este ultimo (Figura
22). Diversos trabalhos relataram a capacidade de Streptomyces spp. em produzirem
compostos, como 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) desaminase, IAA e sideréforos,
que podem melhorar o crescimento das plantas através da amenizacao dos efeitos do estresse
(PALANIYANDI et al., 2014; WANG et al., 2019). Culturas como milho (ALY et al., 2003),
tomate (PALANIYANDI et al., 2014) e trigo (ALY et al., 2012) tiveram incrementos em seu
crescimento quando inoculadas com estirpes de Streptomyces em condicGes de estresse salino.
Estirpes de Streptomyces também incrementaram o crescimento de cana-de-agUcar, revelando
forte potencial para seu uso no aumento da tolerancia a seca dessa cultura (KRUASUWAN &
THAMCHAIPENET, 2016; WANG et al., 2019). Além disso, em uma colecao de 135 enddfitos
de raizes de cana-de-aglcar isolada por Kruasuwan & Thamchaipenet (2016), 47% foi
representada pelo género Streptomyces, indicando alta ocorréncia desse género em cana-de-
acucar. Por outro lado, na colecdo composta por 64 bactérias diazotréficas isoladas de cana-de-
acucar por Solanki et al. (2019), 11% era do género Streptomyces, 0 que pode ser uma indicacao
de que esse género pode estar contribuindo para FBN associada a essa cultura.

Abundancia de Gaiella

O género Gaiella apresentou comportamento inverso ao observado para o Sphigomonas.
Uma alta abundancia relativa do género Gaiella foi observado no solo dos tratamentos iniciais,
enquanto que na rizosfera de cana-de-agucar sua abundancia relativa estava menor que a do
solo (Figura 22). Gaiella é um género, com apenas uma espécie descrita (Gaiella oculta),
pertencente a familia Gaiellaceae da ordem Gaiellales do filo Actinobactéria, cuja classificacao
se deu a pouco tempo (ALBUQUERQUE et al., 2011). A capacidade das Actinobactérias
decompor matéria organica no solo € bem conhecida, pois resulta em grande contribuicao para
0 ciclo do nitrogénio e carbono nas camadas mais superficiais (LACEY, 1973; Ll et al., 2014,
2017). No estudo de Li et al. (2017), o género Gaiella demostrou ter participacdo nesse
processo. Esses autores utilizaram o sequenciamento do 16S rRNA para investigar o
microbioma bacteriano em um solo que foi por décadas tratado com fertilizantes inorganicos
e/ou organicos e investigar potenciais ligacdes entre parametros de nutrientes do solo e taxa
bacteriana especifica. O resultado mostrou a presenca de Gaiella entre as dez taxas mais
influentes nas condicdes de solo com esterco mais NPK (nitrogénio, fosforo e potassio) e no
solo com palha mais NPK. Em estudo mais recente, Zanhg et al 2019 usaram o sequenciamento
16S rRNA do solo para explorar a influéncia da retencdo da palha de cana-de-actcar no canavial
nas comunidades bacterianas do solo e atividades enzimaticas. Esses autores observaram que a
retencdo de palha no canavial enriqueceu a camada mais superficial do solo com bactérias que
decompbem a lignocelulose e contribuem para a ciclagem de nutrientes (C e N), com
participacdo de género Gaiella entre os mais abundantes.

Abundancia de Candidatus Udaeobacter

No presente estudo, foi observado alta abundancia relativa do género Candidatus
Udaeobacter no solo dos tratamentos iniciais, enquanto que na rizosfera de cana-de-agUcar sua
abundancia relativa estava menor que a do solo, assim como observado para o género Gaiella
(Figura 22). O género Candidatus Udaeobacter pertence ao filo Verrucomicrobiota e possui
representantes em ecossistemas de solo em todo o planeta (BREWER et al., 2016). Willms et
al. (2020) demonstraram que representantes da Candidatus Udaeobacter apresentam muitos
tipos de resisténcia a antibidticos e até se beneficiam da liberacdo de antibi6ticos no solo,
mesmo considerando amostras de solo de diferentes tipos de ecossistema, como floresta de
faias, prados e pastagens. Brewer et al. (2016) sugerem que Candidatus Udaeobacter copiosus
tenha sacrificado a versatilidade metabolica para reduzir os custos metabélicos na sintese de
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aminoacidos e vitaminas, que sdo potencialmente adquiridos do ambiente do solo, para se tornar
dominante no ambiente.

Abundancia de Nocardioides

O género Nocardioides apresentou alta abundancia relativa no solo inicial do canavial,
mas sofreu grande diminuicdo quando avaliado no solo em pousio ou cultivados com
amendoim, soja e, principalmente, braquiaria, enquanto que a sua abundancia relativa foi ainda
menor na rizosfera de cana-de-agucar, principalmente, na rizosfera de cana-de-agucar cultivada
anteriormente com braquiaria (Figura 22). O género Nocardioides pertence ao filo
Actinobacteria, ordem Actinomycetales e familia Nocardiaceae. Foi descrito por Prauser
(1976) e atualmente conta com 137 espécies descritas
(https://Ipsn.dsmz.de/search?word=Nocardioides, acessado em 03/2021). Li et al. (2020)
relacionaram o efeito da aplicacdo de fertilizantes organico + fertilizante quimico ou apenas
fertilizante quimico no crescimento da cana-de-actcar com o microbioma formado em cada
situacdo. Seus resultados mostraram que a aplicacdo de fertilizante organico aumentou
significativamente o teor de agUcar e a produtividade da cana-de-acucar. Nesse tratamento o
filo de Actinobactéria foi um dos mais dominantes, sendo o género Nocardioides um dos
principais géneros presente. Meena et al. (2020) observaram grande potencial do uso de
Nocardioides para defesa contra o estresse salino na cultura de trigo influenciando o
crescimento da planta de forma positiva através de atributos promotores de crescimento como
a producdo de sideréforo e fitohorménio (acido indol-3-acético (IAA) e acido salicilico).

Consideracoes

As bactérias presentes na rizosfera de plantas sdo conhecidas como rizobactérias
promotoras de crescimento de plantas (PGPR). Esses organismos estéo atraindo cada vez mais
atencdo da comunidade cientifica devido aos beneficios que podem proporcionar as plantas
hospedeiras, como maior crescimento, melhor desenvolvimento e protecdo contra patdgenos
(PEREIRA etal., 2021). No presente estudo, foi possivel observar que a proporcao das bactérias
no solo é diferente da proporcdo formada na rizosfera de cana-de-acUcar e que a cultura anterior
pode interferir nesse processo. Lundberg et al. (2012) observaram que a composi¢do da
microbiota da rizosfera varia para a mesma espécie de planta, de acordo com a fonte disponivel
de microrganismos em cada solo, indicando que o funcionamento dos componentes da rizosfera
também direciona a selecdo dos organismos. Esses autores observaram também que algumas
bactérias variam quantitativamente entre plantas de diferentes estagios de desenvolvimento
e gendtipo. Com relacdo aos estagios de desenvolvimento das plantas, as mudancas observadas
nas comunidades microbianas associadas as plantas provavelmente estdo relacionadas a
mudancas no seu metabolismo durante o ciclo de vida (CHAPARRO et al., 2014). Por exemplo,
0 estagio de desenvolvimento das plantas de milho é um forte impulsionador da composi¢édo da
comunidade bacteriana na rizosfera, mais do que o tipo de solo e o genétipo da planta (COTTA
etal., 2013).

Na rizosfera de cana-de-agUcar, mesmo entre os mais abundantes, os géneros Bacillus,
Sphingomonas, Streptomyces e grupo de rizébios foram os mais favorecidos (Figura 24). Todos
esses grupos de microrganismos possuem relatos de beneficios ao crescimento vegetal. 1sso
indica que grupos microbianos benéficos podem ser enriquecidos na rizosfera (GAO et al.,
2019). Embora a ultima etapa do experimento tenha sido com plantio de cana-de-agUcar, as
culturas anteriores tinham metabolismo diferentes, o que pode modificar o microbioma do solo
e afetar os microrganismos acessiveis para cana-de-agucar. De qualquer forma, a maioria dos
géneros com maior abundancia na rizosfera de cana-de-agUcar possui relato de fixagédo
bioldgica de nitrogénio associado a essa cultura. O que mostra que a rotacdo de cultura favorece
0 enriquecimento de bactérias diazotroficas benéficas na rizosfera de cana-de-agucar, assim
como observado, também, por Solanki et al. (2019).

85


https://lpsn.dsmz.de/search?word=Nocardioides

6.6 CONCLUSAO

A rizosfera de cana-de-agUcar possui menor riqueza de ASVs em relagdo ao solo ndo
rizosférico;

O solo inicial do canavial, possuia baixa abundancia de ASVs relacionados a
Bradyrhizobium e diminuiu ao ser cultivado cana-de-agucar novamente;

O cultivo prévio de culturas aumentou a abundancia de ASVs relacionados a rizobios
na rizosfera de cana-de-acucar;

A rizosfera de cana-de-aglcar aumenta a abundancia de ASVs relacionados aos géneros
Sphingomonas e Bacillus e diminui a abundancia dos ASVs relacionados a Gaiella e
Candidatus udaeobacter em relagédo ao solo total;

De modo geral, o cultivo prévio aumentou a abundancia de ASVs relacionadas a grupos
taxondmicos com capacidade diazotrofica na rizosfera de cana-de-aglcar, independente da
espécie vegetal previamente cultivada.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Por meio do estudo da diversidade de microrganismos associados a cana-de-acucar, foi
observado que em sua rizosfera ha uma diversidade de microrganismos ainda ndo explorada
como promotores de crescimento, mas que possuem capacidade em proporcionar beneficios
por meio de diversos mecanismos tais como a fitoremediagdo do solo, a producdo de
fitorhomonios, as atividades enzimaticas para ciclagem de nutrientes e a fixagédo bioldgica de
nitrogénio (FBN). Além disso, foi observado que a pratica de rotacéo de cultura, com o cultivo
prévio com amendoim, soja ou braquiaria € capaz de aumentar a abundancia de rizobios na
rizosfera de cana-de-agucar.

Ao explorar os possiveis efeitos promotores de crescimento de estirpes de
(Brady)rizobios presente no microbioma de cana-de-acUcar, foi observado que mesmo dentro
do género Bradyrhizobium ha estirpes que possuem capacidade de promover o crescimento da
cv. RB867515 afetando positivamente diferentes caracteristicas, podendo melhorar o
desenvolvimento do sistema radicular (volume e massa de raiz) e parte aérea (area foliar, teor
de nitrogénio e clorofila). Esse € um dos primeiros estudos de aplicacdo de Bradyrhizobium
como inoculante na cultura de cana-de-acUcar e, portanto levanta alguns pontos para trabalhos
futuros tais como: (1) entender o funcionamento dos mecanismos de acéo de cada caracteristica
de crescimento afetada por essas estirpes; (2) avaliar o efeito da inoculacdo mista de estirpes
que afetam caracteristicas diferentes do crescimento da cana; e (3) avaliar inoculagdo em outras
cultivares de cana-de-agucar e cultivos em outros tipos de solo.

O estudando das singularidades genéticas e funcionais de algumas dessas estirpes de
Bradyrhizobium mostrou que algumas delas apresentam afinidade para FBN em simbiose e vida
livre. Essas estirpes possuem em seu genoma, a presenca de dois conjuntos de genes
responsaveis pela FBN, onde um deles demonstrou mais relacdo com a capacidade de FBN em
vida livre. Esse foi um passo importante para o estudo da associacdo de Bradyrhizobium com
plantas ndo leguminosas, uma vez que essas estirpes possam ser utilizadas como um inoculante
com dupla aptiddo na inoculacdo de plantas leguminosas e ndo leguminosas. Além disso, essa
informacdo pode ser usada como um novo parametro para o direcionamento na prospeccéo de
novas estirpes fixadoras de nitrogénio para uso em culturas ndo leguminosas.

Portanto, o conjunto dos resultados obtidos nesse estudo, sugere 0 uso de
(Brady)rhizobios como uma alternativa promissora para aumento da eficiéncia produtiva de
cana-de-acucar. Contudo, estudos complementares devem ser realizados para que 0s
mecanismos atuantes possam ser compreendidos e explorados em seu méximo potencial.
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9. ANEXOS

Anexo 1. Dendrograma de similaridade (UPGMA) genética por padrdes BOX-PCR de
Bradyrhizobium spp. obtidos de raizes de cana-de-aglcar. Grupos formados de A-S
representam uma linha de corte a 70% de similaridade. Tipos de recA de I-VI1I foi gerado pela
analise filogenética de genes representantes dos grupos (Figura 3). Tipo de morfologia de
col6nia foi obtida por caracterizacdo de acordo com a figura 1.
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Anexo 2. Dendrograma de similaridade (UPGMA) genética por padrdes ERIC-PCR de
Bradyrhizobium spp. obtidos de raizes de cana-de-aclcar. Grupos formados de A-S
representam uma linha de corte a 70% de similaridade. Tipos de recA de I-VII foi gerado pela
analise filogenética de genes representantes dos grupos (Figura 3). Tipo de morfologia de

coldnia foi obtida por caracterizacdo de acordo com a figura 1.
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Anexo 3. Numero de acesso de sequencias de genes recA e indicagdo da posi¢ao da sequencias

entre 0s grupos calapsados na arvore filogenética.

Estirpe

NUmero de Acesso recA

Grupo colapsado

Bradyrhizobium subterraneum 58 2-1
Bradyrhizobium nitroreducens TSA1
Bradyrhizobium iriomotense EKOT
Bradyrhizobium ingae BR 10250
Bradyrhizobium americanum CMVU44
Bradyrhizobium cajani 1010

Bradyrhizobium centrolobii BR 10245
Bradyrhizobium dagingense CGMCC 1.10947
Bradyrhizobium forestalis INPA54B
Bradyrhizobium frederickii CNPSo 3426

B. huanghuaihaiense CGMCC 1.10948
Bradyrhizobium liaoningense CCBAU 05525
Bradyrhizobium neotropicale BR 10247
Bradyrhizobium ottawaense 0099
Bradyrhizobium shewense ERR11
Bradyrhizobium vignae LMG 28791
Bradyrhizobium yuanmingense BR3267
Bradyrhizobium yuanmingense CCBAU 05623
Bradyrhizobium zhanjiangense CCBAU 51787
Bradyrhizobium rifense CTAW71
Bradyrhizobium amphicarpaeae 39S1MB
Bradyrhizobium betae PL7HG1
Bradyrhizobium canariense UBMAOQ51
Bradyrhizobium cytisi CTAW11
Bradyrhizobium diazoefficiens USDA 110
Bradyrhizobium ganzhouense strain RITF807
Bradyrhizobium japonicum USDA 6
Bradyrhizobium niftali CNPSo 3448
Bradyrhizobium symbiodeficiens 3 85S1MB
Bradyrhizobium archetypum WSM 1744
Bradyrhizobium australiense WSM 1791
Bradyrhizobium murdochi WSM1741
Bradyrhizobium algeriense RST91
Bradyrhizobium icense LMTR 13
Bradyrhizobium jicamae PAC68
Bradyrhizobium lablabi MT34
Bradyrhizobium namibiense 5-10
Bradyrhizobium paxllaeri LMTR 21
Bradyrhizobium retamae Ro19
Bradyrhizobium valentinum LmjM3
Bradyrhizobium denitrificans
Bradyrhizobium oligotrophicum S58
Bradyrhizobium guangzhouense CCBAU 51670
Bradyrhizobium arachidis LMG 26795
Bradyrhizobium brasilense UFLA 03-321
Bradyrhizobium centrosematis A9
Bradyrhizobium elkanii USDA 76
Bradyrhizobium embrapense SEMIA 6208
Bradyrhizobium erythrophlei MT12
Bradyrhizobium ferriligni CCBAU 51502
Bradyrhizobium guangdongense CCBAU 51649
Bradyrhizobium guangxiense CCBAU 53363
Bradyrhizobium ivorense CI-1B
Bradyrhizobium ivorense CI-41S
Bradyrhizobium kavangense 14-3
Bradyrhizobium macuxiense BR 10303
Bradyrhizobium mercantei SEMIA 6399
Bradyrhizobium nanningense CCBAU 53390
Bradyrhizobium pachyrhizi BR3262
Bradyrhizobium pachyrhizi PAC 48
Bradyrhizobium ripae WR4

Bradyrhizobium sacchari P9-20
Bradyrhizobium sp. UFLA03-84
Bradyrhizobium stylosanthis BR 446
Bradyrhizobium tropiciagri SEMIA 6148
Bradyrhizobium viridifuturi SEMIA 690

KM378397
LFJC01000003
LM994319
KF927061
KC247141
WQNE01000028
NZ_LUUB00000000
NZ VLKL01000002
NZ_PGVG00000000
SPQS01000004
NZ_VLLA00000000
AJQC00000000
LSEF00000000
NZ_CP029425
FMAI00000000
PRINA497496
NZ LJYF01000050
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V/SSS01000017
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CP044543
NAEY 00000000
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NZ_CP011360
IX277145.1
NC_017249
MK675797.1
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NZ_JAAVLW010000002
NZ_JAAVLX010000002
NZ_AXAU01000016
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NZ_CP016428
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KM378377.1
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JX518589.2
EU665419.1
NC_020453
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KJ818112.1
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CAADFC020000009
PRJEB30881
KM378399.1
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Anexo 4. Informac6es do genoma de todas as cepas de Bradyrhizobium usadas neste estudo.

NuUmero de acesso

Nome

Num.
Cont.

Compimen
to (bp)

Conteud
0GC

Supergrupo?

Genes
nifHDK

Super

grupo
nifH

FPBQO0000000

Bradyrhizobium
arachidis LMG
267957

104

9792874

63,6

B. japonicum

sim

B

AXADO00000000

Bradyrhizobium
arachidis USDA
3384

53

9799191

63,6

B. japonicum

sim

MZXW00000000

Bradyrhizobium
betae Opo-243

57

8630250

63,8

B.
japonicum*

NAEX00000000

Bradyrhizobium
canariense
UBMAO050

188

8299015

60,9

B. japonicum

sim

NAEY00000000

Bradyrhizobium
canariense
UBMAO051

173

8273379

63

B. japonicum

sim

NAEZ00000000

Bradyrhizobium
canariense
UBMAOQ052

182

8294491

62,5

B. japonicum

sim

NAFA00000000

Bradyrhizobium
canariense
UBMA060

204

8291234

63

B. japonicum

sim

NAFB00000000

Bradyrhizobium
canariense
UBMAO061

196

8267021

63

B. japonicum

sim

NAFC00000000

Bradyrhizobium
canariense
UBMA122

177

8214782

63,1

B. japonicum

sim

NAFD00000000

Bradyrhizobium
canariense
UBMA171

195

8279565

63

B. japonicum

sim

NAFE00000000

Bradyrhizobium
canariense
UBMA181

227

8299676

63

B. japonicum

sim

NAFF00000000

Bradyrhizobium
canariense
UBMA182

114

8216640

63

B. japonicum

sim

NAFG00000000

Bradyrhizobium
canariense
UBMA183

183

8288770

63

B. japonicum

sim

NAFH00000000

Bradyrhizobium
canariense
UBMA192

180

8287509

62,9

B. japonicum

sim

NAF100000000

Bradyrhizobium
canariense
UBMA195

190

8274608

63

B. japonicum

sim

NAFJ00000000

Bradyrhizobium
canariense
UBMAS510

159

8367860

63

B. japonicum

sim

NAFK00000000

Bradyrhizobium
canariense
UBMANO5

178

8376411

63

B. japonicum

sim

LUUB00000000

Bradyrhizobium
centrolobii BR
102457

235

10106900

63,2

B. japonicum

sim

CP032617

Bradyrhizobium
diazoefficiens
110spc4

8910608

64,1

B.
japonicum*

sim
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Continuagdo anexo 4...

NUmero de acesso Nome Num. | Compimen | Conteud Supergrupo? Genes S:'Jlﬁ)ec:
Cont. to (bp) 0GC pergrup nifHDK gnifIF—)|
Bradyrhizobium
AJQI00000000 diazoefficiens 563 9121826 64 B. japonicum sim A
CCBAU 41267
LGUJ00000000 |  Bradyrhizobium iy p | gqgaszg 64 | B.japonicum |  sim A
diazoefficiens Is-1
Bradyrhizobium . . .
AP014685 diazoefficiens NK6 1 9780023 63,6 B. japonicum sim A
Bradyrhizobium
NC_004463 diazoefficiens USDA 1 9105828 64,1 B. japonicum sim A
1107
Bradyrhizobium
CP013127 diazoefficiens USDA 1 9136536 64 B. japonicum sim A
122
Bradyrhizobium B. .
CP029603 diazoefficiens XE7 1 9269701 63,9 japonicum* sim A
NWTEQ0000000 | Bradyrhizobium i 45 | gos1773 | 64 | B.japonicum | sim A
diazoefficiens Y21
Bradyrhizobium B. -
PSRT00000000 genosp. SA-3 Rp7b 388 8722424 63,2 japonicur* sim -
Bradyrhizobium
AXBCO01 genosp. SA-4 str. 12 9825971 63,6 B. japonicum sim B
CB756
B. guangdongense B. . i
CP030051 CCBAU 516497 1 7456045 63,8 japonicum* sim
B. guangdongense
CP030052 CCBAU 516497 1 981946 59,3 - nao -
plasmid
Bradyrhizobium B
CP022219 guangxiense 1 7220948 64,5 a oni(.:um* sim -
CCBAU 53363 jap
B. guangxiense
CP022220 CCBAU 533637 1 979173 59,3 - sim -
plasmid p53363
VLLA00000000 | B: Nuanghuaihaiense |56 | go54011 | 639 B. sim A
CGMCC 1.10948 ' japonicum*
AXVG00000000 | Bradyrhizobium 30 | 7476851 | 645 |B.japonicum | sim -
japonicum 22
Bradyrhizobium
AJPX00000000 japonicum CCBAU 951 10126594 63,3 B. japonicum sim A
15354
Bradyrhizobium
AJPY00000000 | japonicum CCBAU | 1129 9917031 63,4 B. japonicum sim A
15517
Bradyrhizobium
AJPZ00000000 japonicum CCBAU 691 9824012 63,4 B. japonicum sim A
15618
Bradyrhizobium
AJQA00000000 | japonicum CCBAU 520 9460795 63,5 B. japonicum sim A
25435
Bradyrhizobium B
AJQB00000000 | japonicum CCBAU | 1212 | 10074298 63,3 . S sim A
83623 japonicum
CP010313 Bradyrhizobium 1 | 9224208 | 637 |B.japonicum | sim A
japonicum E109
JGCL00000000 Bradyrhizobium 104 | 9138022 | 63,7 |B.japonicum | sim A

japonicum FN1
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Continuagdo anexo 4...

NUmero de acesso Nome Num. | Compimen | Conteud Supergrupo? Genes S:'Jlﬁ)ec:
Cont. to (bp) 0GC pergrup nifHDK gnifIF—)|
AUGD00000000 |  Dradyrhizobium 53 | 7589900 | 638 |B.japonicum | no -
japonicum in8p8
JRPN00000000 Bradyrhizobium 260 | 10326009 | 63  |B.japonicum | sim A
japonicum Is-34
ATWP00000000 | Bradyrhizobium 60 | 7588794 | 638 |B.japonicum | ndo ;
japonicum is5
CP017637 Bradyrhizobium 1 | 10138651 | 633 |B.japonicum | sim A
japonicum J5
Bradyrhizobium
CP007569 japonicum SEMIA 10 9582116 63,5 B. japonicum sim A
5079
Bradyrhizobium
NAFL00000000 japonicum 287 10442239 63,3 B. japonicum sim F
UBMA197
Bradyrhizobium
AXVP00000000 japonicum USDA 518 10457590 63,3 B. japonicum sim A
123
Bradyrhizobium
ARFJ00000000 japonicum USDA 141 9000014 64 B. japonicum sim A
124
Bradyrhizobium
AXATO00000000 japonicum USDA 548 7702822 64 B. japonicum sim A
135
AXAG00000000 | ,_ Bradyrhizobium 109 | 9608457 | 635 |B.japonicum | sim A
japonicum USDA 38 ' -1ap
Bradyrhizobium . . .
NC_017249 japonicum USDA 67 1 9207384 63,7 B. japonicum sim A
Bradyrhizobium B
AJQC00000000 liaoningense 1040 8164124 63,8 i) oniéum* sim A
CCBAU 05525 jap
Bradyrhizobium B
AJQD00000000 liaoningense 1133 8009819 63,8 3 oniéum* sim A
CCBAU 83689 1ap
Bradyrhizobium
LUKO00000000 liaoningense 242 8590559 63,7 B. japonicum sim -
CCNWSX0360
Bradyrhizobium
LSEF00000000 neotropicale BR 203 8676609 63,6 B. japonicum sim -
102477
NWTF00000000 | Bradyrhizobium 167 | 8797357 | 63,6 |B.japonicum| sim -
ottawaense L2
Bradyrhizobium . . .
NZ_CP029425 ottawaense 0099 1 8606328 63,8 B. japonicum sim A
Bradyrhizobium . . .
AXAF00000000 ottawaense USDA 4 99 8737101 63,7 B. japonicum sim A
Bradyrhizobium . . .
LWIG00000000 sacchari BR 102807 351 8685964 63,8 B. japonicum sim -
Bradyrhizobium . . .
FMAI00000000 shewense ERR11T 107 9162066 63,2 B. japonicum sim B
Bradyrhizobium sp. 2 . . .
CP029426 39S1MB 1 7044517 64,7 B. japonicum sim -
Bradyrhizobium sp. 3 B. x
CP041090 65S1MB 1 7132395 64,3 japonicur* nao -
CPo2gag7 | Bradyrhizobiumsp.3\ | g009503 | 43 | B japonicum | ndo ;
85S1MB ' '
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Bradyrhizobium sp. B. .
PTFEO0000000 AC87j1 307 8683180 63,7 japonicum* sim -
JACOFQO00000000 | Bradyrhizobium sp. B. .
0 AG48 71 7561022 63,65 japonicum* sim -
LGHMO1 Bradyz‘s'zng'zum SP- | 430 | 8705449 | 631 |B.japonicum | sim D
JXDL00000000 Brady”szolb'”m P 1267 | 7351294 | 64,2 |B.japonicum | sim -
Bradyrhizobium sp. . . x
LN901633 BE49 1 7547693 63,8 B. japonicum néo -
Bradyrhizobium sp. B. .
SGXS00000000 BK707 22 8011427 64,6 japonicum™ sim -
SMCGO0000000 | Bradyrhizobiumsp. 101 gosesgs | ea1 | B sim -
BM-T japonicum*
Bradyrhizobium sp. . . .
AJQF00000000 CCBAU 15544 612 8484383 63,7 B. japonicum sim A
Bradyrhizobium sp. . . .
AJQG00000000 CCBAU 15615 453 8852539 63,7 B. japonicum sim A
Bradyrhizobium sp. . . .
AJQH00000000 CCBAU 15635 456 8288715 63,8 B. japonicum sim A
Bradyrhizobium sp. . . .
AJQEO0000000 CCBAU 43298 508 7916986 63,9 B. japonicum sim A
Bradyrhizobium sp. B. .
LBJQ00000000 CCBAU 51757 109 8221464 63,4 japonicum* sim -
Bradyrhizobium sp. B. .
RKMKO00000000 CCBAU 51770 175 8664840 63,1 japonicum* sim B
Bradyrhizobium sp. B. .
CP022221 CCBAU 51778 1 9342022 62,9 japonicum* sim B
RDRA00000000 | Bradyrhizobiumsp. | g7 | go3389 | 634 B. sim B
CCBAU 51781 ' japonicum*
LBIMO0000000 | Bradyrhizobiumsp. | o, | gegaasg | 632 B. sim B
CCBAU 51787 ' japonicum*
Bradyrhizobium sp. B. . )
LBJC00000000 CCBAU 53390 85 8290003 63,4 japonicum* sim
RDQY00000000 | Bradyrhizobiumsp. | o, | gyg1560 | 634 B. sim -
CCBAU 53424 ' japonicum*
RDQZ00000000 | Bradyrhizobiumsp. | qe | g51584 63 B. sim -
CCBAU 53426 japonicum*
Bradyrhizobium sp. . . .
CP013949 CCGE-LA0OL 1 7833499 63,6 B. japonicum sim D
Bradyrhizobium sp. . . .
LSIC00000000 CCH5-E6 222 8163151 64,1 B. japonicum sim -
FOQJ00000000 Bradyrg;é‘;g'“m SP- 1 26 | 8464388 | 645 |B.japonicum | sim -
Bradyrhizobium sp. B. .
SPQUO00000000 CNPSo 3424 144 8325748 63,9 japonicum* sim B
SPQS00000000 | Bradyrhizobiumsp. | g0 | goga086 | 638 B. sim B
CNPSo 3426 ' japonicum*
SPQT00000000 | Bradyrhizobiumsp. |y, | 9787683 | 635 B. sim B
CNPSo 3448 ' japonicum*
AUFAQ0000000 | Bradyrhizobiumsp. | 456 | go15085 | 634 | B.japonicum | sim* -

Cp5.3
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JIXIM00000000 BradyrDhgff’l'“m SP- 1 204 | 7425195 | 636 |B.japonicum | sim -
Bradyrhizobium sp. . . .
DF820425 DOAY 5 7100464 64,5 B. japonicum sim -
Bradyrhizobium sp.
DF820426 DOAG9 plasmid 1 736085 60,1 - sim -
pDOA9
JIXIMO00000000 Bradyrgz;g'”m P 1 163 | 10032596 | 62,6 | B.japonicum | sim* -
CZWJ00000000 Bradyrhgzozb'“m Ll 9009710 | 63,7 |B.japonicum | ndo -
FOQMO00000000 Bradyrhgﬁ:'”m P | 97 | 8252430 | 629 |B.japonicum| sim -
FOVU00000000 Bradyrgﬁ%?‘”m P aa | 7924049 63 | B.japonicum | sim B
Bradyrhizobium sp. . . .
PGVG00000000 INPAEART 189 | 8251436 | 63,9 |B.japonicum | sim B
Bradyrhizobium sp. . - x
LMQJ00000000 Leaf396 67 7709230 63,8 B. japonicum néo -
Bradyrhizobium sp. . - x
JYMRO00000000 LTSP849 63 8569896 63,2 B. japonicum néo -
Bradyrhizobium sp. . . x
JYMS00000000 LTSP857 68 8425432 63,3 B. japonicum nédo -
NZ_QZMV000000 | Bradyrhizobium sp. B. .
00 VUM 105 99 | 8326135 | 639 | ;oo | sim B
JACOFRO0000000 | Bradyrhizobiumsp. | o | 7766363 | gaa1 B. sim ]
0 M12 ' japonicum*
Bradyrhizobium sp. B. x )
PYFX00000000 105002 70 | 7575111 | 636 | oo | NEO
Bradyrhizobium sp. B. x )
PYFW00000000 105003 24 | 7261081 | 642 | i | nd
Bradyrhizobium sp. . . .
LGHL00000000 NASS80.1 534 9235464 63,1 B. japonicum sim D
Bradyrhizobium sp. . . .
LGHK00000000  AS98.2 450 | 8927485 | 638 |B.japonicum| sim D
FOBX00000000 | Bradyrhizobiumsp. | g, | 746104 | 639 |B.japonicum | ndo -
OK095
Bradyrhizobium sp. B. .
1.S398110 ORS 3257 1 8156021 | 633 | joo | Sim B
SMBROO000000 | Bradyrhizobiumsp. |z | gase104 | a1 | B | gim -
R2.2-H japonicum
FNCU00000000 Bradyrgégg'“m Pl 110 | 9577941 | 628 |B.japonicum | sim -
FOUS00000000 Bradyrg'égg'“m P- 1 50 | 8375310 | 637 |B.japonicum | sim B
RQITO0000000 | Bradyrhizobiumsp. | oo | 701635, | 438 | . B sim -
RP6 japonicum*
Bradyrhizobium sp. . . .
AP012279 523321 1 7231841 64,3 B. japonicum sim -
Bradyrhizobium sp. B. .
LAXE00000000 SUTNOD 222 | 7865114 | 635 | o | sim -
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AUGA00000000 Brady”t‘r']zﬁg'“m SP- | 275 | 10114333 | 633 |B.japonicum | sim C
Bradyrhizobium sp. B. -

DRA006493 T™M124 31 7114129 64,28 japonicum™ sim -
LFJC00000000 Bradyr?'szgti'“m SP- | 156 | 8197857 | 643 |B.japonicum | sim -
JADK00000000 | Bradyrhizobiumsp. | o0 | 2161997 | 638 | B.japonicum | ndo -

URHAO0013 ! Jap
SMCMO00000000 | Bradyrhizobiumsp. |5 | gosese0 | ea1 | . B | gim -
w japonicum
Bradyrhizobium sp. . . .
AHMB00000000 WSM1253 71 8712908 63,1 B. japonicum sim F
Bradyrhizobium sp. . . .
AZXU00000000 WSM1417 3 8048763 63,2 B. japonicum sim -
Bradyrhizobium sp. . . .
AXAZ00000000 WSM1743 168 8340311 63,4 B. japonicum sim B
Bradyrhizobium sp. . . .
AXABO00000000 WSM2254 106 9081938 63,9 B. japonicum sim E
Bradyrhizobium sp. - . .
ARBF00000000 WSM2793 85 8870833 63,5 B. japonicum sim -
Bradyrhizobium sp. . . .
AXAY00000000 WSM3983 75 8785439 63 B. japonicum sim E
Bradyrhizobium sp. B. .
ARDHO00000000 WSM4349 110 8292032 63,1 japonicur* sim F
Bradyrhizobium sp. . . .
NZ_CM001442 WSM471 2 7783916 63,4 B. japonicum sim F
NWTI00000000 Bradyrh\'f;é"”m Pl s | 7327521 65 |B.japonicum | nao -
Bradyrhizobium sp. B. .
SMBQ00000000 Y-H1 41 8045606 64,1 japonicum* sim -
AKIY00000000 Brady?gggi“m SP- | 351 | 7831714 | 64,7 |B.japonicum | néo -
NZ_LVEMO000000 Bradyrhizobium . . . i
00 stylosanthis BR 4467 22 8801717 64,6 B. japonicum sim
Bradyrhizobium B. .
RDQF00000000 vignae LMG 28791 157 8175599 63,2 japonicum* sim B
Bradyrhizobium
LJYF00000000 yuanmingense 183 7899150 63,9 B. japonicum sim -
BR3267
Bradyrhizobium
AJQJ00000000 yuanmingense 570 8245751 63,8 B. japonicum sim -
CCBAU 05623
Bradyrhizobium
FMAEQ00000000 yuanmingense 109 8201482 63,8 B. japonicum sim -
CCBAU 100717
Bradyrhizobium
AJQK00000000 yuanmingense 490 7990949 63,8 B. japonicum sim -
CCBAU 25021
Bradyrhizobium
AJQLO00000000 yuanmingense 457 7854129 63,9 B. japonicum sim -
CCBAU 35157
Bradyrhizobium B
SATS00000000 yuanmingense P10 65 7541929 64,2 . . sim D
japonicum
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AP012603 'Bradyrh_lzoblum . 1 8264165 65.1 Photosyntheti sim i
oligotrophicum S58 c
CP000494 Bradyrhlzoplum sp. 1 8264687 64.8 Photosyntheti sim i
BTAIl c
Bradyrhizobium sp.
CP000495 BTAI1 plasmid 1 228826 60,7 - nao -
pBBta0l
Bradyrhizobium sp. Photosyntheti . )
Cu234118 ORS 278 1 7456587 65,5 ¢ sim
Bradyrhizobium sp. Photosyntheti .
CAFH00000000 ORS 285 1 7797098 65,2 ¢ sim -
Bradyrhizobium sp. Photosyntheti _
CAFI00000000 ORS 375 500 7859448 65,5 o sim -
Bradyrhizobium sp. Photosyntheti .
CAFJ00000000 STM 3809 807 7311728 66,2 o sim* -
Bradyrhizobium sp. Photosyntheti .
CAFK00000000 STM 3843 359 8434733 63,6 o sim* -
Bradyrhizobium sp. Photosyntheti -
DRA006492 TM122 29 7937094 64,79 o* sim -
AJIK00000000 | Bradyrhizobium )00 | g673157 | 636 B.elkanii | sim* -
elkanii 587
LWUI00000000 |  Eradyrhizobium 92 | 9198784 | 638 B. elkanii sim C
elkanii BLY3-8 ' '
Bradyrhizobium .. .
LXEMO00000000 elkanii BLY6-1 82 9202267 63,8 B. elkanii sim C
SEMA00000000 | Bradyrhizobium 48 | 9196354 | 638 | B.elkanii* | sim c
elkanii BR29
Bradyrhizobium
AJPV00000000 elkanii CCBAU 751 9773178 63,5 B. elkanii sim C
05737
Bradyrhizobium
AJPWO00000000 elkanii CCBAU 654 9347700 63,7 B. elkanii sim C
43297
SZZP00000000 Bradyrhizobium 80 | 8780064 | 639 | B.elkanii* | sim c
elkanii Semia 938
MOX000000000 | Bradyrhizobium 0, | 9550476 | 637 B. elkanii sim* -
elkanii TnphoA33
Bradyrhizobium .. x
JXOF00000000 elkanii UASWS1015 187 7820754 64,6 B. elkanii nao -
Bradyrhizobium .. .
AXAH00000000 elkanii USDA 3254 89 8978029 63,4 B. elkanii sim C
Bradyrhizobium .. .
AXAWO00000000 elkanii USDA 3259 102 8722236 63,9 B. elkanii sim C
NZ_ARAG000000 Bradyrhizobium . .
00 elkanii USDA 767 27 9482457 63,7 B. elkanii sim C
Bradyrhizobium . .
JAFC00000000 elkanii USDA 94 234 9553449 63,7 B. elkanii sim C
Bradyrhizobium . .
AXAP00000000 elkanii WSM2783 218 9901641 62,4 B. elkanii sim* -
Bradyrhizobium
SAMNO03782074 | embrapense SEMIA 36 8267832 64 B. elkanii sim C
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FNTH00000000 Bradyrhizobium 2 8967172 61,4 B. elkanii nio -
erythrophlei MT12 ' '
Bradyrhizobium
LNCU00000000 macuxiense BR 308 8715501 63,2 B. elkanii sim D
103037
Bradyrhizobium
LJYG00000000 manausense 421 9133895 62,9 B. elkanii sim* -
BR33517
Bradyrhizobium
NZ_MKF10100000 mercantei SEMIA 72 8842857 64 B. elkanii sim D
9 d
6399
LJYE00000000 Bradyrhizobium 380 | 8955493 63,7 B. elkanii sim c
pachyrhizi BR3262 ' :
Bradyrhizobium .. .
SAMNO3782120 | WU T | 648 | 8706184 | 638 B. elkanii sim c
AUEZ00000000 Bradyfi'igf’z'“m | 250 | 9027241 | 637 | B.elkanii | sim* -
NWTG00000000 Bradyrh'égb'“m Pl 75 | 8428389 | 64,1 B. elkanii sim C
CAADFB0000000 | Bradyrhizobium sp. 59 8864324 64.4 B. elkanii* sim c
00 Cl-41S
AMFB00000000 BradthF'Zcoltf'l”m - | 98 | 7645871 | 644 | B.elkanii ndo -
PSRS00000000 | Bradyrhizobiumsp. | g0 | g749579 | 633 B. elkanii sim E
Leol21
PSRR00000000 | Bradyrhizobiumsp. | 450 | 9473874 | 636 B. elkanii sim E
Leol70
JYMTO0000000 | Bradyrhizobiumsp. | g 7850547 63,4 B. elkanii nio -
LTSP885 ' :
JYMU00000000 | Bradyrhizobiumsp. 1,0, | 969,479 62,8 B. elkanii nio ;
LTSPM299 ' :
Bradyrhizobium sp. " x )
PYFV00000000 105004 66 | 7574276 | 645 B. elkanii nio
APID00000000 | Bradyrhizobiumsp. |- o, 7935543 64,7 B. elkanii nio ;
OHSU_III ' :
NKIX00000000 | Bradyrhizobiumsp. | oo | 2750134 | 645 B. elkanii nio ;
PARBB1 ' :
FMZW00000000 Bradyrh'égb'“m SP- | 128 | 0443614 | 636 B. elkanii sim c
CP025113 Bradyrhizobium sp. 1 8003090 | 64,6 B. elkanii nio ;
SK17
Bradyrhizobium sp.
CP025114 SK17 plasmid 1 285478 60,8 - nio -
unnamed
MPVQO0000000 | Bradyrhizobiumsp. o, | gegsnag | 639 B. elkanii sim C
UFLA 03-3217 ' :
Bradyrhizobium sp. . .
NSJY00000000 UFLAG3 84 21 | 8628932 | 641 B. elkanii* | sim* -
Bradyrhizobium
LFLZ00000000 tropiciagri SEMIA 189 9767314 63,5 B. elkanii sim C
61487
Bradyrhizobium
NZ_LGTBO10001 | \:ridifuturi SEMIA | 152 | 8811922 64 B. elkanii sim C

52
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Bradyrhizobium . . .
PYCMO0000000 | ot RaTggr | 2911 | 8636179 | 608 | B.jicamae sim E
PYCNO1000000 | Bradyrhizobium 337 | 8907972 | 622 | B.jicamae* | sim E
algeriense RST91
Bradyrhizobium . .
AXAU00000000 elkanii WSM1741 71 7952267 62,1 B. jicamae sim* -
Bradyrhizobium
LT670849 erythrophlei 1 7525117 61,2 B. jicamae* nédo -
GAS401
Bradyrhizobium
FSRD00000000 erythrophlei 4 11738562 61,4 B. jicamae nédo -
GASATS
CP016428 Bradyrhizobium 1| 83213 | 62 B.jicamae | sim* -
icense LMTR 137 -
Bradyrhizobium .. .
LLXZ00000000 jicamae PAC68T 456 8714978 62,4 B. jicamae sim -
Bradyrhizobium
LLYB00000000 | lablabi CCBAU 416 | 8798079 | 626 | B.jicamae sim E
230867
FNTI00000000 Bradyrhizobium 2 8269569 | 62,3 | B.jicamae ndo -
lablabi GAS522 ' g
LT670845 Bradyrhizobium 1 8150868 | 62,3 | B.jicamae ndo -
lablabi MT34 ' g
LT629693 Bradyrhizobium 1 8339115 | 62,3 | B.jicamae nao -
ottawaense GAS524 ! ’
Bradyrhizobium . .
MAXB00000000 | i T TR 217 | 146 | 8290608 | 625 | B.jicamae sim E
LLYA00000000 | Bradyrhizobium 235 | 8466225 | 619 | B.jicamae sim E
retamae Ro19
Bradyrhizobium sp. . x
CP042175 KBS0725 43 7319299 62,7 B. jicamae* nao -
CP042176 Bradyrhizobiumsp. | 55 | 7315070 | 627 | B.jicamae* | no -
KBS0727 ' g
Bradyrhizobium sp. .. .
MAXC00000000 MR 3 55 | 7834745 | 623 | B.jicamae sim E
AUES00000000 | Bradyrhizobiumsp. 1,0 | gq75070 | 622 | B.jicamae nao -
URHAQ0002 ' )
LLXX00000000 | Bradyrhizobium i ,a0 | goocoss | 61,9 | B.jicamae | sim E
valentinum LmjM3
LLXY00000000 | Bradyrhizobium 242 | 9146476 | 619 | B.jicamae* | sim E
valentinum LmjM6
AWZU00000000 | Bradyrhizobiumsp. |59 | g613869 62 Kakadu sim* -
ARR65
AXAI00000000 | Bradyrhizobilumsp. | a7 | g4q6579 | 62,2 Kakadu sim* -
Tv2a-2
PGEQO0000000 |  EBradyrhizobium 3 6132387 | 625 Soil 1 nio -
lablabi GAS165 '
LT629750 Bradyrhizobium 1| 7841944 | 609 Soil 2 ndo -
canariense GAS369 !
Bradyrhizobium
NZ_LT670817 erythrophlei 1 9092036 61,4 Soil 2 ndo -

GAS138
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Bradyrhizobium
NZ_LT670818 erythrophlei 1 9184651 61,9 Soil 2 nédo -
GAS242
NZ_LT670844 Bradyrhizobium 1 7909999 61,8 Soil 2 nio ;
- lablabi GAS499 '
Bradyrhizobium sp. . x
INI1JO0000000 URHD00E 132 | 6793222 | 622 Soil 2 nio ;
AMQQO0000000 |  Bradyrhizobium 90 | 5272243 | 592 none ndo ;
lupini HPC(L) '
Bradyrhizobium sp. x
L.SIN00000000 et 366 | 5592688 | 60,7 none nio -
Bradyrhizobium sp. x
LSIY00000000 CoHLB1 243 | 4299406 | 678 none nio -
Bradyrhizobium sp. x
LSIMO00000000 L oHAAS 249 | 5299950 | 60,9 none* nio -
Bradyrhizobium sp. x
LSJL00000000 L oHEAD 205 | 4713629 | 67,7 none nio -
FOTPOO000000 | Bradyrhizobiumsp. |2 | eoog103 | 615 none nio ;
NFR13
SPVJ00000000 | Bradyrhizobiumsp. | e | ga53191 | 636 ; nio ;
MOS001 '
Bradyrhizobium
VAFH00000000 icense 2237 | 4907108 | 625 - nio -
S2 003 000 R3 21
Bradyrhizobium sp. .
AUOJ00000000 | 35| 3001000, Aop 67 1961262 | 617 - néo -
Bradyrhizobium sp. ) . )
AXYA00000000 | A R 106 | 1191681 | 625 néo
AXYG00000000 | Bradyrhizobiumsp. -, 236340 58 - ndo* -

2Alocacdo de supergrupos de acordo com as filogenias de méaxima verossimilhanca de Avontuur et al. (2019).
O supergrupo acompanhado de um asterisco foi determinado por analise de MLSA do presente estudo.

- Estirpes néo foram incluidas na andlise.

sim* - As estirpes mostraram problema no genoma na regido do gene nifH, nifD ou nifK.
ndo* - As estirpes tém sequéncia de genoma incompleta.
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Anexo 5. Relages filogenéticas de copias concatenadas do gene nifDK presentes em estipes de
Bradyrhizobium. Filograma estimado por Maximum Likelihood (ML) a partir de 2825 pb de
genes concatenados nifD (1471) e nifK (1423). Os valores de bootstrap s&o mostrados quando
as relacdes representadas foram observadas em pelo menos 50% de 1000 pseudoreplicados. A
arvore ML foi obtida usando 0 modelo Tamura de 3 parametros. A barra de escala representa o
numero de substituicdes de par de bases por site. Rhizobium etli CFN 42T (NC_004041) foi
usado como grupo externo. Sequéncias nomeadas da mesma cor originam-se da mesma estirpe.

As analises evolutivas foram conduzidas no MEGAY.

Bradvrhizobium diazoefficiens USDA 1107
Bradyrhizobium ottawaense 00997

Bradvrhizobium japenicum USDA 6"

1001 Bracvrhizobium japonictim FN1

Bradvrhizobiwm liaoningense CCBAU 05525

33 Bradvriuzebium fiaoningense CCBAU 83689
Bradyrhizobium huanghuaihaiense CGMCC 1.109487

o3 Bradvrhizobium japonicum UUSDA 124
Bradyrhizobium sacchari BR 102807 SC
Bradvrhizobium sp. CCBAU 53390
Bradyrhizobium sp. SUTN9-2

oot Bradvrhizobium yuanmingense CCBAU 100717
Bradvrhizobium yuanmingense BR3267
Bradvrhizobium sp. ORS 3257
Bradvrhizobiwm vignae LMG 287917
Bradvehizobium shewense ERR11"
Bradvrhizobium arachidis LMG 26795"

g0 Bradyrhizobinm sp. INPAS4B
Bradyvrhizobium pachvrhizi BR3262
Bradyrhizebium pachyrhizi PAC 48
Bradvrhizobium sp. C1-418

Bradyrhizobium elkanii BR2Y

(a0t Braevrhizobium elkanii 1ISDA 767
Bradvrhizobium tropiciagri SEMIA 61487
Bradvrhizebium embrapense STMIA 62087
100l Bradvrhizobium viridifuturi SEMIA 6907
Bradvrhizobium macuxiense BR 103037

100- Bradvrhizobium mercantei SEMIA 63997
Bradvrhizobium jicamae PAC 687

100y Bradyrhizebium lablabi CCBAU 230867
Bradyrhizebium paxtlaeri LMTR 217
Bradyrhizobium sp. LMTR 3

Bradvrhizobium retamae Rol97

Bradyrhizobium algeriense RSTRYT

100 Bradvrhizobium valentinum LmjMe6
Bradyrhizobium canariense UBMAOSI

(oo Bradvrhizobium canariense UBMANOS

100 Bradvrhizobium sp. DOA

M Bradyrhizobium stylosanthis BR 4467

Bradvrhizobium sp. M12

Bradyrhizobinm sacchari BR 10280 NSC'

Bradvrhizobium sp. BK707

Bradyrhizobium sp. DOAS NSC'

Bradyrhizebium sp. DOA9 SC

Bradyrhizobium guangxiense CCBAU 53363 NSC'
Bradvrhizobium sp. AT

Bradvrhizobium sp. TSAL

Bradyrhizobium guangxiense CCBAU 533637 §C
Bradyrhizebinm sp. CCBAU 53426
Bradvrhizobium guangdongense CCBAU 516497

&4

Bradvrhizobium sp. AG48

Bradyrhizobium sp. 2 395 1MB

Bradyrhizobiwm sp. TM124

100" Bradvrhizobium sp. $23321

Bradvrhizobium sp. TM122

Bradvrhizobium oligotrophicum S587

Bradvrhizobium sp. BT A1l

Bradvrhizobium sp. ORS8278

oyl— Bradvriiizobiun sp. ORS 285
Bradyrhizobium centrolobii BR 102457

100 Bradvrhizobium neotropicale BR 102477

Rhizobium etli CEN 427

70

119



