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RESUMO

RIBEIRO, Thiago Gongalves. Filogenia de Rizobios do feijoeiro com base no
sequenciamento do gene 16S rRNA e na analise de sequenciamento multilocus. 2017.
63f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia, Ciéncia do Solo). Instituto de Agronomia,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2017.

A caracterizagdo genotipica dos rizobios é fundamental para sua defini¢cdo taxondémica e para
0 conhecimento de sua biodiversidade. Dentro desse contexto, o presente trabalho teve
cometivo caracterizar uma colecdo de 139 estirpes de rizobio isoladas de nodulos de feijoeiro
e realizar inferéncias filogenéticas com base na andlise de sequenciamento multilocus de
modo a definir o seu posicionamento taxonémico. Essas estirpes foram isoladas de diferentes
localidades do Brasil e do mundo e depositadas na colecdo de Culturas de Bactérias
Diazotroficas (CCBD) da EMBRAPA Agrobiologia. As ferramentas utilizadas foram a
analise de BOX-PCR e a inferéncia filogenética com base em sequéncias dos genes 16S
rRNA, recA, dnaK e ginll. A analise de BOX-PCR mostrou que existe uma grande
diversidade genotipica entre as estirpes, com 63 grupos formados a 85% de similaridade. O
sequenciamento do gene 16S rRNA revelou que 87% delas pertencem ao género Rhizobium,
principalmente as espécies R. phaseoli, R. laguerrae e R. tropici. As arvores filogenéticas
revelaram a existéncia de dois grandes clados: um deles foi formado pelo grupo R. phaseoli-
R. etli-R. leguminosarum e o outro pelo R. tropici e espécies relacionadas. Os grupos
formados nas arvores individuais de cada gene mostraram-se coesos, porém algumas estirpes
apresentaram resultados incongruentes. O gene recA apresentou 0 maior numero de sinais
filogenéticos conflitantes indicando possivel evento de recombinacdo entre as especies,
especialmente dentro do clado R. phaseoli-R. etli-R. leguminosarum.

Palavras-chave: Taxonomia. Rhizobium. MLSA.



ABSTRACT

RIBEIRO, Thiago Gongalves. Phylogeny of bean rhizobia based on 16S rRNA Gene
sequencing and multilocus sequencing analysis. 2017. 63 p. Dissertation (Master Science in
Agronomy, Soil Science). Instituto de Agronomia, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2017.

The genotypic characterization of rhizobia is fundamental for their taxonomic definition and
to improving knowledge about their biodiversity. In this context, the present work aimed to
characterize a collection of 139 rhizobium strains isolated from common bean nodules and to
make phylogenetic inferences based on multilocus sequencing analysis in order to define their
taxonomic positioning. These strains were isolated from different locations in Brazil and
worldwide, and deposited in the Culture Collection of Diazotrophic Bacteria (CCBD) of
EMBRAPA Agrobiologia. Those strains were examined with BOX-PCR analysis and
phylogenetic inference based on 16S rRNA, recA, dnaK and ginll gene sequences. BOX-PCR
analysis showed that there is a great genotypic diversity among the strains, with 63 groups
formed at the level of 85% similarity. Sequencing of the 16S rRNA gene revealed that 87%
belong to the genus Rhizobium, mainly to the species R. phaseoli, R. laguerrae, and R. tropici.
Phylogenetic trees revealed the existence of two major clades: one of them was formed by the
group R. phaseoli-R. Etli-R. leguminosarum and the other by R. tropici and related species.
The groups formed in the individual trees of each gene were shown to be cohesive, but the
results were incogruent for some of the strains. The recA presented the highest number of
conflicting phylogenetic signs, indicating a possible recombination event among Species,
especially within the clade R. phaseoli-R. etli-R. leguminosarum.

Keywords: Taxonomy. Rhizobium. MLSA.
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1. INTRODUCAO

O feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) pertence a familia Fabaceae, que possui 970
géneros e mais de 19.400 espécies (Lewis et al., 2005). E uma planta com uma ampla
adaptacdo edafoclimatica e que faz parte da maioria dos sistemas de producdo de pequenos e
médios produtores rurais, sendo a espécie mais cultivada do género Phaseolus. E uma cultura
de grande importancia para a seguranca alimentar no Brasil, pois ela faz parte da dieta basica
do brasileiro, servindo-lhe como uma relevante fonte de ferro e proteinas.

Segundo a FAO/Conab o Brasil é o terceiro maior produtor mundial de feijdo, atras de
paises como Myanmar e India. Porém mesmo assim n&o detém a maior produtividade ficando
muito atrds de outros paises, como Estados Unidos e China, com produtividades que chegam
a ser o dobro da media nacional (SEAB, 2015). O estado com a maior produgéo do género no
Brasil é o estado do Parana, seguido pelo estado de Minas Gerais (SEAB, 2015). E dentre 0s
diversos tipos de feijoes produzidos, o feijdo comum merece destaque pelo fato de representar
69,2% do mercado consumidor Brasileiro (CONAB, 2015).

Uma alternativa tecnoldgica de baixo custo para o incremento de produtividade é o
uso de bactérias diazotréficas simbidticas como inoculantes, uma vez que reduz 0s custos
econdmicos advindos da utilizacdo de adubos nitrogenados e evita a contaminagdo de
aquiferos, lagos e rios causada pela lixiviacdo destes adubos (STRALIOTTO et al., 2002). A
pesquisa cientifica tem procurado exaustivamente compreender as caracteristicas da
nodulacdo de bactérias que formam associa¢des simbidticas com leguminosas para melhorar a
eficiéncia na producéo agricola (EADY, 1991; SPAINK et al, 1998).

Inicialmente, acreditava-se que a simbiose com o feijoeiro era considerada bastante
restrita, realizando simbiose com um grupo de bactérias classificada como Rhizobium
leguminosarum bv. phaseoli (Jordan, 1984), porém o0s avangos das técnicas moleculares e a
coleta de rizobios em varios locais do mundo indicaram que essa leguminosa € bastante
promiscua (HERNANDEZ-LUCAS et al., 1995; MICHIELS et al., 1998).

O avanco da tecnologia tem propiciado uma mudanca na maneira como diferenciamos
um microrganismo do outro, com o desenvolvimento de anélises cada vez mais sofisticadas
nas diversas areas (GEVERS et al., 2006). Para se obter um consenso quanto a classificacdo
de um determinado microrganismo, diferentes tipo de dados e informagGes (fenotipica,
genotipica e filogenética) sdo utilizadas, sendo denominado de taxonomia polifasica
(VANDAMME et al., 1996).

Atualmente se conhece uma grande variedade de bactérias capazes de realizar
simbiose com o feijoeiro, sendo comum encontrar a-protoebactérias como, por exemplo,
bactérias dos géneros Azorhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Rhizobium, Ensifer e
Neorhizobium (JORDAN, 1982; DREYFUS; GARCIA; GILLIS, 1988; DE LAJUDIE et al.,
1998; CHEN et al ., 2001; GILLIS et al., 2001; MOUSAVI et al., 2014) e também f-
proteobactérias como Burkholderia e Cupriavidus (HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2007).

A microbiota do solo varia de um local para outro, e boa parte das espécies e
variedades ainda ndo foram testadas, nem mesmo descrita, podendo apresentar grande
potencial biotecnolégico (BOREM; SANTOS, 2004; RODRIGUES, 2011) ja que ainda
existem poucas estirpes comerciais que muitas vezes ndo sdo adequadas a peculiaridades
regionais (FERNANDES; FERNANDES; HUNGRIA, 2003). O estudo da biodiversidade de
rizbios busca compreender suas relacdes ecoldgicas e evolutivas, visando encontrar
gendtipos tolerantes aos distintos estresses ambientais que vao limitar a simbiose
(STRALIOTTO e RUMJANECK, 1999).



Esse trabalho teve como objetivo realizar a caracterizacdo genotipica e inferéncias
filogenéticas de bactérias da colecdo de rizdbios da Embrapa Agrobiologia através da analise
do gene 16S rRNA e da analise de sequéncias multilocus dos genes recA, dnaK e ginll.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A Cultura do Feijéao

A grande familia das leguminosas (Fabaceae) se constitui numa das mais importantes
familias de plantas da agricultura, sendo a principal fonte de alimento em zonas tropicais e em
paises em desenvolvimento (Graham & Vance, 2000). Dentre as espécies agricolas
pertencentes a essa familia, encontra-se o feijoeiro. Representando mais de 65% da producéo
mundial, os cinco maiores produtores de feijdo sdo a India, o Brasil, Myanmar, os Estados
Unidos e a China (FAO, 2010). O Brasil ocupou o posto de terceiro maior produtor mundial
na safra 2012/2013, com uma producédo estimada em 2,8 milhdes de toneladas (CONAB,
2015). O brasileiro em média consome 16,5 quilos de feijao por ano (MAPA, 2012), sendo 0s
principais estados produtores Parana, Minas Gerais, Sdo Paulo, Goi&s e Bahia, os quais
respondem por mais de 65% da producdo nacional (RICHETTI et al., 2011).

O feijoeiro € uma planta dipléide (2n=2x=22), anual, herbacea levemente pubescente,
de habito de crescimento determinado ou indeterminado (VIEIRA, 1983). Seu
desenvolvimento inicial € muito lento e sua taxa de crescimento comeca a aumentar a partir
do vigésimo dia, atingindo o desenvolvimento maximo quando alcanca a idade de 55-70 dias
(OLIVEIRA & THUNG, 1988). Em funcéo do sistema radicular do feijoeiro ser pequeno e
pouco profundo e seu ciclo ser curto, ele € considerado uma planta exigente em nutrientes
(ROSOLEN & MARUBAYASHI, 1994). Por se tratar de uma planta que apresenta uma
grande adaptabilidade edafoclimatica, isso possibilitou que ela fosse cultivada em quase todo
territorio brasileiro, durante todo o ano e nas diferentes épocas e safras (SALVADOR, 2011).

O feijoeiro tem dois centros primarios de diversidade: o Centro Mesoamericano, que
se estende da America Central até a Coldmbia e Venezuela, e o Centro Andino, que inclui a
Argentina, Bolivia e Peru. Segundo Maciel et al. (2003) ocorrem misturas entre os dois
principais grupos génicos (Mesoamericano e Andino), um vez que identificaram a faseolina
tipo ‘T’ no grupo mesoamericano, sabidamente encontrada somente em feijoes andinos.

Apesar do Brasil ndo ser um dos centros primarios de diversidade do feijoeiro,
segundo estudos de Burle et al. (2010) utilizando marcadores moleculares, observou-se que
existe uma vasta gama de variabilidade genética da espécie no pais, provavelmente decorrente
da domesticacdo da cultura em épocas de pré e pds-colonizacdo européia. Atualmente, devido
a introducéo da cultura em outras regides pelos portugueses e espanhois apos a descoberta da
Américas, considera-se existir quatro centros de diversificacdo além dos dois centros
americanos: um na Europa e outro na Africa (HIDALGO, 1991).

Uma caracteristica importante é a capacidade do feijoeiro em realizar simbiose com
rizobios, 0s quais sdo capazes de fixar o N atmosférico e fornecé-lo as plantas, suprindo assim
sua demanda por N. A adubacdo nitrogenada causa aumento na produtividade do feijoeiro,
porém, ha uma tendéncia de se reduzir esse tipo de adubacdo e substituir pela fixacdo
simbiética, devido ao seu processo de selecdo de cultivares eficientes (PARRA, 1989;
OLIVEIRA & THUNG, 1988).

2.2. Fixacao Biologica de Nitrogénio

A fixacdo biologica do nitrogénio atmosférico € um processo complexo realizado por
determinados procariontes. Dentre eles se destacam o0s rizObios, que sdo capazes de fixar
nitrogénio em simbiose com espécies da familia Fabaceae. Esse processo envolve
modificacBes fisiologicas e morfoldgicas, tanto na planta hospedeira como na bactéria
(MERCANTE et al., 2002) e se caracteriza por uma alta demanda energética, obtida do
metabolismo de carboidratos da planta hospedeira (HUNGRIA & NEVES, 1986).



A infeccdo das plantas pelas bactérias se inicia com a troca de sinais quimicos
moleculares (HUNGRIA et al., 1994) que disparam uma cadeia de reacdes nas células do
cortex da planta hospedeira, levando a formacdo dos ndédulos. Isso ocorre tanto quando o
rizobio esta presente no solo de forma natural ou via inoculacdo. Os nodulos séo ligados a
planta hospedeira por meio de vasos sendo, portanto, totalmente integrados em termos
hormonais e nutricionais (SILVEIRA et al., 2001). O desenvolvimento e a manutencdo dos
nodulos e também a assimilacdo de nitrogénio chegam a consumir entre 13 e 28% dos
produtos fotossintetizados (NEVES & RUMJANECK 1992).

Depois da formacdo dos nodulos, o rizébio se diferencia em uma forma conhecida
como bacterdide e comeca a sintetizar a nitrogenase, dando inicio a fixacdo bioldgica de
nitrogénio (JORGE, 1988). A nitrogenase ¢ um complexo enziméatico formado por duas
unidades proteicas, a ferro-proteina e a molibdénio-ferro-proteina. Para que a nitrogenase
consiga fixar nitrogénio é necessario que ela se encontre em uma condic¢do anaerdbica, uma
vez que quando entra em contato com oxigénio ela é inativada irreversivelmente. Dessa forma
a plante produz a leghemoglobina, que possui uma alta afinidade por oxigénio, e possui a
barreira de difusdo de oxigénio no nédulo regulando, assim, a tensdo de oxigénio (NEVES E
RUMJANEK, 1992).

O tempo para o aparecimento dos nddulos é variavel com a espécie de leguminosa e
com a estirpe de rizobio, contudo, os nddulos sdo geralmente visiveis cinco a dez dias apos o
plantio, enquanto que a atividade da nitrogenase s6 € detectada de quatro a dez dias apds o
aparecimento dos nodulos (SIQUEIRA, 1993). Diferentemente das hiperplasias provocadas
por insetos, nematdides ou bactérias patogénicas, as estruturas dos nddulos sdo perfeitamente
organizadas (FREIRE, 1975).

Porém devido a problemas com o simbionte ou com o hospedeiro, a infeccdo pode
falhar na producédo de nodulos efetivos. Dessa forma isso pode dar a planta uma caracteristica
de “doente” pelo fato do comportamento parasitico dos nodulos ineficientes (ARAUJO &
HENSON, 1988). Mesmo em uma planta que apresente nodulos efetivos, ocorre o
amarelecimento da cultura entre quinze e vinte e cinco dias ap6s a emergéncia, isso porque 0s
nodulos e as raizes nesta fase concorrem com a parte aérea pelo nitrogénio assimilado, sendo
um dreno a planta (VOSS; FREIRE; SELBACH, 1981).

A eficiéncia da simbiose € muito varidvel sob condi¢cdes ambientais. Conforme
relatado por RUMJANEK & XAVIER (2010) esse processo pode ser afetado pelo tipo de
solo, clima e cultivar, sendo necessario realizar avaliacdes para se determinar qual estirpe é
mais eficiente para determinado lugar. Pode-se afirmar que, para se atingir esta taxa média,
seria necessario fornecer as plantas 100 kg ha de N fertilizante, sabendo que a eficiéncia de
utilizacdo do N raramente excede 50% (BLISS, 1993). Em diversos experimentos com
inoculante em feijoeiro, ndo se observou diferenca entre tratamentos inoculados e tratamentos
que receberam até 75 kg.ha™ de N (VARGAS et al., 1991).

2.3. Taxonomia de Rizobios do Feijoeiro

Os primeiros estudos que relataram bactérias nodulando raizes de plantas foram
realizados por Beijerinck, quem determinou que elas eram responsaveis pelo processo de
fixacdo biologica de nitrogénio. Primeiramente elas foram classificadas como Bacillus
radicicola e, posteriormente, como Rhizobium (FRANK, 1889), sendo o Unico género da
familia Rhizobiaceae.

O agrupamento dos rizobios era baseado somente nas caracteristicas fenotipicas,
principalmente, na especificidade do rizébio em nodular e fixar N, com a respectiva
leguminosa hospedeira. Esse conceito ¢ conhecido como “grupo de inoculacdo cruzada”
(ANTUNES, 2010). Utilizando esse conceito Fred et al. (1932) descreveram seis espécies
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simbidnticas: Rhizobium leguminosarum (espécie tipo), R. phaseoli (que nodula o feijoeiro),
R .japonicum (que nodula a soja), R. meliloti (que nodula a alfafa), R. trifolii (que nodula o
trevo branco, Trifolium repens) e R. lupini (que nodula o tremogo, Lupinus spp.)
(COUTINHO, 2003). Nessa classificacdo foram incluidas na familia Rhizobiaceae espécies
que causam hipertrofia em plantas como a Agrobacterium tumefaciens, A. rhizogenes, A. rubi,
Phyllobacterium myrsinacearum e P. rubiacearum (SKERMAN et al., 1980).

Porém, foi observado que varias plantas ndo apresentavam especificidade com as
bactérias simbidticas acontecendo reag@es cruzadas entre elas (TEREFEWORK et al., 2000).
O feijoeiro, que hoje é considerada uma planta promiscua, € um exemplo: ela é capaz de
formar simbiose com um grande diversidade de rizobios dentre eles R. leguminosarum bv.
phaseoli, R. tropici, R. etli, R. giardinii e R. gallicum (MOSTASSO et al., 2002; GRANGE E
HUNGRIA, 2004). Dessa forma a taxonomia baseada na especificidade da planta hospedeira
foi sendo substituida pela taxonomia numérica, que leva em conta as caracteristicas
bioquimicas, fisiologicas, soroldgicas e moleculares (Hungria et al., 1997).

Através disso, Jordan (1982) definiu um novo género levando em conta o tempo que
as bactérias levam para formar colbnias isoladas em meio YMA, ou seja, a taxa de
crescimento. As bactérias desse novo género, diferente dos Rhizobium de crescimento rapido,
apresentavam crescimento lento e, por esse motivo, foram chamadas de Bradyrhizobium
(Bradus, do grego, significa lento) (Vargas & Hungria, 1997). Apds isso, foram descritos
mais quatro géneros: Azorhizobium (Dreyfus et al., 1988), Mesorhizobium (Jarvis et al.,
1997), Sinorhizobium (Chen et al., 1988) e Allorhizobium (de Lajudie et al., 1998).

O avanco das técnicas de biologia molecular, particularmente a PCR (reacdo em
cadeia da polimerase) e o sequenciamento direto do DNA amplificado, revolucionou a
taxonomia e a filogenia. Aliado a isso o isolamento de rizdbios de varias regides do mundo
permitiu observar que os rizobios do feijoeiro apresentavam caracteristicas fisioldgicas e
genéticas distintas, possibilitando a formag&o de dois grupos, nomeados como tipo | e tipo Il
(Martinez et al., 1987).

ApoOs isso, Martinez-Romero e colaboradores reclassificaram as estirpes do tipo 1l
como R. tropici a partir de um caracterizacdo genotipica baseada no sequenciamento parcial
do gene 16S rRNA e hibridizagdo DNA-DNA (MARTINEZ-ROMERO et al., 1991). Sendo
que este ainda possuia dois subgrupos, 1A e 11B devido ao baixo nivel de homologia de DNA
(36%) e diferengas em caracteristicas fenotipicas e genotipicas (GENIAUX et al., 1995). Dois
anos depois, utilizando a analise da sequéncia do gene 16S rRNA, alguns rizobios isolados
que haviam sido classificados como pertencentes ao tipo I, foram reclassificados como uma
nova espécie, chamada de Rhizobium etli (Segovia et al. 1993). Nessas bactérias
anteriormente classificadas como pertencentes ao tipo I, R.etli e R. leguminosarum, foi
verificada uma alta correlacdo para regiGes cromossomicas e genes contidos nos plasmideos
simbidticos (Vasquez et al., 1993).

A estirpe PRF 81 que é uma das estirpes recomendadas como inoculante comercial
para a cultura do feijoeiro pelo MAPA, foi isolada no Estado do Parana e inicialmente
classificada como Rhizobium tropici. Porém ela apresentava propriedades fisiologicas
intermediarias entre os tipos IIA e IIB (Hungria et al., 2000). Dall’ Agnol et al. (2013) depois
de analises fenotipicas e genotipicas reclassificaram essa estirpe como uma nova espécie, 0
Rhizobium freirei.

Utilizando também o sequenciamento do gene 16S rRNA, bactérias do género
Agrobacterium, algumas sendo responsaveis por induzir o surgimento de hipertrofias em
plantas, foram reclassificadas como Rhizobium (Young et al.,, 2001) A Agrobacterium
rhizogenes é intimamente relacionada com o R. tropici e forma um grupo com R.
leguminosarum, R. etli, R. gallicum, R. mongolense e R. hainanense.



Vale ressaltar que o feijoeiro € uma planta promiscua, ou seja, ele ndo apresenta
especificidade com estirpes rizobianas, sendo capaz de formar nédulos com varias espécies e
estirpes de rizébio (MICHIELS et al., 1998). Esses tipos de simbioses promiscuas sdo
considerados mais antigos e mais distribuidos do que simbioses restritivas (PERRET et al.
2000). A espécie é capaz de nodular com diversas espécies do género Rhizobium, além de
espécies dos géneros Sinorhizobium, Mesorhizobium, Bradyrhizobium e com -
proteobactérias do género Burkholderia. Contudo, essas simbioses variam em eficiéncia e
podem ser limitadas por incompatibilidade em diferentes etapas do processo de formacgédo dos
nédulos, induzindo desde nddulos vazios a nédulos amorfos ou infectados, mas sem a
diferenciacdo adequada do rizobio em bacteroides e a consequente fixagdo bioldgica do
nitrogénio (MICHIELS et al., 1998). Essa promiscuidade também tem uma importancia
pratica, visto que dificulta a introducao de inoculantes em condi¢des de campo. A existéncia
de rizébios nativos do solo competitivos e com uma baixa eficiéncia simbidtica associada a
promiscuidade do feijoeiro, influenciara negativamente a introducdo de estirpes inoculadas
Visto que estas terdo que ser competitivas o suficiente para vencer a competicdo com estirpes
nativas e, consequentemente, conseguir formar uma maior proporgdo de nddulos no feijoeiro
(FERNANDES JUNIOR & REIS).

Os pesquisadores acreditavam que a capacidade de nodular leguminosas era restrita as
bactérias da classe a-Proteobacteria. Porém pesquisas recentes mostraram que membros de
outras classes também poderiam estabelecer simbiose com essas plantas, sendo eles membros
da classe y-Proteobacteria, como a Pseudomonas (Shiraishi et al., 2010) e S-proteobacteria,
particularmente dos géneros Burkholderia (MOULIN et al., 2001;Shiraishi, 2010) e
Cupriavidus (sin. Ralstonia ou Wautesia taiwanensis) (CHEN et al., 2001).

B-rizobios tem a capacidade de formar nodulos e fixar nitrogénio, como exemplo
gendtipos de Burkholderia e Cupriavidus, inoculados em Mimosa pigra e Mimosa pudica na
Costa Rica, que tiveram um melhor desempenho quanto ao crescimento de plantas e a
atividade da nitrogenase em comparacao a plantas inoculadas com estirpes de Rhizobium (a-
Proteobacteria). Diversos trabalhos j& observaram a ocorréncia de diversas espécies de
Burkholderia fixadoras de nitrogénio (Reis et al., 2004; Perin et al., 2006; Chen et al., 2006,
2008), contudo apenas um relato para Cupriavidus (Florentino et al., 2009) no Brasil. Moulin
et al. (2001) propdem que os genes nod observados nas P-Proteobacteria tenham sido
adquiridos através de multiplas transferéncias horizontais de genes com as a-Proteobacteria.
Foi observado genes simbioticos em Pseudomonas, mostrando que estas bactérias endofiticas
de nodulos podem sofrer transferéncias horizontal de genes e evoluirem para bactérias
simbioticas (Shiraishi et al., 2010).

Nos estudos das bactérias fixadoras de nitrogénio, observamos a sua promiscuidade
com relacdo a escolha da planta hospedeira e a sua ampla distribuicdo geografica, dessa forma
é importante continuar com os estudos de taxonomia desse grupo de bactérias.

2.4. Analise de Sequéncias Multilocus (MLSA)

Com a evolucgdo dos estudos de genética molecular, varias técnicas foram criadas
permitindo o estudo do parentesco genético de cepas bacterianas. A filogenia bacteriana é
tradicionalmente baseada na andlise do gene ribossomal 16S. Esse gene é considerado
conservado entre as bactérias, mas ao mesmo tempo variavel o suficiente e com uma
quantidade de informacdo capaz de revelar as relacBes filogenéticas entre as espécies
(WOESE, 1987; WEISBURG et al., 1991)

O RNA da subunidade menor do ribossomo € tido como um marcador molecular
universal uma vez que tem um taxa de evolucdo baixa, e esta envolvido na sintese proteica,
funcdo que se mantém ha milhares de anos, podendo reter informacgdes filogenéticas e com
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uma baixa ocorréncia de eventos de transferéncia horizontal (Harris et al. 2003). Nesse gene a
substituicdo nucleotidica em sua sequéncia é tida como proporcional ao tempo transcorrido
evolutivamente na diferenciacdo das espécies (Lloret; Esperanca, 2005).

Foram realizados varios trabalhos nos quais se utilizaram estudos fenotipicos e
hibridizacdo DNA-DNA e com isso conseguiram inferir que, com relagéo a sequéncia do gene
16S rRNA, bactérias apresentando similaridade inferior a 97% com a estirpe tipo da espécie
poderia se tratar de uma nova espécie (GEVERS et al., 2005; Rossel6-Mora et al., 2001). Esse
valor foi revisto e atualmente se propde o uso de 98,7 - 99% similaridade no lugar do antigo
valor de 97% para se avaliar a singularidade gendmica de novos isolados (STACKBRANDT
& EBERS, 2006). A amplificacdo de sequéncia parcial ou completa desse gene pela PCR
tornou possivel o estudo da diversidade microbiana sem a necessidade de cultivar o
microrganismo (WARD; WILLER; BATESON, 1990).

Porém 0s genes ribossomais apresentam resolucdo limitada no nivel de espécie
(KONSTANTINIDIS et al., 2007) e, dessa forma, o uso exclusivo do gene 16S rRNA em
estudo taxondmico, filogenético e evolutivo de espécies muito relacionadas nem sempre
possibilita a identificacdo das divergéncias evolutivas no nivel da espécie
(STACKEBRANDT E et al., 2002). Outra problemaética é o fato de algumas bactérias terem
varias copias do operon RNAr (16S, 23S, 5S e IGS) e os alelos podem divergir em cada
cOpia, em maior ou menor extensdo, devido a recombinacdo intragénica localizada e
transferéncia lateral parcial, ou total, dos operons (Yap et al., 1999).

Além disso, atualmente, varios trabalhos tem concluido que os genes ribossomais
podem, ocasionalmente, sofrerem transferéncia horizontal de genes (THG), duplicacdo génica
e recombinacdo resultando em mosaicos de sequéncias (SULLIVAN et al., 1996; VAN
BERKUM et al., 2003; VINUESA et al., 2005; GEVERS et al., 2005; MARTENS et al.,
2007). Exemplificando isso, no trabalho realizado por Martens et al. (2007) foram
encontrados incongruéncias nas arvores construidas para alguns genes quando comparadas
com a arvore gerada para o gene ribossomal 16S, dessa forma podendo indicar a ocorréncia
de um evento de recombinacdo ou THG.

Nos ultimos anos o uso de genes constitutivos (em inglés, housekeeping) tem sido
cada vez mais comum, o0 que tem aumentado ainda mais as potencialidades do
sequenciamento. Esses genes codificam proteinas com funcdes vitais para as células. Além
disso, sdo genes de cOpias Unicas no genoma, teoricamente menos provaveis de sofrer
transferéncia horizontal e, por codificarem uma proteina, tornam a porcentagem de
substituicdo nucleotidica superior aquela encontrada no gene 16S rRNA. Essas caracteristicas
permitem utiliza-los para filogenia principalmente para se estudar relacbes evolutivas entre
organismos filogeneticamente mais proximos (Sawada et al., 1999; Martens et al., 2008).

Uma das estratégias para o estudo taxonémico e filogenético bacteriano consiste na
analise conjunta de multiplos genes (loci) onde essa analise conjunta poderia funcionar como
um “tampao” contra efeitos de recombinagdo ou transferéncia horizontal (THG) que
porventura ocorram em um unico gene especifico (GEVERS et al., 2005).

A metodologia descrita por Maiden et al. (1998), a tipagem de sequéncias multilocus
(MLST), utiliza as sequéncias de fragmentos internos (400-600 bp) de 6 a 10 genes
constitutivos (MAIDEN, 2006). Para cada gene constitutivo, as diferentes sequéncias
presentes dentro de uma espécie bacteriana sdo atribuidas a alelos distintos e, para cada
isolado, os alelos de cada um dos loci definem o perfil alélico ou tipo de sequéncia (ST). Essa
metodologia foi desenvolvida para a tipagem de espécies de patdgenos e estudos
epidemiolégicos agrupando linhagens relacionadas em complexos clonais (Ramos, 2007).

Baseado nessa metodologia foi proposta a metodologia de analise de sequéncia
multilocus (MLSA) visando sua utilizacdo na elucidacdo de relagcdes taxonémicas entre
espécies (GEVERS et al., 2005.; MARTENS et al., 2007; SCHLEIFER, 2009). Utilizando
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apenas como base o gene ribosomal 16S, é possivel identificar os organismo em nivel de
género ou familia, j& com base na metodologia de MLSA, por ter um alto poder de resolucéo,
é possivel identificar em nivel de espécie (GEVERS et al., 2005).

ZEIGLER (2003) e THOMPSON et al. (2005) propuseram que 0s genes constitutivos
escolhidos devem obedecer aos seguintes critérios: 1) estar presentes em um Unica copia no
genoma; 2) ser distribuidos no genoma com uma distancia minima de 100 kb entre si; 3)
apresentar extensdo nucleotidica suficiente para permitir seu sequenciamento; e 4) conter
informac0es suficientes para a analise. Como os dados obtidos com essa analise s&o utilizados
para fins taxondmicos e filogenéticos, eles devem apresentar correlagdo com aqueles obtidos
com o0 16S rRNA e com os percentuais de similaridade obtidos por hibridagio DNA-DNA
(GEVERS et al., 2005; MARTENS et al., 2007; MENNA et al., 2009; RIBEIRO et al., 2009).

A principio a metodologia de MLSA baseava-se na andlise das sequéncias
concatenadas de no minimo cinco genes conservados, concatenados em um Unica sequencia
(STARCKEBRANDT et al., 2002). Porém o trabalho feito por Konstantinidis et al. (2006)
observou que 0 numero minimo de trés genes ja seria o suficiente para se ter uma resolucéo
filogenética, sendo que, se um dos genes apresentasse transferéncia horizontal ou evento de
recombinacdo, 0s outros dois compensariam esse primeiro gene. Alguns genes utilizados na
classificacdo de estirpes de rizobios sdo 0s genes constitutivos recA, dnak, gltA, ginll, rpoA,
pheS, rpoB e atpA (DRANCOURT et al., 2004; NASER et al., 2005; RIBEIRO et al., 2009)
A Tabela 1 demonstra alguns genes e suas funcdes.

Atualmente a metodologia de MLSA se mostrou uma ferramenta decisiva na descri¢ao
de novas espécies bacterianas e ja foi aplicada no estudo taxonémico de diferentes géneros
bacterianos: Burkholderia, Blastobacter, Devosia, Ochrobactrum, Shinella, Microvirga,
Phyllobacterium, Cupriavidus e Gluconacetobacter (DALL‘AGNOL et al., 2013
DELAMUTA et al., 2013; RIBEIRO et al., 2012).

Tabela 1: Principais genes constitutivos usados no MLSA e suas funges.

Gene Funcéo

recA Recombinase A

dnakK Chaperona (Proteina de choque térmico)
gltA Citrato sintase |

ginll Glutamina sintetase Il

rpoA RNA polimerase subunidade Alfa
pheS fenilalanil-tRNA sintetase subunidade alfa
rpoB RNA polimerase subunidade beta
atpA ATP sintase Subunidade alfa

2.5. Distribuicédo Geografica do Rizébio do Feijoeiro

Mesmo néo se conhecendo todos os fatores que influenciam a distribuicdo geografica
dos rizobios do feijoeiro, acredita-se que esteja relacionada com a difusdo da cultura pelo
mundo, uma vez que o rizobio pode ser carregado com as sementes (Hungria et al., 1997).
Com a andlise de populacbes de feijoes crioulos através de diversas caracterizacdes
genotipicas e fenotipicas, atribui-se a origem da cultura do feijdo a duas regides distintas: o
centro mesoamaricano (México, America central e Colémbia) e o centro andino na America
do Sul (Equador, Peru e Argentina) (Tohme, 1996; Beebe et al., 2001).

Devido a grande frequéncia de isolamento de Rhizobium tropici na América do sul,
principalmente no Brasil, permite-se acreditar que essa espécie seja nativa dessa regido
(Martinez-Romero et al., 1991: Hungria et al., 1995; Mercante et al., 1995). Outra hipdtese €
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que o R. tropici seja proveniente da regido andina e adaptado ao solo e condi¢cdes ambientais
do Brasil. Vérios trabalhos levantando as espécies que nodulam o feijoeiro na Europa tem
mostrado uma grande diversidade: além de ser encontrada a presenca significativa de R. etli e
R. tropici, foram encontradas duas novas espécies isoladas de nédulos de feijoeiro na Franca,
0 R. gallicum (Laguerre et al., 1993; Amarger et al., 1994) e o R. giardinii (Amarger et al.,
1997). A grande presenca de R. tropici em algumas regides da Africa pode ser devido a
introducdo do feijoeiro via paises da América do sul (Ayanango et al., 1995).

Uma hip6tese é a de que a espécie R. etli seria originalmente encontrada na
Mesoamérica, porém ela foi levada junto com sua hospedeira quando a introduziram na
Europa (Segovia et al., 1993). Com isso a transferéncia do plasmideo simbidtico do R. etli bv.
phaseoli para o R. leguminosarum , teria surgido o R. leguminosarum bv. phaseoli e mais
tarde esse mesmo processo teria ocorrido do R. leguminosarum bv. phaseoli para o R.
gallicum e R. giardinii bv. phaseoli (AMARGER et al., 1997). Essa espécie foi encontrada
em diversos locais da Franga (Amarger et al., 1993, 1994, 1995). O R. etli bv. phaseoli ¢é
muito encontrado associado com especies selvagens de feijdo e ao feijdo comum em paises do
centro de origem da cultura como o México, Colémbia e sul dos Andes e, devido a isso,
Bernal & Graham (2001) com isso propuseram a hipotese de coevolucao entre hospedeiro e
rizébio, ou seja, tanto a planta quanto o rizbio evoluiram juntos nesse processo de simbiose,
porém isso ndo foi demostrado claramente (Amarger, 2001).

O R. etli ja foi isolado de nddulos de feijoeiro cultivado em paises como Espanha,
Franca, Austria, Quénia, Tunisia e Indonésia, regibes onde a cultura do feijoeiro foi
introduzida a partir do século XVI (Silva et al. 2003). Aguilar et al. (2004) encontraram um
polimorfismo no gene nodC, gene comum entre os rizébios de diferentes origens geograficas,
revelando, assim, trés tipos de nodC. Esses alelos variavam sua predominancia dependendo da
regido geografica, ou seja, a populacdo de Rhizobium etli obtida de solos mexicanos
apresentou um alelo diferente do encontrado em bactérias de solos bolivianos e argentinos e
aquelas encontradas em solos equatorianos apresentaram caracteristicas intermediarias.

A andlise da populacéo de rizobio em solos cultivados com feijoeiro no estado do
Parana revelou que, em media, a populacdo era constituida de 29% de rizobios capazes de
nodular somente o feijoeiro (R. leguminosarum bv. phaseoli ou R. etli), 25% capaz de nodular
feijoeiro e leucena (R. tropici ou R. etli) e 46% de Rhizobium capaz de nodular apenas leucena
(Hungria & Stacey, 1997). Em regido dos Cerrados, a populacdo de rizobios isolada de
feijoeiro consistia, aproximadamente, de 70% de R. tropici 1A, 19% de R. tropici 1B e 11%
de R. etli ou R. leguminosarum bv. phaseoli (Hungria et al., 1997). Em trabalhos realizados
em Santa Catarina por Stocco et al.(2008), constatou-se que a composicdo de espécies de
rizébios microssimbiontes de feijoeiros na regido é de 17,1% de Rhizobium tropici, 35,9% de
R. etli, 32,5% de R. leguminosarum, 1,7% de R. giardinii e 12,8% de perfis distintos.

A estirpe SEMIA 4080 ( = PRF 81) foi isolada no estado do Parana e sua alta
capacidade de fixacdo de N, e competitividade em relacdo as estirpes nativa do solo foi
comprovada em diversos ensaios (HUNGRIA et al., 2000), sendo recomendada como
inoculante para a cultura do feijoeiro desde 1998. Essa estirpe estreitamente relacionada com
0 R. tropici, baseado em anélises de sequéncias do gene 16S rRNA, apresenta caracteristicas
fisioldgicas intermediarias entre os tipos 1A e 1IB de R. tropici porém difere dessa espécie
quanto as caracteristicas fenotipicas e genotipicas. Dessa forma, Dall’Agnol et al. (2013)
propuseram sua reclassificacdo como R. freirei.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Cepas Utilizadas

Foram selecionadas 139 estirpes da Colecdo de Culturas de Bactérias Diazotréficas e
Outros Organismos Multifuncionais da EMBRAPA Agrobiologia. As estirpes oriundas da
colecdo foram isoladas do feijoeiro e sdo provenientes de vérias localidades do Brasil (Rio de
Janeiro, Sdo Paulo, Parana, Goias) e de outros paises (Colémbia, Bélgica, Inglaterra, USA e
Iraque) e foram depositadas nessa colecdo ao longo dos anos desde a sua criagdo (Anexo A).

A caracterizacdo morfoldgica das bactérias foi disponibilizada pela colecdo. Essa
caracterizagdo foi realizada cultivando-se as bactérias em meio de cultura solido 79 (FRED &
WASKMAN, 1928)(Anexo B) com o indicador azul de bromotimol em pH ideal de 6,8 a 7,0.
A caracterizacdo acontece quando a primeira colbnia isolada aparece, durante a primeira
semana. As avaliacdes foram realizadas com 3 e 8 dias, quanto a: cor, quantidade de
exopolissacarideos produzidos (muco) em relacdo ao nimero de dias de crescimento,
velocidade de crescimento de aparecimento das coldnia, diametro das col6nias em milimetros,
sua forma, tipo de borda e elevagdo. A mudanca de pH do meio (&cido, neutro ou bésico) foi
avaliada a partir do quinto dia.

3.2. Extracdo do DNA

O DNA foi extraido com o kit Minikit QUlamp DNA® conforme recomendacdes do
fabricante. As células bacterianas foram cultivadas em meio liquido 79 por até 72 horas
(Anexo B). Conforme Sambrook & Russell (2001) a quantificacdo e qualificacdo do DNA foi
feita por eletroforese em gel de agarose a 1%. Ap0s ser corado com brometo de etidio, o gel
foi visualizado sob luz ultravioleta em fotodocumentador Kodak Logic 100 (Kodak ®).

3.3. BOX-PCR

O DNA das cepas foi analisado por BOX-PCR utilizando-se o iniciador BOX-A1R
(5’- CTACGGCAAGGCGACGCTGACG -3’) conforme o protocolo descrito por
VERSALOVIC et al. (1994) e VINUESA et al. (1998). Os reagentes utilizados foram da
PROMEGA, seguindo as indicagdes do fabricante. As reacdes de amplificagdo com volume
final de 25 pL, continham 5 pL de tampao de PCR 5 X, 3 mM de MgCl,, 0,75 puL de uma
solucdo com 10 mM de cada ANTP, 2,5uL do iniciador BOX-A1R 10 pM, 2,5 uL. de DMSO
50%, 1 unidade de GoTaq® DNA polimerase em 0,25puL, 3uL de DNA molde e agua
ultrapura estéril.

Todas as reacOes de PCR foram realizadas em termocicladores disponiveis na
Embrapa Agrobiologia. A amplificagdo foi realizada com uma etapa de desnaturagéo inicial
de 95°C por cinco minutos, seguida de 30 ciclos, sendo cada ciclo composto por mais uma
etapa de desnaturacéo a 94°C por um minuto, uma etapa de anelamento a 53°C por um minuto
e uma etapa de extensdo a 65°C por oito minutos. Para garantir que a amplificacdo completa
dos produtos de PCR fosse alcancada, procedeu-se uma etapa de extenséo final a 65°C por 16
minutos.

Os produtos da PCR foram separados em gel de agarose 2% utilizando o tampéo TAE
através da técnica de eletroforese com voltagem constante (90 V) por 4 horas. Posteriormente
os géis foram corados com brometo de etideo (0,5ug mL™) e visualizados sob luz ultravioleta
em fotodocumentador Kodak Logic 100 (Kodac®). Por fim, foram fotografados e analisados
quanto a presenca de fragmentos de DNA. Os perfis foram examinados visualmente e com o
programa Bionumerics (Applied Maths) a fim de construir um dendrograma de similaridade
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no qual foram empregados o coeficiente de similaridade de Sgrensen-Dice (DICE, 1945;
SORENSEN, 1948) e 0 método da média aritmética ndo ponderada (UPGMA).

As amostras no dendograma que apresentaram uma similaridade de 85% entre si
foram arbitrariamente consideradas como pertencendo ao mesmo grupo. Ou seja, essas
amostras que apresentaram um perfil muito proximo ou até mesmo idéntico foram
consideradas como um agrupamento do qual foi selecionado um unico individuo de cada
grupo para analise de sequenciamento multilocus.

3.4. Andlise de Sequenciamento Multilocus

3.4.1. Amplificagéo por PCR

Os perfis de BOX-PCR foram utilizados para selecionar as estirpes que apresentassem
um perfil com 85% de similaridade e dessas foi possivel escolher 63 cepas, as quais foram
caracterizadas pelo sequenciamento dos genes 16S rRNA, dnakK, ginll e recA, visando a sua
classificacdo taxonémica (Tabela 2). Os protocolos de amplificacdo utilizados sdo aqueles
recomendados por RIBEIRO et al. (2009).

Tabela 2. Iniciadores utilizado nas reacfes de amplificagdo para analise por PCR e
respectivas sequéncias de nucleotideos dos genes 16S rRNA, recA, ginll e dnaK.

Programa do

Gene Iniciador Sequencia (5’ - 3°) oR Referéncia
3min 94°C, 34X
165 FRNA Amp1l GAGAGTTTGATYCTGGCTCAG (minodC toin  WARD et
55°C, 1min72°C)e  al., (1992
Amp2 AAGGAGGTGATCCARCCGCA el e al, (1992)
. 5min 95°C, 30X
n 6F CGRCTSGTAGAGGAYAAATCGGTGGA' (rittoroc’s i GAUNT et
55°C, 1,3 min 72°C _
555F CGRATCTGGTTGATGAAGATCACCAT 0 o3 Mn 12°C)  al., (2001)

5min 95°C, 30X
TSginllF AAGCTC GAGTACATCTGGCTCGACGG (45seg 95°C., 45s6q STEPKOW

ginll oC 1 - SKl et al.,
TSglnll R SGAGCCGTTCCAGTCGGTGTCG 725050)C . 5ﬁ?nn;'2rlc (2005)
dnaK1466F AAG GAR CAN CAG ATC CGC ATCCA 2 Min94°C, 30X g1eprow
dnak (5min 94°C,1min SK et al
55°C, 1min 72°C) e N
dnak1777R  TAS ATS GCC TSR CCR AGC TTC AT i 790G (2003)

3.4.2. Sequenciamento

Visando o sequenciamento, duas aliquotas dos produtos de PCR foram separadas para
quantificacdo do DNA (2 pL) e para purificacdo (10 uL) com as enzimas EXO/FastAP. A
mistura da amostra com a enzima foi entéo aquecida a 37°C por 15 minutos e entdo a 85°C
por 20 minutos. Amostras com uma baixa quantidade passaram novamente pelo processo de
amplificacdo por PCR de modo a se conseguir produto suficiente para o tratamento
enzimatico.

Ap0s esse tratamento as amostras foram marcadas utilizando-se o Big Dye Terminator
Cycle Sequencing Ready Reaction Kit version 3.1 (Applied Biosystems, EUA) em uma placa
de 96 pogos. O mix formado continha o DNA da amostra e &gua ultrapura para PCR, 0s
iniciadores, o tampdo da reacdo, o Big Dye somando um volume final de 10 pL. Sendo
diferenciado uma coluna para cada iniciador utilizado, ou seja, uma coluna com o iniciador da
fita lider e uma outra coluna com o iniciador da fita reversa.
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A placa foi levada ao termociclador, passando por um estagio inicial de desnaturacao
de 96°C por 1 minuto, seguido por 35 ciclos compostos por uma desnaturacdo a 96°C por 15
segundos, anelamento a 50°C por 15 segundos e extensdo a 60°C por 4 minutos. Finalizando o
processo, foi realizada uma purificacdo pds-reacdo com acetato de Sédio, EDTA e etanol e 0
DNA foi encaminhado para injecdo no sequenciador ABI3500 (Applied Biosystems) e
sequenciamento pela metodologia Sanger no Laboratério de Genoma da EMBRAPA
agrobiologia.

3.4.3. Analise das sequéncias

As sequéncias dos genes recA, ginll e dnaK foram analisadas com o auxilio do
programa ChromasPro 1.7.5 (Technelysium Pty Ltd.) para verificacdo de sua qualidade e
montagem de contigs. Para se obter sequéncias de boa qualidade, as extremidades de baixa
qualidade de cada sequéncia, indicadas pelo programa, foram eliminadas. As porcoes
complementares do gene, obtidas a partir da amplificacdo das fitas lider e complementar,
foram sobrepostas, criando-se, assim, sequéncias consenso denominadas de contigs.

Os contigs formados foram submetidos a andlise com o algoritmo Blastn
(ALTSCHUL et al., 1990) para busca de sequéncias de alta similaridade no banco de dados
publico NCBI GenBank®. A base de dados de pesquisa utilizada foi a Nucleotide collection —
(nr/nt) e os parametros de analise utilizados foram os default do Blastn. As sequéncias que
apresentaram alta identidade com as amostras estudadas foram selecionadas para servirem
como estirpes de referéncia.

No programa MEGA 6 (TAMURA et al. 2013) as multiplas sequéncias de
nucleotideos de cada gene foram convertidas em proteinas e entdo alinhadas utilizando-se a
ferramenta Muscle (EDGAR, 2004). Esse alinhamento foi, entdo, utilizado como guia para se
alinhar as sequéncias das bases nucleotidicas, as quais foram utilizadas para a analise
filogenética. Os alinhamentos foram editados manualmente com o programa BioEdit V 7.2.5
(HALL, 1999).

Para as sequéncias do gene 16S rRNA, os contigs foram montados utilizando-se o
programa Bionumerics (AppliedMaths, Bélgica). O alinhamento foi realizado com o
programa SINA 1.2.11 (Pruesse et al., 2012) disponibilizado pela base de dados ARB-Silva
(https://www.arb-silva.de/).

3.4.4. Analise e arvores filogenéticas

A classificacdo das sequéncias do gene 16S rRNA foi feita com base na ferramenta
RDP Naive Bayesian rRNA Classifier versdo 2.8, de junho de 2014 e com RDP 16S rRNA
training set 9 (WANG et al., 2007). As relagBes filogenéticas com base nesse gene foram
inferidas utilizando-se o programa ARB (LUDWIG et al., 2004) e a base de dados do projeto
“The All-Species Living Tree” de 2015 (YARZA et al., 2008) (https://www.arb-
silva.de/projects/living-tree/).

As arvores de cada gene constitutivo foram geradas utilizando-se o programa MEGA 6
(TAMURA et al. 2013) com as estirpes de referéncia obtidas no Genbank®. O melhor
modelo de substituicdo para o calculo das distancias utilizadas na andlise filogenética,
definido com base na analise de modelos disponibilizada no MEGA 6, foi o Tamura 3
parametros (T92) para recA e dnaK e Tamura-Nei (TN93) para ginll. Para se ter uma maior
confiabilidade no método escolhido, foram geradas arvores utilizando-se 0s métodos de
méaxima verossimilhanga, neighbor-joining, evolugdo minima e méxima parcimoénia. O
suporte estatistico para os diferentes clados formados nas arvores foi calculado pela analise de
amostragem “bootstrap” (SWOFFORD et al, 1996) onde um valor alto indica a
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confiabilidade do agrupamento. Como as arvores geradas por esses métodos foram
congruentes, escolhemos apresentar, para cada gene, as arvores geradas pelo método de
méaxima verossimilhanca. As arvores geradas pelo método de méaxima parcimbnia sdo
apresentadas no anexo D. Em todas as arvores, a estirpe Bradyrhizobium japonicum E109
(genoma CP010313) foi utilizada como grupo externo.

Os testes de homogeneidade de particdo (HP) (FARRIS et al., 1995) e Shimodaira-
Hasegawa (SH) (SHIMODAIRA & HASEGAWA, 1999) foram utilizados para avaliar a
congruéncia entre as filogenias obtidas com os diferentes genes constitutivos. O critério de
otimizacdo utilizado para o teste HP foi o da mé&xima parciménia. Foram calculadas 100
repeticdes. O teste SH foi realizado para comparar arvores obtidas pelo método da maxima
verossimilhanca. As topologias e os valores dos parametros foram escolhidos com o ajuste do
modelo GTR com proporcdo de sites invaridveis de 0.51 e distribuicdo gama (4 categorias e
alfa de 0.87). Foram utilizadas 10.000 repeticbes. Todos os testes foram realizados no
programa PAUP* 4.0a151, verséo para Machintosh (SWOFFORD, 2002).

A existéncia de sinais filogenéticos conflitantes para cada gene e para a concatenacao
de diferentes parti¢Oes foi avaliada por meio da analise de “split decomposition”, utilizando-
se a transformacao de Hamming, no programa SplitsTree4 versao 4.14.4.(Huson, 1998).
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4. RESULTADOS

4.1. Caracterizacdo Morfologica

Quanto a caracterizacdo fenotipica das estirpes oriundas da colecdo de Culturas de
Bactérias Diazotroficas e Outros Organismos Multifuncionais da EMBRAPA Agrobiologia,
através da morfologia das colbnias, observou-se que a maioria das coldnias formadas possuia
cor branca (64 estirpes) ou creme (64 estirpes). Dez estirpes apresentaram col6nias de cor
amarela e apenas uma delas apresentou colonias incolores.

Verificou-se que 96,4% das estirpes apresentaram crescimento rapido, sendo que
apenas 2,2% apresentaram crescimento intermediario e 1,4% apresentou crescimento lento.
Quanto a alteracdo do pH do meio de cultura, a quase totalidade das estirpes apresentou
reacdo acida, sendo que apenas 2 estirpes apresentaram reacdo alcalina. Majoritariamente as
colbnias tiveram formato circular, com poucas estirpes apresentando col6nias puntiformes e
irregulares. Quanto a sua elevacdo, 80% das estirpes apresentaram col6nias convexas, 12,2%
lenticulares 6,5% elevadas e 1,4% pulvinadas. Em relacdo a producdo de muco, a maior parte
das bactérias apresentou producao moderada (64 estirpes) e producao abundante (65 estirpes)
e apenas 10 estirpes apresentaram pouca producdo de muco (Figura 1).
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Figura 1. Caracteristicas morfoculturais de 139 estirpes de bactérias isoladas de nédulos de
feijoeiro. CC (cor da colbnia), TC (tempo de crescimento), pH(alteragédo do pH do meio
de cultura), FC (forma da col6nia), TM (transparéncia do muco), EC (elevacdo da
col6nia) e PM (producédo de muco).

4.2. Diversidade Genética dos Isolados Através do Perfil de BOX-PCR

Realizou-se a analise de BOX-PCR para se obter o perfil gendbmico de todas as
estirpes. Foi gerado um dendrograma com 137 estirpes da colecdo como observado nas
Figuras 3 e 4. Nesse dendrograma nédo estdo presentes as amostras BR520 e BR 534; essas
duas amostras foram acrescentada posteriormente para as analises de sequenciamento. Com
esse dendograma pode-se observar uma grande diversidade genotipica, com a formacao de 63
grupos a 85% de similaridade. Algumas estirpes possuem um perfil 100% similar entre si,
mesmo sendo provenientes de locais diferentes. Como exemplo, pode-se citar 0 grupo que
inclui as estirpes BR 281 e BR 239.
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4.3. Andlise do Sequenciamento Parcial do Gene 16S

Atraveés das sequéncias do gene 16S rRNA, as 139 estirpes foram classificadas como
sendo 82% pertencentes ao género Rhizobium, 8,7% ao género Ensifer, 3,6% ao género
Burkholderia, 2,2% ao género Bradyrhizobium e 3,6% aos géneros Sphingomonas,
Paenibacillus, Microbacterium, Bacillus e Herbaspirillum (Figura 2).

Os individuos representantes dos 63 grupos foram usados para construir uma arvore
filogenética baseada no sequenciamento parcial (~ 1.300 pb) do gene 16S rRNA (Figura 4).
As relaces filogenéticas foram inferidas utilizando-se o programa ARB-Silva (PRUESSE et
al., 2007) e a base de dados do projeto “The All-Species Living Tree” (YARZA et al., 2008).
Foram incluidas na analise filogenética individuos classificados em géneros previamente
comprovados como rizobios (a- ou [-rizobios) ou, como no caso do Herbaspirillum,
previamente isolado de nédulos, embora ndo comprovados como indutores da nodulagéo.

=1 Rhizobium

Ensifer

Burkholderia

Bradyrhizobium

= Outros

Figura 2. Classificacdo de 139 estirpes de bactérias isoladas de nddulos de feijoeiro com base
no sequenciamento do gene 16S rRNA. A classificacdo foi realizada com a ferramenta
RDP Naive Bayesian rRNA Classifier Version 2.8 do Ribosomal Database Project e com
0 RDP 16S rRNA training set 9.
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Figura 3. Dendrograma de similaridade (primeira parte) obtido pela analise dos perfis de
DNA das 137 estirpes da colecdo de Culturas de Bactérias Diazotrdficas e Outros
Organismos Multifuncionais da EMBRAPA Agrobiologia isoladas de noddulos de
Phaseolus vulgaris L. (feijao-comum) ap6s a amplificacdo por BOX-PCR.
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Figura 4. Dendrograma de similaridade (segunda parte) obtido pela analise dos perfis de
DNA das 137 estirpes da colecdo de Culturas de Bactérias Diazotréficas e Outros
Organismos Multifuncionais da EMBRAPA Agrobiologia isoladas de nodulos de
Phaseolus vulgaris L. (feijao-comum) ap6s a amplificacdo por BOX-PCR.

Na selecdo das estirpes, levamos em consideragdo as estirpes de géneros descritos
como capazes de induzir a formacdo de nodulos e previamente isoladas de nédulos de feijao.
Dessa forma algumas estirpes que foram identificadas através das sequéncias do gene 16S
rRNA como pertencentes ao géneros Sphingomonas, Paenibacillus, Microbacterium, Bacillus
e Herbaspirillum ndo foram incluidas nas outras analises realizadas.

Nesse trabalho podemos observar que as estirpes selecionadas se organizam
predominantemente nas classes Alphaproteobacteria (88,89%) e Betaproteobacteria (6,35%).
As estirpes pertencentes a Alphaproteobacteria sdo das familias Rhizobiaceae e
Bradyrhizobiaceae e dentre as Betaproteobacteria estdo as familias Burkholderiaceae e
Oxalobacteraceae. Também, em menor nimero, dentre as selecionadas estdo representantes
das classes Firmicutes (3,17%) e Actinobacteria (1,59%), porém essas duas classes ndo
entraram na construcao da arvore.
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Figura 5. Relacéo filogenética entre 63 estirpes de rizébio isoladas de nddulos de feijoeiro. A
arvore enraizada foi construida com base em um alinhamento de sequéncias do gene 16S
rRNA feito no programa ARB, utilizando-se da base de dados do projeto All-Species
Living Tree (YARZA et al., 2008). O método de neighbour-joining e a distancia de
Kimura-2-P foram utilizadas para a construcdo da arvore, com 1.000 replicatas de
bootstrap. A sequéncia de Geobacter sulfureducens foi escolhida como grupo externo.

e, h

Geobacter ens subsp.
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Dentro do subgrupo formado pela familia Rhizobiaceae foi observado que as estirpes
se agruparam em maior numero com as cepas de referéncia de Rhizobium phaseoli (15
estirpes), Rhizobium laguerreae (6 estirpes), Rhizobium sp. CCBAU 03470 (4 estirpes) e
Rhizobium tropici (4 estirpes). No subgrupo formado pela familia Bradyrhizobiaceae, as
estirpes se aproximaram das cepas de referéncia Bradyrhizobium japonicum USDA 6 (1
estirpe) e Bradyrhizabium elkanii (1 estirpe). Dentro da classe Betaproteobacteria estdo
presentes os grupos formados pelas familias Burkholderiaceae e Oxalobacteraceae.

No subgrupo formado pela familia Burkholderiaceae as estirpes se agruparam
préximo as cepas de referéncia de Burkholderia fungorum (2 estirpes) e Burkholderia sabiae
(1 estirpe). No subgrupo da familia Oxalobacteraceae uma estirpe se aproximou da cepa de
referéncia Herbaspirillum seropedicae.

Quando comparamos o perfil das amostras no BOX-PCR com o grupamento formado
pelo sequenciamento parcial do 16S rRNA, conseguimos observar que das 15 estirpes que se
aproximam de Rhizobium phaseoli na arvore do gene 16S rRNA com uma alta similaridade,
nem todas apresentaram perfis de BOX-PCR agrupados com uma alta similaridade entre si.
Ou seja, algumas amostras apresentaram uma similaridade através das sequéncias do gene
16S rRNA que ndo foi observada pelo perfil de BOX-PCR, uma vez que no dendograma estas
estirpes ficaram separadas. E 0 mesmo comportamento é observado nos outros grupos
formados, mostrando que embora tenham alta similaridade do gene 16S rRNA, essas estirpes
apresentam diferencas gendmicas que podem se expressar em capacidade adaptativa e
eficiéncia simbiotica diferenciais.

4.4. Analise do Sequenciamento Multilocus dos Genes recA, dnaK e ginll

Como néo foi possivel amplificar os trés genes para todas as amostras, levamos em
consideracdo para a construcao das arvores filogenéticas apenas as amostras para as quais foi
possivel amplificar os trés genes (Anexo C). Dessa forma continuamos com 43 amostras,
todas pertencendo a familia Rhizobiaceae. Dos genes analisados para as 43 amostras, 0 gene
recA foi o mais conservado, apresentando a menor porcentagem de sitios parcimonia-
informativos (26,3%). A propor¢do de sitios parciménia-informativos foi um pouco maior
para o gene ginll (27,3%). O gene dnakK, por sua vez, apresentou a maior porcentagem desses
sitios, com 30,1%.

Tabela 3. Informacéo filogenética dos locus analisados.

Ndmero de nucleotideos

Locus Conservados Variaveis Parciménia-informativos Total
recA 393(68,1%) 184(31,9%) 152(26,3%) 577
dnaK 197(64,4%) 109(35,6%) 92(30,1%) 306
ginll 415(65%) 223(35%) 174(27,3%) 638

Para a arvore gerada para o gene recA (Figuras 6 e 7) é possivel observar a formacéo
de 12 grupos com um “bootstrap” de 50 a 100%. O primeiro grupo foi formado com um
“bootstrap” de 100%. Nele estdo incluidas as estirpes BR 278, BR 276, BR 275, BR 256, BR
357, BR 271, BR 214, BR 222 e BR 281, as quais se aproximaram das estirpes N671
(CP013574.1), R744 (CP013522.1) e R744 (X62479.1) de Rhizobium phaseoli. A
proximidade dessas estirpes com essa espécie foi observada na arvore do gene 16S rRNA, e
também foi observada nas arvores geradas para os genes ginll (Figuras 8 e 9) e dnaK (Figuras
10 e 11). A unica diferenca foi quanto a topologia dessas arvores, ou seja, a posicdo dessas
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estirpes dentro do grupo formado. Porem esse grupamento conta com um suporte estatistico
de 100% e 95% para as arvores dos genes ginll e dnaK, respectivamente.

As amostras BR 214, BR 222 e BR 281 formaram um subgrupo em todas as arvores
com um suporte estatistico variando de 60% a 87%. Essas 3 amostras sdo provenientes do
Brasil, sendo as estirpes BR 214 e BR 222 provenientes do Rio de Janeiro, enquanto a BR
281 é proveniente do Rio grande do Sul segundo as informacdes do Anexo A. As outras
amostras pertencem a diferentes lugares: USA (BR 256), Inglaterra (BR 278), Colombia (BR
276) e Brasil (BR 275 e BR 357).

O segundo agrupamento reuniu o Rhizobium etli bv. phaseoli (CP007641.1) e
Rhizobium etli bv. mimosae (CP006986.1) com as estirpes BR 210 e BR 251. Na arvore do
gene dnak, as estirpes BR 210 e BR251 formaram um grupamento com a estirpe BR 212 e a
estirpe de referéncia Rhizobium sp. (AJ431171.1) com um suporte estatistico de 88%. Ja na
arvore do gene ginll, as estirpes BR 210 e BR 251 ficaram agrupadas com as estirpes BR 282,
além das estirpes de referéncia Rhizobium etli (JN580707.1), Rhizobium etli bv. mimosae
(CP006986.1) e Rhizobium sp. (JN580708.1).

Esse outro agrupamento com estirpes de referéncia Rhizobium etli, sendo elas
Rhizobium etli (JN580646.1), Rhizobium etli bv. mimosae (CP005950.1), Rhizobium etli CFN
42 (CP000133.1) e Rhizobium etli (JN580626.1) além de Rhizobium sp (CP013595.1) e
Rhizobium sp VLP1091 (KF638386.1), possui um suporte estatistico de 51%. Nesse grupo
ficaram as amostras BR 264, BR 282, BR 285, BR 370 similar a arvore do gene dnakK e ginll,
sendo que este segundo gene se diferenciou por colocar a estirpe BR 282 em outro grupo
proximo a Rhizobium etli, ja citado. Na arvore do gene 16S rRNA, a estirpe BR 264 ficou
proxima a estirpe de referéncia de Rhizobium phaseoli.

O grupo seguinte, com um “bootstrap” de 91%, agrupou as estirpes de referéncia:
Rhizobium Leguminosarum bv. phaseoli (JF792207.1), Rhizobium Leguminosarum bv. trifolii
(KX487184.1) e Rhizobium Leguminosarum bv. trifolii (CP001191.1), Rhizobium
leguminosarum vafl0 (CP016286.1) e o Rhizobium sp N941, formando um Gnico grupo com
essa espéecie. Agruparam-se junto a elas as estirpes BR 292, BR 215, BR 268, BR 252, BR
250 e BR 258. O mesmo grupo foi observado nas arvores dos genes dnaK e ginll (“bootstrap”
de 95% e 54%, respectivamente), diferenciando-se da arvore do gene recA pelo acréscimo das
estirpes BR 224 e BR 249. Essas duas estirpes aparecem formando um grupo com um
Rhizobium sp. (KF638386.1), mais proximas de estirpes de referéncia de Rhizobium etli com
um suporte estatistico de 85%.

A estirpe BR 225 foi agrupada com uma estirpe de referéncia de Rhizobium gallicum
na arvore de cada um dos trés genes, porém a posicdo desse subgrupo foi diferente em cada
arvore em relacdo a formac&o de dois grandes clados, um formado pelo grupo R. phaseoli-R.
etli-R. leguminosarum e, o outro, por R. tropici e espécies relacionadas. Nas arvores dos genes
recA e dnak, essa estirpe ficou junto ao clado formado pelo grupo R. phaseoli-R. etli-R.
leguminosarum. Porém, na arvore do gene recA ela ficou na parte externa do clado, enquanto
na arvore do gene dnaK ela aparece dentro do grupo. Essa estirpe aparece mais proxima do
grupo formado pelo Rhizobium tropici na arvore formada para o gene ginll.

O grupo seguinte aproximou as estirpes BR 939, BR 920, BR 295, BR 326 e BR 367
da estirpe de referéncia Rhizobium leucaenae (JF318193.1) com um suporte estatistico de
100%. Na arvore do gene ginll o grupo formado com também 100% de ‘“bootstrap”
aproximou essas estirpes, excluindo a BR 326, do Rhizobium leucaenae (JF318179.1).
Diferindo desses genes, a arvore gerada pelo gene dnaK agrupou essas mesmas estirpes com a
estirpe de referéncia Rhizobium tropici (EU488757.1) concordando com a arvore do gene 16S
rRNA.

Outro agrupamento formado na arvore do gene recA com 86% de “bootstrap”
aproximou as estirpes BR 219 e BR 362 do Rhizobium calliandrae (JX855191.1). Na arvore
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do gene 16S rRNA, a estirpe BR 362 ficou préxima ao Rhizobium calliandrae, enquanto a BR
219 ficou préxima ao Rhizobium jaguaris. Na arvore do gene dnakK, as duas estirpes ficaram
proximas a estirpe de referéncia de Rhizobium tropici com um suporte estatistico de 89% .
Para o gene gInll a estirpe BR 219 ficou préxima a estirpe de referéncia de Rhizobium
mesoamericanum (JF424617.1), enquanto que a estirpe BR 362 ficou proxima ao grupo
formado com a estirpe Rhizobium leucaenae (JF318179), mas com um baixo suporte
estatistico.

O préximo grupo, reuniu as estirpes BR 312, BR 314, BR 315 e as estirpes elite BR
322 e BR 520 com as estirpes de referéncia Rhizobium tropici (CP004015.1), Rhizobium
freirei (AQHNO01000010) e Rhizobium hainanense (HQ394252.1) com um suporte estatistico
de 72%. A estirpe elite BR 322 se aproximou da estirpe de referéncia Rhizobium tropici e a
BR 520 da Rhizobium freirei, como era de esperado, uma vez que essas estirpes sdo as
recomendadas como inoculantes comercial, sendo que a BR322 é a CIAT 899 e a BR 520 € a
PRF 81. As estirpes BR 312 e BR 314 ficaram proximas em todas as arvores com um alto
valor de “bootstrap”, porém se aproximaram de estirpes de referéncia diferentes, dependendo
da arvore gerada. A BR 315 ficou proxima a estirpe de referéncia Rhizobium miluonense em
todas as arvores.

A estirpe BR 364 ficou proxima a estirpe de referéncia Rhizobium sp. (FR865167.1)
na arvore do gene recA. Nas arvores dos genes dnaK e ginll, ela ficou proxima a estirpe de
referéncia Rhizobium mesoamericanum. A estirpe BR 922 ficou proxima a estirpe de
referéncia Sinorhizobium americanum em todas as arvores.

O grupo formado pelas estirpes BR 313, BR 298 e BR 272, com um suporte estatistico
de 100%, ficou préximo da estirpe de referéncia Agrobacterium tumefaciens (AB738657) e
Rhizobium sp. (CP016320.1). Nas arvores do gene ginll esse grupo ficou préoximo das estirpes
de referéncia Rhizobium pusense (HG326955) e Agrobacterium genomosp 7 (HG326955.1),
enquanto que na arvore do gene dnaK elas se agruparam com as estirpes de referéncia
Agrobacterium genomosp 7 (HG326893.1), Rhizobium sp. (HG518322.1) e Agrobacterium
tumefaciens (CP014260.1). Com base no gene 16S rRNA as bactérias do género
Agrobacterium foram agrupadas com estirpes do género Rhizobium (YOUNG et al., 2001).
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Figura 6. Relagdo filogenética (primeira parte) entre 45 estirpes de rizobios isolados de
nodulos do feijoeiro. A arvore enraizada foi construida com base em um alinhamento de
sequéncias do gene recA feito com o programa MUSCLE, conforme implementado na
plataforma MEGA 7 e com sequéncias obtidas no Genbank. O método da méxima
verossimilhanca e a distancia de Tamura-Nei foram utilizados para a constru¢do da
arvore, com 100 replicatas de “bootstrap”. A sequéncia de Bradyrhizobium japonicum foi
escolhida como grupo externo.
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Figura 7. Relacdo filogenética (segunda parte) entre 45 estirpes de rizébios isolados de
nodulos do feijoeiro. A arvore enraizada foi construida com base em um alinhamento de
sequéncias do gene recA feito com o programa MUSCLE, conforme implementado na
plataforma MEGA 7 e com sequéncias obtidas no Genbank. O método da méaxima
verossimilhanga e a distancia de Tamura-Nei foram utilizados para a construcdo da
arvore, com 100 replicatas de “bootstrap”. A sequéncia de Bradyrhizobium japonicum foi
escolhida como grupo externo.
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Figura 8. Relacdo filogenética (primeira parte) entre as 45 estirpes de rizobios isolados de
nodulos do feijoeiro. A arvore enraizada foi construida com base em um alinhamento de
sequéncias do gene dnaK feito com o programa MUSCLE, conforme implementado na
plataforma MEGA 7 e com sequéncias obtidas no Genbank. O método da méaxima
verossimilhanca e a distancia de Tamura-Nei foram utilizados para a constru¢do da
arvore, com 100 replicatas de “bootstrap”. A sequéncia de Bradyrhizobium japonicum foi
escolhida como grupo externo.

bv. trifolii WSM2304 (CP001191.1)
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Figura 9. Relacdo filogenética (segunda parte) entre as 45 estirpes de rizébios isolados de
nodulos do feijoeiro. A arvore enraizada foi construida com base em um alinhamento de
sequéncias do gene dnaK feito com o programa MUSCLE, conforme implementado na
plataforma MEGA 7 e com sequéncias obtidas no Genbank. O método da méaxima
verossimilhanca e a distancia de Tamura-Nei foram utilizados para a construcdo da
arvore, com 100 replicatas de “bootstrap”. A sequéncia de Bradyrhizobium japonicum foi
escolhida como grupo externo.
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Figura 10. Relacdo filogenética (primeira parte) entre as 45 estirpes de rizébios isolados de
nodulos do feijoeiro. A arvore enraizada foi construida com base em um alinhamento de
sequéncias do gene glnll feito com o programa MUSCLE, conforme implementado na
plataforma MEGA 7 e com sequéncias obtidas no Genbank. O método da méxima
verossimilhanca e a distancia de Tamura-Nei foram utilizados para a construcdo da
arvore, com 100 replicatas de “bootstrap”. A sequéncia de Bradyrhizobium japonicum foi
escolhida como grupo externo.
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Figura 11. Relacdo filogenética (segunda parte) entre as 45 estirpes de rizobios isolados de
nodulos do feijoeiro. A arvore enraizada foi construida com base em um alinhamento de
sequéncias do gene glnll feito com o programa MUSCLE, conforme implementado na
plataforma MEGA 7 e com sequéncias obtidas no Genbank. O método da méaxima
verossimilhanca e a distancia de Tamura-Nei foram utilizados para a constru¢do da
arvore, com 100 replicatas de “bootstrap”. A sequéncia de Bradyrhizobium japonicum foi
escolhida como grupo externo.

4.5. Analise de Congruéncia e Visualizacdo de Padrdes de Recombinacgéo

O teste de homogeneidade de particdo (ou incongruence length difference, ILD) foi
realizado com o programa PAUP* 4.0b para verificar o grau de incongruéncia entre as arvores
dos genes recA, dnaK e glnll. O resultado foi significativo (p<0,01), dessa forma indicando
um alto grau de incongruéncia entre os dados. Esse resultado pode ser por causa de
recombinacdo génica entre as espécies ou transferéncia horizontal de genes. Utilizamos a
analise de “split decomposition” (Figura 8) que foi realizada com todos os genes
concatenados e concatenados em pares. Essas imagens mostram um grande nimeros de
caminhos paralelos de evolucdo das sequéncias, representados na forma de redes. 1sso
normalmente é observado quando se trata de incongruéncias nas particbes de dados
resultantes de eventos de recombinacdo (Brown et al., 2002; Dykhuizen & Green, 1991; Zhou
etal., 1997).
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Com essas imagens dos genes ginll + recA e dnaK e gInll néo foi possivel observar os
sinais filogenéticos conflitantes nos genes estudados. Na imagem do dnaK + recA podemos
observar um evento de recombinacdo dentro do grupo formado pelas estirpes BR 272, BR
298, BR 313 que ficaram proximas a Agrobacterium tumefaciens. E também uma
recombinacéo entre as BR 318 e BR 327. Na imagem do dnaK + gInll podemos observar um
divisdo na imagem formando claramente os dois grandes clados, de um lado o grande grupo
formado pelos R. phaseoli, R etli e R. leguminosarum e, do outro lado, o grupo formado pelo
R. tropici e outras espécies proximas relacionadas.

ginll + recA

——0.01 Rhizobium_leguminosarum_Vaf10_CP016286.1

Rhizobium_leguminosarum_bv._trifoli_ WSM1325_CP001622.1

BR_281, BR_278, BR_256, BR_214, BR_222
BR_275, BR_271, BR_276, Rhizobium_phaseoli_ N671_CP013574.1
Rhizobium_phaseoli_N261_CP013580.1

Rhizobium, phaseoli| R744_CP013522.1
292 BR 357BR_210, BR_251
3 Rhizobium_etli_bv._phaseoli_IE4803_CP007641.1
623.Rhizobium_etli_bv._mimosae_|E4771_CP006986.1

Rhizobium_leguminosarum_bv._trifolii_WSMz
BR_225
Rhizobium_gallicum_IE4872_CP017101.1

Rhizobium_etli CFN_42_CP000133.1

BR_282
BR_370

BR_264

313
Rhizobium_sp._S41_CP016320.1
Agrgbacterium_tumefaciens_S33_CP014260.1
BR_922
Sinorhizobium_americanum_CFNEI_73_CP013107.1

Bradyrhizobium_japonicum_E109_CP010313.1

Figura 12. Arvores filogenéticas em redes (split trees) calculadas com o algoritmo de split
decomposition com a transformacdo de Hamming, representando os caminhos paralelos
de evolugéo encontrados entre as particdes de dados para os genes concatenados dois a
dois. (neste caso, ginll + recA).
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dnaK + recA
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Figura 13. Arvores filogenéticas em redes (split trees) calculadas com o algoritmo de split
decomposition com a transformagdo de Hamming, representando os caminhos paralelos
de evolucdo encontrados entre as particfes de dados para 0s genes concatenados dois a

dois. (neste caso, dnaK + recA).

dnaK + ginll
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Figura 14. Arvores filogenéticas em redes (split trees) calculadas com o algoritmo de split
decomposition com a transformagdo de Hamming, representando os caminhos paralelos
de evolugédo encontrados entre as particdes de dados para os genes concatenados dois a

dois. (neste caso, dnak + ginll).
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5. DISCUSSAO

Foi observada alguma variagdo morfocultural entre os isolados, sendo que a grande
maioria das coldnias apresentou caracteristicas esperadas para o género Rhizobium, como
crescimento rapido e acidificacdo do meio de cultura 79. Este resultado foi confirmado pela
analise de sequéncias do gene 16S rRNA, a qual classificou esses rizdbios como pertencentes
ao género Rhizobium. Apenas uma Unica estirpe de crescimento rapido foi classificada como
sendo do género Sinorhizobium. Aguilar et al. (1998) sugere que no centro de origem o
feijoeiro coevoluiu com o Rhizobium spp. resultando em uma associagdo simbiotica
preferencial. Porém 5 estirpes tiveram crescimento diferente, apresentaram crescimento
intermediario e lento e dentre as bactérias que apresentaram alteracdo do pH do meio entre
neutro e alcalino estdo presentes os géneros Bradyrhizobium, Burkholderia e Sphingomonas.

Aliado a isso, 0 crescimento lento é uma caracteristica tipica do género
Bradyrhizobium (JORDAN, 1982). Dentre as bactérias analisadas, aquelas dos géneros
Sphingomonas, Paenibacillus, Microbacterium, Bacillus e Herbaspirillum sdo provavelmente
enddfitos, ndo induzindo a formacdo de nédulos em leguminosas (BAI et al., 2002; DENG et
al., 2011; CARRO et al., 2013; YIN et al., 2015). Lopez-Lopez et al. (2010) ja reportaram a
presenca dos géneros Acinetobacter, Bacillus, Enterococcus, Kocuria, Methylobacterium,
Microbacterium, Micrococcus, Paenibacillus, Rhizobium, Sphingomonas e Staphylococcus
em sementes e/ou raizes de P. vulgaris. Inclusive um espécie de Herbaspirillum foi descrita a
partir de isolados provenientes de nddulos do feijoeiro (VALVERDE et al., 2003) e Schmidt
et al. (2011) verificaram a colonizacdo endofitica das raizes de feijoeiro pela espécie H.
seropedicae. Estirpes do género Bradyrhizobium, sdo capazes de induzir a formacdo de
nodulos no feijoeiro, porém estes sdo inefetivos (MICHIELS et al., 1998). Por sua vez,
isolados do género Burkholderia sdo capazes de induzir a formacdo de nddulos efetivos
(PEIX et al., 2010; TALBI et al., 2010) e recentemente foi relatado o predominio de
Burkholderia em noédulos de feijoeiro cultivado em solos acidos de cerrado (DALL’AGNOL
et al., 2016).

Com o perfil de BOX-PCR, pode-se observar a grande diversidade genotipica dentre
as estirpes estudadas, com 63 grupos formados ao nivel de 85% de similaridade. Contudo,
estes grupos nao corresponderam diretamente aos mesmos grupos obtidos pelo
sequenciamento do gene 16S rRNA. Da mesma forma que nos trabalhos realizados por
Menna et al., (2009) e Cassetari (2010), observou-se uma alta similaridade entre alguns perfis
de BOX-PCR que