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RESUMO GERAL

BARAUNA, Ecologia e taxonomia de rizobios de mimosas do Brasil: Diversidade e
interacio com seus hospedeiros de diferentes biomas. 163f. Tese (Doutorado em
Agronomia, Ciéncia do Solo). Instituto de Agronomia. Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2017.

O Brasil ¢ o principal centro de diversidade de mimosas no mundo e os Biomas Cerrados e
Caatinga concentram cerca de metade das espécies descritas. Embora estas leguminosas
estabelecam simbiose predominantemente com Beta-rizobios, membros da subclasse
Alfaproteobacteria também nodulam efetivamente. No Brasil, a principal nodulagdo nas
mimosas se da por espécies do género Paraburkholderia, e até o momento, ndo incluem o
género Cupriavidus e outros alfa-rizobios como parceiros simbidticos nativos. Essa tese traz
novas informagdes biogeograficas sobre estas interacdes, sendo dividida em dois capitulos: I -
Um estudo ecoldgico e taxondmicos dos rizobios de mimosas dos biomas Amazonia, Cerrado,
Caatinga e Mata Atlantica; e II - A descricao de nova espécie (Rhizobium altiplani) isolada de
Mimosa pudica sob um solo antropizado de Brasilia dentro do dominio Cerrado. O estudo foi
baseado em 724 bactérias provenientes de nodulos de 16 espécies de mimosas invasivas e
endémicas coletadas de 25 locais de estudos, onde M. pudica constituiu a principal espécie
estudada. Estes isolados foram caracterizados a partir de atributos fenotipicos e genotipicos,
sendo observada a dominancia de espécies de Paraburkholderia. Entretanto, pela primeira
vez, foi constatada a presenca de espécies de Cupriavidus nodulando mimosas,
espontaneamente, em trés dos quatro biomas estudados, enquanto que espécies do género
Rhizobium foram bem representadas nos biomas Cerrado e Amazonia. Toda colecdo foi
agrupada a partir de perfis de Box-PCR ou por meio da comparagdo de perfis fenotipicos,
sendo selecionadas 188 bactérias para a submissao ao postulado de Koch utilizando M. pudica
como planta hospedeira. Deste total, 106 rizobios foram capazes de formar nddulos com
diferentes caracteristicas de tamanho, coloragdo e atividade da enzima leg-hemoglobina
dependendo das estirpes inoculadas. Com base nas sequéncias do gene 16S rRNA, 98
bactérias apresentaram homologias com 16 espécies de alfa e beta-rizobios, consistindo P.
tuberum o principal simbionte de mimosas do Brasil. As filogenias dos genes 16S rRNA e
recA mostraram que a maioria dos isolados formaram clados distintos para cada espécie,
sendo estes de baixa variabilidade intraespecificas, com exce¢do dos isolados das espécies P.
nodosa e P. diazotrophica que apresentaram diferencas entre as populagdes de diferentes
localidades. Quanto aos genes simbioticos (nifH e nodC) foram observadas poucas evidéncias
de eventos de transferéncia horizontal de genes, sendo a maior parte dos agrupamentos
semelhantes aos observados nas filogenias dos genes conservados. As estirpes do género
Cupriavidus apresentaram genes distintos das estirpes tipo e semelhantes as do Uruguai e
Brasil, constituindo assim uma popula¢do Sul-americana. A partir deste estudo taxondmico
inicial, cinco isolados do género Rhizobium do Distrito Federal mostraram-se distintos de
qualquer outra estirpe tipo. Esta divergéncia também foi confirmada por meio de analises de
sequéncias multilocus, comparacdo de genoma e testes fenotipicos, sendo confirmado o
isolamento de uma nova espécie, nomeada Rhizobium altiplani. Por fim, a estirpe tipo de R.
altiplani (BR 10423") foi transformada para a expressdo do gene “reporter” GFP e submetida
a experimento de inoculagdo cruzada. Os resultados mostraram que R. altiplani foi capaz de
nodular Phaseolus vulgaris, Vigna unguiculata, Crotalaria juncea € Lupinus angustifolium e
M. pudica, no entanto, a efetividade da nodulacdo foi diferenciada entre as plantas
hospedeiras.

Palavras-chave: Alfa e Beta-rizébio. Nodulacao. Cupriavidus. Cerrado.



GENERAL ABSTRACT

BARAUNA, Alexandre Cardoso. Ecology and taxonomy of mimosas of Brazil: Diversity
and interaction with hosts from different biomes. 163p. Thesis (Doctor in Agronomy, Soil
Science). Instituto de Agronomia. Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica,
RJ, 2017.

Brazil is the main diversity center of mimosas in the world, with the Cerrado and Caatinga
biomes concentrating about half of all the species described. Although these legumes establish
symbiosis predominantly with Beta-rhizobia, members of the subclass Alpha-proteobacteria
are also able to nodulate effectively. In Brazil, mimosas are predominantly nodulated by
species of the genus Paraburkholderia, and to date, do not include the genus Cupriavidus and
other alpha-rhizobia as native symbiotic partners. This thesis brings new biogeographic
information about these interactions, and it is organized in two chapters: I. An ecological and
taxonomic study of mimosas rhizobia of Amazon, Cerrado, Caatinga and Mata Atlantica
biomes; and II. The description of a new species (Rhizobium altiplani) isolated from Mimosa
pudica under an anthropic soil of Brasilia within the Cerrado domain. The study was based on
724 bacteria derived from nodules of 16 invasive and endemic mimosas species collected
from 25 study sites, where M. pudica constituted the main species studied. These isolates
were characterized from phenotypic and genotypic attributes, where a dominance of
Paraburkholderia species was demonstrated. However, for the first time, the presence of
Cupriavidus nodulando mimosas species was observed spontaneously in three of the four
biomes studied, while Rhizobium species were well represented in the Cerrado and
Amazonian biomes. All collections were grouped from Box-PCR profiles or by comparing
phenotypic characteristics profiles, and 188 bacteria were selected for submission to the Koch
postulate using M. pudica as host plant. From this total, 106 rhizobia were able to form
nodules with different size, color and leg-hemoglobin enzyme activity depending on the
inoculated strains. Based on 16S rRNA gene sequences, 98 bacteria presented homologies
with 16 alpha and beta-rhizobia species, consisting of P. tuberum, the main symbiont of
mimosas in Brazil. The phylogenies of the 16S rRNA and recA genes showed that most of the
isolates formed distinct clades for each species, being of low variability intraspecific, with the
exception of the isolates of P. nodosa and P. diazotrophica species that showed differences
among the populations of different localities. With respect to symbiotic genes (nifH and
nodC), there was little evidence of horizontal gene transfer events, with most of the clusters
similar to those observed in the conserved gene phylogenies. The strains of the genus
Cupriavidus presented genes different from the type strains and similar to those found in
Uruguay and Brazil, thus constituting a South American population. From this initial
taxonomic study, five isolates belonging to the genus Rhizobium of the Federal District were
distinct from any other type strain. This divergence was also confirmed by multilocus
sequence analysis, genome comparison and phenotypic tests, and the isolation of a new
species, Rhizobium altiplani, was confirmed. Finally, the R. altiplani type strain (BR 10423T)
was transformed for expression of the GFP report gene and subjected to a cross inoculation
experiment. The results showed that R. altiplani was able to nodulate Phaseolus vulgaris,
Vigna unguiculata, Crotalaria juncea and Lupinus angustifolium and M. pudica, however, the
effectiveness of nodulation occurred differently among host plants.

Keywords: Alpha and Beta-rhizobia. Nodulation. Cupriavidus. Cerrado.
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Figura 25. Testes da capacidade nodulifera da estirpe de BR 10423" em diferentes plantas
hospedeiras de leguminosas ap6s 16 dias de inoculagdo. A — E: Mimosa pudica; B — F:
Phaseolus vulgaris; C — G: Vigna unguiculata; D — H: Crotalaria juncea. As imagens
foram obtidas a partir de fotografias convencionais e microscopio LSM700 (Zeiss) apds a
excitagdo de espécimes com um laser de 488 nm. Painéis inferiores mostram imagens
integradas de luz transmitida (tons de cinza) e fluorescéncia verde (bacteroides).
Tamanho das barras: 100 [ML. ...c..ooueieiriiiec et 104
Figura 26. Mudas de Phaseolus vulgaris nodulada pela estirpe BR 10423" (R. altiplani) aos
16 DAL A) Raiz amplamente nodulada com significativo efeito sobre a parte aérea; B)
Imagem confocal dos nodulos mostrando efetivo processo de infecgao das células
vegetais; C) Imagem confocal mostrando detalhes das células vegetais oculpadas por
bacterdides. As setas destacam as caracteristicas de nodulacdo e processo de colonizagdo
EEBTIVOS. .ttt h bbbttt b et bttt na 105
Figura 27. Filogenia Maximum-likehood baseada em sequéncias parciais do gene recA
mostrando a relagdo entre as estirpes de R. altiplani sp. nov. (em destaque negrito) e
outros membros mais proximos do género Rhizobium. A significancia de cada ramo esta
indicada pelos valores de bootstrap (<50%) calculado a partir de 1000 repeti¢cdes. Barra
de escala, 2 substituicdes por 100 posi¢des de nucleotideos. Os nimeros de acessos NCBI
das estirpes estdo listadas em anexo K. ......ccocceirrniiinnnicicc e 161
Figura 28. Filogenia Maximum-likehood baseada em sequéncias parciais do gene g/nll
mostrando a relagdo entre as estirpes de R. altiplani sp. nov. (em destaque negrito) e
outros membros mais proximos do género Rhizobium. A significancia de cada ramo esté
indicada pelos valores de bootstrap (<50%) calculado a partir de 1000 repeti¢des. Barra



de escala, 2 substitui¢des por 100 posi¢des de nucleotideos. Os nimeros de acessos NCBI
das estirpes estao listadas €m aneXo J......ccceveieirinieieinenereeee s 162
Figura 29. Filogenia Maximum-likehood baseada em sequéncias parciais do gene rpoB
mostrando a relagdo entre as estirpes de R. altiplani sp. nov. (em destaque negrito) e
outros membros mais proximos do género Rhizobium. A significancia de cada ramo esta
indicada pelos valores de bootstrap (<50%) calculado a partir de 1000 repeti¢des. Barra
de escala, 2 substitui¢cdes por 100 posigdes de nucleotideos. Os nimeros de acessos NCBI
das estirpes estao listadas €m aneXo J.......cccoveeiinrieieininiiice e 163
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1. INTRODUCAO GERAL

Rizébio ¢ um termo atribuido as bactérias fixadoras de nitrogénio com capacidade
induzir nodulagdo em leguminosas. Esta associacdo simbidtica ¢ uma das principais vias de
entrada de N nos sistemas naturais, com estimativa de contribuicao de 120 - 200 milhdes de
toneladas de N por ano (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006; BURNS; HARDY, 1975 apud
GRAHAM, 2008), sendo que 25 a 90 milhdes sdo provém da fixacdo biologia de nitrogénio
(FBN) em sistemas naturais. Deste modo a FBN ¢ considerada, depois da fotossintese o
processo bioldgico mais importante do planeta (HOWIESON et al., 2008; MARCHETTI et
al., 2011).

Em virtude disso, diversos centros de pesquisas no mundo vém trabalhando para
descobrir a diversidade destes organismos e seus respectivos potenciais agricolas, bem como
seus papeis nos sistemas naturais. Sob o ponto de vista agrondmico e biotecnoldgico a fixagao
biologica de nitrogénio (FBN) em leguminosas pode representar uma estratégia
economicamente vidvel e ecologicamente sustentavel, tendo em vista a reducdo da aplicagdo
de fertilizantes minerais, que sdo onerosos € potencialmente prejudiciais ao ambiente quando
manejados inadequadamente (STRALIOTTO, 2005; FRANCO; CAMPELO, 2005;
HUNGRIA, et al., 2007; CARVALHO et al., 2010).

A inoculagdo de leguminosas com rizobios ¢ uma pratica principalmente aplicada a
producao de graos, seja para atender a demanda do consumo humano ou para a alimentagdo
animal, como por exemplo, a soja e feijdo, entre outras culturas (HUNGRIA, et al., 2007,
ZILLI et al., 2009a; ZILLI et al., 2009b; URANO et al., 2006). Esta tecnologia também pode
ser empregada em multiplos usos, tais como na producdo de mudas para programas de
reflorestamento, producdo de lenha, madeira; recuperacdo de dreas degradadas e
biorremediagdo do solo (COSTA et al., 2004; FRANCO; CAMPELO, 2005; CHEN et al.,
2008a; SAFRONOVA et al., 2012). Portanto os estudos exploratorios da biodiversidade de
leguminosas e seus parceiros simbionticos assumem um papel fundamental para a
maximizacao dos beneficios desta biotecnologia.

De acordo com os ultimos levantamentos, a familia Leguminosae ¢ constituida por
aproximadamente 19.000 espécies (LEWIS et al., 2005). Embora seja assumido que a maioria
das leguminosas sejam noduliferas, pouco mais que 20% do total de espécies e 57% dos
géneros de leguminosas foram estudadas (SPRENT, 1995; BERRADA; FIKRI-
BENBRAHIM, 2014). Dentre estas leguminosas, Mimosa estd entre os maiores géneros
noduliferos com cerca de 536 espécies, englobando plantas de porte herbaceo, arbustivo e
arboreo (SIMON et al., 2011). Além disso, o género possui grande adaptacdo a diferentes
habitats, crescendo em florestas tropicais de terras baixas, savanas, florestas secas tropicais e
subtropicais, desertos, campos abertos e terras alagadas (SIMON et al., 2011).

Mimosas sao naturalmente encontradas nas regioes tropicais da América do Sul,
América Central, ¢ em menor propor¢do, no Sudeste da Africa e Sudoeste do continente
asiatico (SIMON et al., 2011; ANDAM et al., 2007; LIU et al., 2011; GEHLOT et al., 2013).
Verifica-se também a ocorréncia em regides nao nativas, em consequéncia de disseminagdes
recentes intencionais ou nao (KLONOWSKA et al., 2012; GUAN et al., 2006). Quando em
condi¢des favordveis, geralmente em campos abertos e antropizado, estas plantas podem
assumir um comportamento invasivo ¢ dominante, levando riscos as espécies vegetais nativas
(KLONOWSKA et al., 2012) ou causando transtornos em areas urbanas, lavouras e pecudria
(LOWE et al., 2000, EKHATOR et al. 2007). Contudo somente poucas espécies como M.
pudica, M. pigra e M. diplotricha sdo bastante adaptadas a diferentes condigdes



edafoclimaticas apresentando distribui¢do pan-tropical (SIMON et al. 2011; LOWE et al.,
2000). Uma possivel hipdtese para o sucesso da dispersdo destas espécies pode estar
relacionada a capacidade delas se associarem as comunidades rizobianas nativas de diferentes
ambientes e localidades.

Diferentemente da maioria das espécies de leguminosas noduliferas, as mimosas sdo
noduladas predominantemente por bactérias da subclasse Beta-proteobacteria, incluido
espécies de Paraburkholderia e Cupriavidus (MISHRA et al., 2012; LIU et al., 2011). A
descoberta destes novos rizobios foi realizada hd pouco mais de 15 anos, quando Moulin et al.
(2001) e Chen et al. (2001) isolaram Paraburkholderia tuberum e Cupriavidus taiwanensis de
nddulos de Aspalathus carnosa e Mimosa pudica, respectivamente. Desde entdo, uma série de
trabalhos comprovaram que os beta-rizobios sdo importantes simbiontes noduliferos de
diversas leguminosas do mundo (TAULE et al., 2012; CHEN et al., 2003b; ADAM et al.,
2007; PLATERO et al. 2016; DOS REIS JUNIOR et al., 2010; BONTEMPS et al., 2010).

A simbiose entre mimosas e beta-rizobio (Beta-proteobacteria noduliferas) ¢ um fato
bastante consistente, o que para Simon et al. (2011) pode estar ligado aos primeiros eventos
durante o surgimento das mimosas nas Américas. De acordo com esta teoria, a cerca de 28
milhdes de anos atrds, mimosas rapidamente se associaram com a comunidade de
Paraburkholderia nativas, as quais ja eram predominantes nestes solos tropicais.

Embora beta-rizobios sejam os simbiontes predominantes para varias espécies de
mimosas, as espécies endémicas do México e da India apresentam comportamentos bastante
diferentes e se associam basicamente com alfa-rizobios dos géneros Rhizobium e Ensifer
(BONTEMPS et al., 2016; GEHLOT et al., 2013). Para estes autores, as caracteristicas dos
solos (alcalino) em conjunto com genotipos das plantas (linhagens mais recentes) poderiam
estar favorecendo um processo de co-evolucao mais recente com as comunidades microbianas
locais. Alfa-rizobios também sdo encontrados em simbiose com mimosas disseminadas, as
quais possuem um maior espectro de parceiros em relacdo as espécies endémicas. Contudo, os
nodulos formados por estes simbiontes geralmente sdo inefetivos (KLONOWSKA et al.,
2012), mas existe exce¢do, como € o caso observado com estirpes de R. et/i (ELLIOTT et al.,
2009).

Apesar das diferengas filogenéticas entre Alfa e Beta-proteobacteria, os mecanismos
de nodulagdo e fixacao de nitrogénio sao essencialmente os mesmos (CHEN et al., 2003a) e
as evidéncias evolutivas da nodulacdo indicam uma origem comum, havendo pontuais
eventos de transferéncias horizontais de genes (MOULIN et al., 2001). Tais eventos poderiam
explicar a origem da capacidade simbidtica do género Cupriavidus, os quais apresentam genes
nodA e nifH bastante proximos de P. caribensis (ANDAM et al., 2007).

O Brasil ¢ o maior centro de diversidade de mimosas do mundo, abrangendo mais da
metade das espécies descritas em todo mundo (DUTRA; MORIM, 2015). Entre as espécies
noduliferas estudadas, verifica-se uma maci¢a dominancia de rizobios do género
Paraburkholderia, sobretudo entre as espécies endémicas dos biomas Cerrado e Caatinga
(BONTEMPS et al., 2010; DOS REIS JUNIOR et al., 2010). Por outro lado, as presencas de
Cupriavidus e alfa-rizObios em mimosa constituem eventos muito mais raros no Brasil
havendo somente poucos registros de nodulagdo, seja em condigdes artificiais de viveiro
(SILVA et al., 2012) ou em ambientes naturais (DALL’AGNOL et al., 2017). Curiosamente,
estes simbiontes ja foram encontrados em nddulos de mimosas nativas da Guiana Francesa
(MISHRA et al., 2012), e expressivamente em mimosas do Uruguai (PLATERO et al., 2016).

Portanto ¢ evidente a necessidade de esclarecimentos de algumas questdes para melhor
compreensdo da ecologia desta simbiose, por exemplo: Serd possivel que outras populagdes
de rizobios além do género Paraburkholderia sejam capazes de estabelecer simbiose com
mimosas nativas do Brasil? As distribui¢cdes dos rizobios tém relagdo com as condigoes
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edafoclimaticas dos diferentes biomas brasileiros? As diferentes espécies de mimosas
hospedeiras afetam a dindmica intraespecifica dos rizobios? Esta tese foi realizada sob a
perspectiva de hipdtese afirmativa, considerando que os estudos com estas abordagens ainda
sdo muito recentes. Além disso o Brasil apresenta dimensdes continentais, contendo ndo so
uma grande diversidade de plantas e microrganismos, mas também uma grande riqueza de
solos, o que poderia proporcionar a ocorréncia de diferentes simbiontes.

O objetivo do estudo foi expandir o conhecimento da diversidade de rizobios
associados a nodulos de mimosas do Brasil, bem como investigar a influéncia de fatores
edaficos nas estruturas das populagdes. Para isso foram levantados dados referentes aos
biomas Amazodnia, Cerrado, Caatinga e Mata Atlantica e organizados em dois capitulos: I.
Alfa e beta-proteobacteria sdo capazes de nodular mimosas em diferentes biomas brasileiros;
e Il. Rhizobium altiplani sp. nov. isolado de nddulos efetivos em Mimosa pudica crescidas em
solo alcalino atipico no Brasil central.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Fixac¢ao Biologica de Nitrogénio em Leguminosas

O nitrogénio (N) ¢ o elemento mais abundante na atmosfera com proporcao estimada
entre 76 a 78% na forma de dinitrogénio (N;). Estas moléculas sdo formadas a partir de uma
tripla ligacdo covalente tornam-nas extremamente estaveis e praticamente ndo assimilaveis
para a maioria dos organismos (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Entretanto um grupo de
organismos procaridticos, denominados diazotroficos, sdo capazes de converter estas
moléculas em compostos amoniacais, em um processo conhecido como fixagao bioldgica de
nitrogénio (FBN). Para isso as bactérias possuem um complexo metaloenzimatico
denominado nitrogenase que, por sua vez, realiza uma série de reacdes de reducdo do N, até a
formacdo de duas moléculas de NHj as quais s3o mais reativas (NUNES et al., 2003). A
sintese de NH; requer um alto custo energético em forma de ATP por parte das bactérias e
pode ser resumidamente descrita pela seguinte reacao (equagao 1):

EqanﬁO 1. N2 + 8e- + 8H+ 16 ATP (Nitrogenase) 2NH3 + H2 + 16 ADP + 16P1

Para as poucas espécies de bactérias autotroficas e diazotroficas, como a Anabaena
azollae, a energia necessaria para a fixacdo de N deriva diretamente dos carboidratos
produzidos na fotossintese (WALSBY, 2007). No entanto, a maioria das bactérias
diazotroéficas sdo quimioheterotrdficas, ou seja, ndo produzem suas proprias fonte carbono e,
portanto, a energia deve ser obtida a partir fontes externas.

Nos sistemas terrestres, as bactérias diazotroficas podem apresentar diferentes estilos
de vida, destacando-se o de vida livre, endofitico (associativo) e simbidtico. De acordo com
Moreira e Siqueira (2006) grande parte das bactérias diazotroficas sdo de vida livre. Estes
microrganismos geralmente sao saprofiticos e utilizam-se de fonte de carbono disponivel na
regido rizosférica e da matéria organica do solo (MOS) para a realizacdo de seus
metabolismos, incluindo a FBN. J4 as bactérias associativas e simbiodticas conseguem
colonizar tecidos vegetais e o suprimento de carbono ocorre através dos fotossintatos
assimilados das plantas hospedeiras, seja de forma direta ou indiretamente. A capacidade
dessas bactérias permanecerem dentro das plantas de forma harmoniosa, conferem a elas
vantagens em relagdo as demais bactérias do solo, entre estas: a reducdo da competicdo por
recursos, prote¢ao contra estresses ambientais ¢ a maior eficiéncia da FBN.

Um grupo de bactérias simbidticas, denominado genericamente de rizdbio, se
especializou na FBN estabelecendo parceria com plantas da familia Leguminosae, sendo esta
uma das mais eficientes. Segundo Moreira e Siqueira (2006), esta simbiose constitui a
principal forma de fixacdo de N nos sistemas terrestres, com estimativa de contribui¢do de
cerca de 140 toneladas de N por ano, sendo portanto, o tipo de FBN mais bem estudada
devido a sua grande importancia ecoldgica e usos nos sistemas agricolas.

Diferentemente das bactérias associativas, os rizobios penetram e colonizam o cortex
radicular desenvolvendo uma estrutura especializada em fixar N, o nédulo. Trata-se de um
orgao vegetal desenvolvido ao longo da histéria evolutiva da simbiose, onde ambos os
parceiros sdao beneficiados: As bactérias fornecem o nitrogénio necessario para as plantas se
desenvolverem, e em contrapartida, as plantas abrigam as bactérias dentro de seus tecidos e
fornecem carboidratos translocados da parte aéreas para as raizes (SANTOS; REIS, 2008).

A nodulagdo ¢ um processo complexo, e embora seja bastante estudada em todo o
mundo, existe uma série de mecanismos de interacdo entre plantas e bactérias, dos quais
muitos ainda sdo desconhecidos (KOBAYASHI; BROUGHTON, 2008).



Convencionalmente a nodulacdo pode ser dividida em trés etapas: 1. Pré-nodulacao,
subentendendo os eventos de reconhecimento dos parceiros simbidticos incluindo sinalizagdo
quimica/molecular e susceptibilidade da planta hospedeira (DAVILA; PALACIOS, 2006); 2.
Infeccdo, onde as bactérias penetram o tecido radicular em direcdo ao cortex; 3.
Desenvolvimento do ndédulo propriamente dito, que ocorre por meio do estabelecimento e
multiplica¢do das bactérias no cortex radicular provocando uma hipertrofia do tecido vegetal
em formato nodular (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006; ANGUS; HIRSCH, 2010). Para cada
uma dessas etapa existem mecanismos reguladores da nodulagdo, tanto por parte da planta
hospedeiro quanto dos microssimbionte envolvidos (FRUGIER et al., 2008).

Markmann et al. (2008) demonstraram que receptores de simbiose Kinase (SIMRK)
sdo0 essenciais para iniciar o processo de infec¢do das plantas. Para a maioria das leguminosas,
estes receptores localizam-se nas extremidades dos pelos radiculares e atuam decifrando os
perfis de proteinas, glicoproteinas e acidos graxos da parede celular das bactérias, bem como
assinaturas como os picos dos ions de Ca’’ caracteristicos (OLDROYD; DOWNIE, 2004;
BROUGHTON et al., 2003; FRUGIER et al., 2008 - figura 1). Ap6s o reconhecimento das
bactérias, a citocinina ¢ produzida estimulando assim um efeito em cascata de expressdao
génica, tornando a planta susceptivel ao estabelecimento da simbiose.

Figura 1. Esquematizacdo do processo de nodulacdo dependente de Fator Nod. (Fonte:
FRUGIER et al., 2008).

Ao longo do processo de reconhecimento e infec¢do existem centenas de genes sendo
expressos simultaneamente por ambos os parceiros simbidticos (SANTOS; REIS, 2008). Por
parte das leguminosas pode-se destacar as rotas de producdo e a exsudacdo de flavonodides,
chalconas, betainas e isoflavondides conjugados para o solo, que atuam na quimiotaxia dos
rizobios e estimulando o crescimento microbiano na regido rizosférica. Nos microssimbionte,
verifica-se a expressao de genes de nodulacao (ex. genes nodABCIJ), e consequentemente, a
produgdo dos fatores Nod (lipoquitoligossacarideos) que ¢ o principal elemento utilizado para
reconhecimento dos microssimbiontes (SAMAC; GRAHAM, 2007).

A nodulacdo das leguminosas geralmente ocorre pela infec¢do dos pelos radiculares e
na presenca dos fatores de nodulagdo. Quando a radiagdao da infec¢dao ocorre através da via
simplastica, os rizobios passam a liberar enzimas celuloliticas sob os pelos radiculares
formando uma espécie de “tinel” através das células, conhecido como cordao de infec¢do, por
onde os rizobios avancam em direcdo ao cortex radicular (SANTOS; REIS, 2008; ANGUS;
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HIRSCH, 2010). Alternativamente, Faria et al. (1988) constataram que Mimosa scabrella,
crescidas em ambientes inundados sdo capazes de nodular através das fissuras provocadas
pela emissdo de raizes laterais, “pulando” as etapas de pré-nodulagdo. Nestes casos, as
bactérias colonizam os espagos intercelulares em direcdo ao cortex, onde se estabelecem e
infectam as células vegetais dando origem aos nédulos primordiais (FARIA et al., 1988).

Dentro do tecido vegetal, os rizobios passam a se multiplicar e infectar novas células
adjacentes, formando envoltdrios dentro da célula denominado simbiossomo. O rizobios entdo
modificam suas caracteristicas morfologicas e fisiologicas transformando-se em bacterdides,
cuja a funcao ¢ a FBN (BROUGHTON et al., 2006). Para que a FBN de fato ocorra, os
bacterdides precisam de um ambiente microaerofilico para que o complexo enziméatico
nitrogenase permaneca ativo na funcdo de reducdo do nitrogénio atmosférico a amonia
(SANTOS; REIS, 2008). Esta func¢ao protetora ¢ realizada principalmente pela atividade do
complexo enzimatico Leg-hemoglobina (hemo, proveniente da bactéria; globina, proveniente
da planta) que tem alta afinidade com o O, e atua na reducdo dos niveis de oxigénio dentro
dos nodulos. Por outro lado, a parede do nddulo ¢ semipermeavel e as camadas corticais
controlam o fluxo de entrada e saida de ar (SCHUMPP; DEAKIN, 2010).

Independente das rotas de infeccao dos rizobios, as leguminosas possuem mecanismos
de controle (autorregulacdo) dos simbiontes durante todo o processo de nodulacdo. Segundo
Samac e Graham (2007), leguminosas utilizam mecanismos similares para identificar rizobios
e organismos patogénicos. Nas etapas iniciais, receptores localizados nos pelos radiculares,
como por exemplo, LysM, sdo responsaveis por discriminar potenciais parceiros rizobios de
microrganismos patogénicos (FRUGIER et al., 2008). Para os rizdbios, estes receptores
detectam principalmente as moléculas de Nod caracteristicos, além outros elementos celulares
como exopolissacarideos (EPS), proteinas, lipopolissacarideos (LPS) (BROUGHTON et al.,
2003; LOPEZ-LARA et al., 1993; PERRET et al., 2000).

Para ambas as condi¢des, os organismos envolvidos induzem a ativacao de sistemas de
defesas das plantas (SAMAC; GRAHAM, 2007). No entanto, os rizobios sdo capazes de
interagir com essas defesas através dos MAMPs (Microbial Associated Molecular Patterns -
Padroes Moleculares Microbianos de Associacao) e se estabelecer no interior das raizes para a
formacao dos ndédulos (SCHUMPP; DEAKIN, 2010). Segundo os mesmos autores alguns
MAMPs de rizobios foram modificados provavelmente para evitar a detecgdo por receptores
vegetais, como uma espécie de “camuflagem” as reagdes de defesa das plantas.

A nodulagdo também pode ser regulada apds a formagdo dos nodulos. Neste caso, as
leguminosas sdo capazes de detectar e responder a presenca de rizobios ineficazes na FBN
aplicando medidas repressivas (SCHUMPP; DEAKIN, 2010). Estas "puni¢des"
provavelmente ocorrem através do controle ativo da permeabilidade das células corticais das
raizes para o oxigénio, limitando assim o crescimento de nodulos ineficientes (SCHUMPP;
DEAKIN, 2010). Adicionalmente, as leguminosas podem utilizar outras vias de
autorregulacdo, como por exemplo, a exsudagdo de compostos volateis como o jasmonato
(JA), que na nodulacdo, tem efeito promotor ou repressor da nodulacdo dependendo da
concentragdo deste composto (HAUSE; SCHAARSCHMIDT, 2009). No primeiro caso as
leguminosas liberam quantidades ajustadas de JA para a regido rizosférica estimulando a
producdo de Fatores Nod nos rizobios. De forma antagénica, as altas concentragdes de JA
reduz significativamente a expressdo dos Fatores Nod, prejudicando o reconhecimento das
bactérias pelos receptores Kinase nas células vegetais (HAUSE; SCHAARSCHMIDT, 2009).
De acordo com os estudos conduzidos por Sun et al. (2006), as concentracdes de JA acima de
10uM reduzem significativamente a expressao de Fatores Nod nas bactérias, bem como altera
as caracteristicas dos picos de célcio. Adicionalmente, os mesmos autores verificaram que o
aumento de JA afeta a responsividade das raizes aos fatores Nod, assim, sdo requeridas
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maiores concentragdes de Fator Nod para a indugdo das assinaturas de picos de Ca™ (SUN et
al., 2006). Efeitos semelhantes também podem ser observados com a aumento da sintese de
etileno nas raizes de leguminosas (OLDROYD et al., 2001).

Tanto a producdo de JA quanto a de etileno parecem compor um sistema de
autorregulacdo a partir de respostas de feedback que limitam a quantidade de infec¢do bem
sucedidas, evitando assim um fenétipo de hipernodulacdo (HAUSE; SCHAARSCHMIDT,
2009; SEO et al., 2007).

Leguminosas apresentam niveis variados de eficiéncias dependendo da espécie de
rizobio. De modo geral, as leguminosas especificas, como o proprio nome sugere, sao
noduladas por um grupo restrito de simbiontes e tendem a apresentar um melhor rendimento
da FBN, pois a especificidade ¢ resultado de um processo de co-evolucdo mais restritivo,
selecionando os parceiros que conferem maiores vantagem no ambiente. Sesbania virgata, por
exemplo, ¢ uma espécie com alto grau de especificidade com estirpes de Azorhizobium
doebereinerae (FLORENTIANO et al., 2015). Em um estudo baseado em amostras
ambientais, Florentino et al. (2009) constataram que 96% de 80 bactérias isoladas de nddulos
de S. virgata pertenciam a A. doebereinerae. Adicionalmente eles verificaram que os isolados
proporcionaram alto rendimento no desenvolvimento de mudas, contrastando com o
tratamento inoculado com a espécie A. caulinodans, que induziu pseudo-nddulos. As
leguminosas promiscuas, por outro lado, sdo capazes de nodular com varias espécies e
géneros diferentes. Phaseolus vulgares, por exemplo, € capaz de nodular com varias espécies
pertencentes aos géneros Rhizobium, Mesorhizobium, Azorhizobium, Sinorhizobium
(MOREIRA; SIQUEIRA, 2006), Microvirgas (RADL et al., 2014), bem como algumas
espécies de beta-rizobios, incluindo os géneros Paraburkholderia (MARTINEZ-AGUILAR
et al.,, 2013) e Cupriavidus (SILVA et al.,, 2012). As plantas com esta caracteristica
frequentemente apresentam nddulos ineficazes ou com baixo rendimento da FBN, porém sao
mais bem sucedidas em se tratando da distribuicao biogeografica.

Embora grande parte da especificidade da simbiose seja liderada pelas plantas
hospedeiras, os rizobios também podem conter caracteristicas determinantes para a nodulagao
com diferentes hospedeiros. Segundo Lopez-Lara et al. (1993) e Perret et al. (2000), a sintese
e arranjo de determinados tipos de EPS pelo microssimbionte estd ligado a sua gama de
leguminosas hospedeiras, bem como a efetividade do processo de infeccao de células dentro
dos nddulos, dependendo do tipo de ontogenia do nédulo (determinado ou indeterminado). No
nivel molecular, a sintese da N-acetilglucosaminatransferase a partir da expressdo do gene
nodC tem papel essencial na especificidade com hospedeiros. Esta molécula atua controlando
o aumento da cadeia de oligoquitossacarideos caracteristicos (Fatores Nod), que sdo
reconhecidos pelas plantas hospedeiras (KAMST et al., 1998; PERRET et al., 2000).

Além dos fatores intrinsecos da nodulagdo, o processo pode sofrer influéncias dos
fatores ambientais bidticos e abioticos. Sob o ponto de vista dos fatores bioldgicos, Jesus et al.
(2005) e Faria et al. (2005) demonstraram que leguminosas, fungos micorrizicos arbusculares
(FMA) e rizobios podem estabelecer uma relagdo de sinergismo, onde o processo de
nodulagdo e FBN s3o maximizados em fun¢do de uma maior disponibilidade de outros
nutrientes essenciais para inicializagdo e manutengdo da simbiose. De fato, Pontes et al.
(2012) observaram que mudas de M. caesalpiniifolia co-inoculadas com Paraburkholderia
sabiae (BR3405) e Glomus etunicatum resultou em um aumento de 50% no peso seco dos
nddulos em comparacdo com mudas inoculadas somente com o rizobio.

As variaveis abioticas como, por exemplo, o pH, a umidade, temperatura e o teor de
matéria organica do solo podem influir positiva ou negativamente dependendo das variagdes
de cada uma delas, seja durante a formacao dos nddulos ou na manutengdo (HARA;
OLIVEIRA, 2004; MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Na associacdo leguminosas-rizobios o
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microssimbionte ¢ o parceiro mais afetado pela acidez do solo e altas concentracdes de Al
livre, podendo estes atributos, impedir ou reduzir a nodulacio (FERNANDES JUNIOR;
REIS, 2008). Limitagdes também podem ocorrer nas etapas de reconhecimento dos parceiros
simbiontes, onde nas plantas hd uma reducdo da exsudagdo de compostos fendlicos
(flavonodides, chalconas e betainas) na regido da rizosfera, o que por consequéncia afetam a
expressdao de genes responsaveis pela nodulagdo (grupo nod) nas bactérias (SANTOS; REIS,
2008).

Adicionalmente, a elevagdo da temperatura proximos dos 40°C pode alterar a
conformag¢do das células bacterianas provocando alteragdes no perfil de proteinas da
superficie celular, prejudicando as fases iniciais de nodulagio (MERCANTES et al., 1998).
As células bacterianas podem apresentar um espessamento da parede celular, como estratégia
de formar uma barreira protetora contra a perda de 4gua (KULKARNI; NAUTIYAL, 2000), o
que poderia inibir o reconhecimento dos microssimbiontes pelas suas respectivas plantas
parceiras. De acordo com Lopez-Lara et al. (1993), a sintese e arranjo de determinados tipos
de EPS, um dos principais componentes extracelulares das bactérias, sdo determinantes para o
reconhecimento das leguminosas, além determinar a efetividade do processo da infeccao.

Além disso, Goormachtig et al. (2004) sugerem que quando as plantas hospedeiras
encontram-se sob estresse térmico/hidrico os sitios de nodulagdo tendem a sofrem uma
drastica redug¢ao em consequéncia da diminuicao da emissdo de pelos radiculares. Os mesmos
autores complementam que um outro mecanismo que poderia estar atuando seria a bloqueio
da sintese de leg-hemoglobina resultando no abortamento dos nddulos ja formados ou em
processo de formagao.

Os atributos de pH e disponibilidade de N, que sofrem forte influéncia da matéria
organicas do solo (MOS), podem favorecer ou inibir a nodulacdo dependendo dos niveis em
que cada um se encontra no solo (DOS REIS JUNIOR et al., 2010). Para a manutencao dos
nddulos as leguminosas despendem de grande quantidade de energia nas formas de
carboidratos cedidos aos bacterdides. Em uma condi¢do em que o N esteja prontamente
disponivel no solo, as leguminosas emitem resposta negativa a nodulacdo a partir das partes
aéreas das plantas (feedback negativo), bloqueando a formag¢dao de nodulos (FERGUSON;
MATHESIUS, 2003). Contudo, quando N ¢é escasso no solo, a nodulagdo ¢ altamente
requerida e, dependendo da fonte de nitrogénio predominante, diferentes grupos de rizobios
podem ser favorecidos (ELLIOTT et al., 2009).

O pH, por sua vez, tem papel importante na dindmica de retencdo de liberagdo de
macro e micronutrientes requeridos na nodulacao e FBN, como por exemplo, o Ca, Mg, além
do Fe e Mo. De acordo com Fontes et al. (2001), nos solos bastante evoluidos e inteperizados,
como a maioria dos solos tropicais, os cations sdo retidos majoritariamente sitios de troca de
minerais secundarios que tem carga dependente do pH. Quando o pH se encontra em torno de
6 as hidroxilas funcionais das caulinitas apresentam-se desprotonadas, gerando cargas
negativas que atraem os cations para os coloides. A baixo deste pH, estas hidroxilas
contribuem com cargas positivas repelindo os cétions e favorecendo o processo de lixiviagao
das bases e, simultaneamente, a fixacdo de P. Neste sentido, os recursos nutricionais das
plantas e microrganismos tornam-se mais escarco e tende a desfavorecer a nodulagao.

Com relagdo de anatomia dos nodulos, estes podem ser classificados em determinados
ou indeterminados (Figura 2), sendo estas caracteristicas intrinsecas das plantas e definida a
partir de seu comportamento de crescimento. Nos nodulos determinados todas as células do
interior do nodulo estdo plenamente infectadas por bacterdides (rizdbios transformados para
fixar nitrogénio no nddulo) em um mesmo estado fisioldgico. Este tipo de nddulo pode ser
encontrado, por exemplo, em raizes de P. vulgaris, V. ungliculata e Glycine max. Estes
nddulos sdo mais sensiveis as variacdes ambientais, pois quando seus hospedeiros entram em
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um estado prolongado de estresse, seja pela temperatura, elementos de solos, ou outros fatores
limitantes, as plantas podem ativar mecanismos de defesa que atuam na senescéncia dos
nédulos como estratégia de reduzir os gastos energéticos (FERNANDEZ-LUQUENO;
ESPINOSA-VICTORIA, 2008).

Os noédulos indeterminados, por sua vez, sdo caracterizados pelo seu crescimento por
tempo indefinido. Esta habilidade estd vinculada a manuten¢do de parte dos rizobios na sua
forma indiferenciada, o que permite que novas células do nodulo sejam infectadas em um
outro momento. Deste modo, estes nodulos sdo mais resistentes aos estresses ambientais,
podendo apresentar um estado de inativacao temporaria e outro de restabelecimento da FBN.
De acordo com Fernandez-Luqueio e Espinosa-Victoria, (2008), os eventos de senescéncia
temporaria dos nddulos podem ser observados na base de insercao nas raizes como um tecido
escurecido e lignificado (Figura 2 —iv).

De modo geral os nodulos indeterminados podem ser subdividido em quatro zonas de
acordo com as estruturas celulares presentes, o processo de infeccdo, e atividade da FBN,
sendo estas: zona meristematica (i), local de intensa divisao celular e alongamento do nodulo;
zonas de transi¢do (ii), as c€lulas do nddulo estdo em processo de infec¢do pelos rizobios
ainda indiferenciados; zona infectada (iii), as células do nodulo encontram-se inteiramente
infectada pelos rizobios transformados em bacterdides (zona de FBN);e (iv) zona senescéncia,
localizado na base dos nodulos (figura 2).

Figura 2. Esquematizacdao da organogénese de nodulos determinado (acima) e indeterminado
(abaixo). (a) bactéria no ambiente rizosférico; (b) estabelecimento da simbiose; (1, 1)
Zona meristematica do nodulo; (2, i1) Modifica¢do dos rizobio em bacteroides; (3, 1ii)
Células totalmente infectadas e fixando Nj; (4, iv) Inativacdo dos bacterdides; (c)
Senescéncia do nodulo e liberagdo de bactérias indiferenciadas ao solo (Fonte:
SCHUMPP; DEAKIN, 2010).

2.2. Género Mimosa

Leguminosae ¢ uma familia com distribui¢do cosmopolita que a abrange cerca de 730
géneros ¢ 19.300 espécies divididas em trés subfamilia: Caesalpinioideae, Mimosoideae e
Papilionoideae (LEWIS et al., 2005). Destes géneros, Mimosa ¢ um dos maiores com cerca
de 536 espécies descritas (LEWIS et al., 2005) que podem ser encontradas sob diferentes
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condi¢gdes de clima, relevo e tipos de solo, ocupando savanas, terras altas, regides aridas,
semiaridas e sob influéncia de inundacdes (SIMON et al., 2011; BONTEMPS et al., 2016;
GEHLOT et al., 2013).

Além do ntmero de espécies, o género Mimosa possui uma grande diversidade
morfoldgica, anatomica e fisioldgica, sendo encontrada com porte herbaceo, arbustivo e
arboreo. Muitas destas caracteristicas evoluiram em respostas aos ambientes especificos,
resultando um elevado niimeros de espécies endémicas. Segundo Simon e Proenga (2000)
mais de um quarto das espécies estudadas no Brasil e a maior parte das mimosas de terras
altas no México sao endémicas.

Geograficamente, estas plantas estdo situadas na regido neotropical, compreendida
entre os tropicos de Capricornio e de Cancer. Contudo, estudos realizados ao sul dos Estados
Unidos e no Uruguai evidenciaram a presenca destas plantas também em regides subtropicais
(PLATERO et al., 2016; ANDAM et al., 2007). Um dos principais centros de diversidade
localiza-se no Brasil, mais especificamente nos biomas Cerrado e Caatinga que detém
aproximadamente 364 espécies, sendo 269 endémicas (DUTRA; MORIM, 2015), seguido
pelo México com aproximadamente 100 espécies (SIMON et al.,, 2011). Também foram
encontradas espécies de mimosas nativas em outros paises da América do Sul como Guiana
Francesa e Uruguai (MISHRA et al., 2012; PLATERO et al., 2016). Esta riqueza de espécies
¢ bastante discrepante com o cenario de baixa diversidade de mimosas no velho mundo, onde
sdo encontradas apenas trinta e seis espécies, das quais trinta e quatro sdo provenientes da ilha
de Madagascar e duas da India (SIMON et al., 2011 e GEHLOT et al., 2013). Por esse motivo
acredita-se que a América seja o centro de origem do género Mimosa.

Simon et al. (2011) verificaram que a filogenia de mimosas do novo e velho mundo ¢
estruturada em um grande clado monofilético, onde as mimosas do novo mundo estdo
posicionadas nas partes basais da arvore (mais antigas), ¢ deram origem a outras linhagens
encontradas velho mundo. Estes autores sugerem a teoria da dispersdo transatlantica de
mimosas, onde em um dado periodo geologico, por volta de 6 a 10 milhdes de anos atras,
linhagens de mimosas origindrias da América do Sul chegaram ao continente africano e a
Asia, passando a colonizar e dar origem a novas espécies adaptadas aos novos biomas. Gehlot
et al. (2013) e Elliott et al. (2007) verificaram que uma de mimosa nativa da India (M.
himalayana), que ¢ especializada em nodular com o género Ensifer, retém caracteristicas
ancestrais que permitem a nodulacdo por rizobios de solos rizosféricos de mimosas do
Cerrado brasileiro (Paraburkholderia spp.), o que evidéncia uma ligagdo entre as mimosas do
novo ¢ velho mundo. Dentro do continente americano, as barreiras biogeograficas como, por
exemplo, florestas, cordilheiras, climas diversificados e também os solos, podem ter sido os
principais fatores para os isolamentos entre as populagdes ancestrais que desencadeou o
surgimento de novas espécies. De acordo Wallace (1852), os grandes rios da Amazonia, teve
grande influéncias no processo da formagdo da biodiversidade local atuando na separagdo das
populacdes e propiciando a especiagdo de animais, e provavelmente de outros organismos.

Embora o género seja bem sucedido na dispersao em varias partes do mundo, somente
poucas espécies como, por exemplo, M. pudica, M. pigra e M. diplotricha sao amplamente
disseminadas e podem ser encontradas em varios paises exercendo os papeis de espécies
nativas ou exoticas (SIMON et al., 2011; LOWE et al., 2000; EKHATOR et al. 2007). Estas
plantas apresentam uma grande adaptabilidade a diferentes tipos de solos e climas, e parte
desta habilidade esta ligada a versatilidade da simbiose com varias populagdes de rizobios. Na
China onde nao hé espécies nativas de mimosas, Liu et al. (2012) observaram que M. pudica
estabeleceu simbiose tanto com espécies de Paraburkholderia quanto com C. taiwanensis,
apresentando nodulos efetivos. A nodulacdo por estes simbiontes também foi constatada em
varios outros paises e regides onde mimosas ndo ocorrem naturalmente, como em Taiwan,
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Nova Caledonia, Filipinas (CHEN et al., 2005b, CHEN et al., 2006; KLONOWSKA et al.,
2012; ANDAM et al., 2007). Barrett e Parker (2012) mostram que existe uma grande
similaridade entre os microssimbiontes encontrados no velho mundo com rizébios das
Américas. Isto levanta indicios de que tanto a planta hospedeira quanto seus parceiros
microssimbionte foram carregados para estes ambientes, em um dado periodo da historia, e
entdo se estabeleceram (BARRETT; PARKER, 2012). De fato, Klonowska et al. (2012) e
Klonowska et al. (2017) verificaram que M. pudica foi introduzida no inicio do século 19 na
Nova Caledonia (NC) e, entdo se propagou invadindo ambientes naturais colocando em risco
a diversidade de plantas nativas endémica. Neste mesmo estudo os dados de ocupacao nodular
revelaram uma ampla dominancia de estirpes de C. taiwanensis (98%) e poucas estirpes de
Rhizobium mesoamericanum, ambas com alta similaridade genética com estirpes americanas,
sugerindo uma migracdo deste isolados para a ilha. Vale ressaltar que R. mesoamericanum ¢
um simbionte eficiente de Phaseolus vulgares, siratro, feijao-caupi e M. pudica no México
(LOPEZ-LOPEZ et al., 2012; MISHRA et al., 2012) e ndo havia sido registrado nenhum caso
de leguminosa nativa da NC nodulada por R. mesoamericanum (KLONOWSKA et al., 2012).

A nodulagdo parece ser uma caracteristica comum a todas as espécies de mimosa,
porém cada uma apresenta sua propria amplitude de parceiros simbiontes (SPRENT, 2009).
Algumas evoluiram de forma a apresentar um alto grau de especificidade, como por exemplo,
a M. hamata no Deserto de Thar na India, que desenvolveu a incomum nodulagio com a
comunidade local de Emnsifer sp. No Brasil as espécies endémicas do Cerrado e Caatinga
nodularam quase que exclusivamente com Paraburkholderia (DOS REIS et al.,, 2010;
BONTEMPS et al., 2010) e esta relacdo pode estar ligada as caracteristicas 4cidas e de baixa
fertilidade dos solos brasileiros, favorecendo rizobios com mecanismos de resisténcia as
adversidades ambientais. Por outro lado, mimosas invasivas sdo capazes de nodular com
espécies de Paraburkholderia, Cupriavidus ¢ Rhizobium (MISHRA et al., 2012; ELLIOTT et
al., 2009; LIU et al., 2012; KLONOWSKA et al., 2012).

Além da importancia ecoldgica, seja como plantas fixadoras de N, ou pela atuacdo na
melhoria das condi¢des do solo através da ciclagem de nutrientes, estruturagdo e prote¢do do
solo a partir da cobertura vegetal, algumas espécies de mimosas também sao indicadas ao
plantio para multiplos-usos, representando assim, uma alternativa de fonte de renda e recurso
biotecnoldgico ainda pouco explorado.

Segundo Barbosa et al. (2008), M. caesalpiniifolia possui carateristica adequadas para
producao de lenha e carvao, moirdes, estacas de alta durabilidade, cercas vivas, quebra vento,
além de poder ser produzida forragem para alimentacdo animal a partir da folhagem de alto
valor nutricional (17% de proteina). Esta espécie, nativa do Bioma Caatinga, apresenta um
rapido crescimento, resisténcia a estresse hidricos, capacidade de se desenvolver em solos
compactados e pobres em nutrientes (DIAS, 1996). Tais caracteristicas tornaram desta espécie
uma das mais utilizada para a implementacdo de programas de recuperacdo de areas
degradadas com objetivos de estabilizacdo do solo susceptiveis a erosdo em encostas € topos
de morros, reflorestamento com sucessdo vegetal, além de recuperagdo de funcdes e
associagdes ecologicas com a fauna local (DIAS 1996, FRANCO et al., 1992; RABASKI et
al., 2003).

Adicionalmente, a sucessdo vegetal a partir do plantio ou regeneragdo natural de
mimosas podem trazer beneficios para atividades apicoarias, uma vez que abelhas meliferas
usam o néctar durante a floragdo das mimosas para a producdo de mel. Martins et al. (2011)
mostraram a importancia de M. caesalpiniifolia e M. pudica na apicultura com fontes de
néctar e polen para abelhas da espécie Melipona fasciculata, sobretudo durante o periodo de
seca quando estes recursos sao mais escassos, podendo contribuir com até¢ 82% da producao
em um Unico més. Estes autores ressaltam ainda que outras espécies de mimosas sdo
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igualmente importantes a producdo de mel, destacando as espécies M. scabrella, M.
bimucronata, M. invisa, M. dalleoides € M. velloziana. Em um outro estudo com espécies de
Mimosa da Caatinga, Lima (2007) revelou que M. lewisii, M. misera ¢ M. filipe também
contribuem significativamente para dieta de abelhas das espécies Trigonistica sp. e Apis
mellifera, o que se refletiu na producdo melifera. Segundo Martins et al. (2011), a explicagao
disso estd no fato de que as espécies de Mimosa sdo plantas ruderal (plantas que se
desenvolvem em ambiente fortemente perturbado pela agdo humana), prolifera, ocorrendo em
abundancia em varios locais, com floracao quase todo o ano.

Outras espécies de Mimosa como, por exemplo, M. pudica, agregam habilidades
biotecnoldgicas sendo estudadas como alternativas para a biorremediagdo de solos
contaminados com metais pesados (CHEN et al., 2008a). Estas plantas quando inoculadas
com estirpes de Cupriavidus noduliferos (C. necator e C. taiwanensis), que também tem
metabolismo de absor¢do de metais pesados, sdo capazes de acumular em seus tecidos altas
concentragdoes de metais pesados sabidamente danosos a biota do solo, como ¢ o caso dos
derivados de Cd, Co, Zn, Cu, Pb, Ni, Hg e Cr. Em estudo de bioabsor¢do de metais pesados,
Chen et al. (2008a) demonstram que M. pudica inoculadas com estirpe TJ208 de C.
taiwanensis proporcionou o incrementou a absor¢ao de Pb, Cu e Cd na ordem de 86, 12 ¢
70%, respectivamente, em relacdo absor¢do destas bactérias isoladamente, o que
correspondeu a um acumulo de 485, 25 e 43 mg/g de cada elemento na planta,
respectivamente.

2.3. Taxonomia de Rizobios Simbiontes de Mimosa

O género Rhizobium foi o primeiro a ser descrito (FRANK, 1889) e reunia todas as
bactérias capazes de induzir nodulacdo em leguminosas. Com a evolu¢do das técnicas
microbioldgicas e bioquimicas foram observadas uma série de inconsisténcias relacionadas,
principalmente, ao metabolismo de crescimento e a reacdo do pH em meio de cultura, que
levaram a criacdo do género Bradyrhizobium, para comportar os rizébios de crescimento lento
(JORDAM, 1982). Embora as diferencas entre estes dois clados viessem a ser confirmadas
anos mais tarde com base em dados genéticos, a classificagdo de procariotos baseada
meramente em informagdes fenotipicas se mostrou fragil, devidos as variagdes decorrentes do
comportamento bactérias a diferentes ambientes e pelos muitos atributos subjetivos, passando
a ser complementada com andlises genotipicas, a qual ¢ mais estdvel e remontam as relagdes
filogenéticas (STACKEBRANDT, 2006). Stackebrandt et al. (1988) utilizaram a filogenia do
gene 16S rRNA para propor a criacdo da classe Proteobacteria composta por seis subclasses:
Alfa, Beta, Gama, Delta, Epsilon e Zetaproteobacteria (figura 3) (MADIGAN et al., 2016).

A partir desta classificagdo diversos géneros foram realocados ou criados, porém todas
as bactérias noduliferas foram agrupadas dentro da subclasse a-proteobacteria. Deste modo,
acreditava-se que a nodulacdo era uma habilidade exclusiva dos membros desta subclasse,
representada principalmente pelos géneros Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium
(Ensifer), Allorhizobium, Mesorhizobium e Azorhizobium (MOULIN et al., 2001; CHEN et
al., 2005a).
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Figura 3. Subdivisdo do filo Proteobacteria a partir da filogenia do gene 16S rRNA.
Alfaproteobacteria (a); Beta-proteobacteria B); Delta-proteobacteria (0);

Gamaproteobacteria (Y); Ipsilon-proteobacteria (). Em destaque negrito algumas
bactérias noduliferas (MOLLIN et al., 2001).

A descoberta de que bactérias da subclasse B-proteobacteria poderiam formar nddulos
semelhantes aos rizobios convencionais (a-proteobacteria) so foi realiza em 2001, quando
Moulin et al. (2001) conseguiram isolar as estirpes STM 678" (P. tuberum) e STM815" (P.
phymatum) de noddulos das leguminosas Aspalatus carnosa e Machaerium lunatum,
respectivamente, provenientes da Africa do Sul e Guiana Francesa. Estes autores utilizaram a
espécie Macroptilium atropurpureum (Siratro) como leguminosa hospedeira e observaram a
formacdo de nddulos, porém estes se mostraram inefetivos. Simultaneamente Chen et al.
(2001) conseguiram isolar oito estirpes de Ralstonia taiwanensis (reclassificada como
Cupriavidus taiwanensis) de ndédulos de Mimosa pudica e Mimosa diplotricha na regiao
sudeste da ilha de Taiwan. A partir de entdo, Moulin et al. (2001) propuseram a utilizacdo do
termo beta-rizobios para diferenciar dos rizobios convencionais (Alfa-rizobios). A prova
definitiva que membros da subclasse B-proteobacteria poderiam induzir a nodulagdo veio com
os resultados de microscopia eletronica e confocal realizado por Chen et al. (2003a),
utilizando a estirpe LMG 19424" (C. taiwanensis) marcada com gene “reporter” GFP (Green
Fluorescent Protein) para monitorar o processo de nodulagdo. Neste estudo C. taiwanensis foi
capaz de penetrar nas raizes de M. pudica e M. diplotricha pela via dos pelos radiculares e
formar nodulos em um processo semelhante ao observado em Alfa-rizobios. Adicionalmente
foi comprovada a FBN dentro dos bacterdides do nddulo a partir da localizagdo de proteinas
nitrogenase utilizando microscopia eletronica de transmissao.

Segundo Sprent et al. (2017), o niimero de rizébios cresce anualmente e atualmente
corresponde aproximadamente a 148 espécies distribuidas em 16 géneros, incluindo:
Rhizobium, Mesorhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium, Ensifer, Neorhizobium,
Allorhizobium, Pararhizobium Methylobacterium, Devosia, Microvirga, Ochrobactrum,
Phyllobacterium e Shinella, pertencentes a subclasse das a-proteobacteria; Paraburkholderia
e Cupriavidus dentro da subclasse das -proteobacteria.

Pseudomonas ¢ um género da subclasse Gamaproteobacteria que vem sendo reportado
como um simbionte nodulifero de leguminosa. Shiraishi et al. (2010) isolaram e autenticaram
estirpes de Pseudomonas sp. de nodulos de Robinia pseudoacacia, e sustentaram estes
resultados com a presenga de genes noduliferos (nodA e nodC) e de fixagao de nitrogénio
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(nifH e nifHD). Neste estudo, os autores constataram que havia uma alta similaridade entre
genes obtidos de Pseudomonas sp. e de Paraburkholderia sp., sugerindo uma transferéncia
lateral de genes no ambiente rizosférico. Entretanto, Pseudomonas ndo ¢ amplamente aceito
pela comunidade cientifica como um género nodulifero, devido a inconsisténcia dos
resultados. A principal critica sobre a inclusdo de novos géneros de outras subclasses estd na
possibilidade de resultados falsos-positivos provenientes da utilizacdo de culturas mistas com
outras espécies de rizobios. Valverde et al. (2003) publicaram um trabalho citando um isolado
de Herbaspirillum lusitanum como um simbionte nodulifero de Phaseolus vulgares. Embora
este isolado tenha sido obtido do interior de n6dulo, 0 mesmo ndo completou o postulado de
Koch, indicando que mesmo se tratava de uma bactéria endofitica ou oportunista de nodulos.

O nddulo representa um ambiente rico em nutrientes, propicio para a colonizagdo de
outras bactérias oportunistas, mas que sdo incapazes de induzir a nodulagdo, incluindo o
género Pseudomonas. Entretanto a nodulagdo ¢ uma habilidade com multiplas origens, € que
pode ser adquirida por transferéncia lateral de genes (MOULIN et al., 2001; ANDAM et al.,
2007). Inclusive, esta ¢ a principal hipotese para a origem da capacidade nodulifera das
espécies do género Cupriavidus (ANDAM et al., 2007).

Berrada e Fikri-Benbrahim (2014) ressaltam que do total de 19.000 espécies de
leguminosas do mundo, somente 23% foram estudadas quanto a associagdo com bactérias
noduliferas. Portanto, o numero de novas bactérias noduliferas tende a crescer
expressivamente nos proximos anos, sobretudo na era da biologia molecular baseada no
sequenciamento do genoma das bactérias. De modo geral, as espécies do género Mimosa sao
capazes de nodular tanto com [-rizébios quanto por a-rizobios (MISHRA et al., 2012;
BARRETT; PARKER, 2006; KLONOWSKA et al., 2012), havendo uma alternancia de
dominancia em funcdo da biogeografia, das condigdes ambientais (solos) e gendtipo de ambos
dos parceiros envolvido (BONTEMPS et al., 2016; MELKONIAN et al., 2014).

A simbiose entre as mimosas e beta-rizobios ¢ bastante consistente, ¢ ao que tudo
indica, isso remonta ao passado evolutivo do género, a cerca de 28 milhdes de anos atras
(SIMON et al., 2011). Para Simon et al. (2011), quando as primeiras linhagens de mimosas
surgiram, no continente americano, encontraram no solo uma rica comunidade rizobiana
composta majoritariamente de espécies de Paraburkholderia, e entdo, estabeleceram uma
simbiose de forma especifica, ou pelo menos de forma preferencial com Paraburkholderia. A
medida que o género Mimosa se expandiu em numero de espécies e ocupagdo territorial,
novas relagdes simbidticas foram estabelecidas com outras populagdes locais predominantes.

Embora beta-rizdbios sejam preferidas por espécies de Mimosa, alfa-rizobios também
sdo capazes de nodular mimosas. Esta simbiose € mais incomum, e por vezes ocorre de modo
efetiva ou inefetivas (GEHLOT et al., 2013; BONTEMPS et al., 2016; ELLIOTT et al., 2009;
KLONOWSKA et al., 2012). Na Nova Caledonia, onde isolados pertencentes a espécie C.
taiwanensis predominam em nodulos de M. pudica, foi constatado a presenca de nodulos
formados a partir de Rhizobium mesoamericano (KLONOWSKA et al., 2012), assim como na
Costa Rica, Guiana Francesa e México (BARRETT; PARKER 2006; MISHRA et al., 2012).
Estes nddulos foram inefetivos e apresentaram baixo contribui¢@o no crescimento das plantas,
por isso, para Klonowska et al. (2012) R. mesoamericanum € um rizobio oportunista de
mimosas amplamente distribuido.

Alfa-rizobios também podem se comportar como simbionte predominante em
mimosas no México e India, principalmente em se tratando de espécies endémicas
(BONTEMPS et al., 2016; GEHLOT et al., 2013). Na india duas espécies mimosas
endémicas de terras altas (M. hamata e M. himalayana) possuem uma incomum
especificidade com bactérias pertencentes ao género Emsifer (GEHLOT et al., 2013).
Enquanto M. hamata ¢ uma espécie endémica do deserto de Thar e €, essencialmente
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nodulada por estirpes de Ensifer local. M. himalayana ¢ uma espécie mais disseminada na
india, associando-se com espécies de Ensifer e outros alfa e beta-rizobios frequentemente
associados as mimosas invasivas da regido (M. pudica). Contudo, a compatibilidade de
simbiontes entre estas duas espécies ocorre de forma unidirecional, ou seja, M. hamata pode
se beneficiar da nodulagdo por estirpes de Ensifer simbiontes de M. himalayana, mas o
contrario ndo € possivel, pois Emnsifer simbionticas de M. hamata desenvolveram uma
sequéncia de gene nodA muito especifica para com seu hospedeiro de origem. Estes
resultados evidenciam que a compatibilidade de rizobios entre diferentes espécies de mimosas
depende do reconhecimento especificos, incluindo os fatores de nodulagdo (Fatores Nod).

No México, Bontemps et al. (2016) também verificaram que a maioria das mimosas
endémicas sdo colonizadas predominantemente por Rhizobium e Ensifer, e associaram este
fato ao ambiente (solo neutro-alcalino) favorecendo a especificidade mimosas-alfa-rizobios.
Bontemps et al. (2016) sugerem que a cerca de 20 milhdes de anos atras, linhagens do género
Mimosa se separaram de seus descendentes e co-evoluiram com a comunidade rizobiana
local, sendo Paraburkholderia o género predominante no Brasil, e Rhizobium/Ensifer no
Meéxico. Adicionalmente, também ficou evidenciado que embora M. affins possa ser nodulada
por beta-rizobio, esta espécie tem preferéncia por alfa-rizébio, ou seja, trata-se de uma selecao
de organismos mais adaptados as condi¢cdes ambientais, realizando um “ajuste fino” da
simbiose.

Atualmente ¢ assumido que grande parte destas espécies de mimosas apresenta a
capacidade de estabelecer simbiose com rizdbios e fixar N através da nodulacdo (SPRENT,
2009; GYANESHWAR et al., 2011). Porém, as eficiéncias da FBN entre as espécies de
mimosas diferem em funcao dos rizébios envolvidos na nodulagdo. M. pudica apresenta uma
nodulagdo abundante e efetiva quando inoculada com estirpes de P. phymatum, P. tuberum e
C. taiwanensis (KLONOWSKA et al., 2012; MISHRA et al., 2012). Entretanto, quando
inoculada com P. sabiae e P. phenoliruptrix apresentam desenvolvimento limitado, com
folhas amareladas, claramente indicando deficiéncia em nitrogénio (dados desta tese).
Segundo Cunha et al. (2014) a espécie P. phenoliruptrix ¢ altamente especifica e eficiente em
nodular M. floculosa, mas também ¢ capaz de nodular outras espécies de leguminosas de
modo ineficiente.

Em resumo, atualmente mimosas estabelecem simbiose nodulifera com 16 espécies de
rizobios representantes de 4 géneros, incluindo as espécies Paraburkholderia caribensis
(CHEN et al., 2003b), P. mimosarum (CHEN et al., 2006), P. nodosa (CHEN et al., 2007), P.
phymatum (ELLIOTT et al., 2007), P. sabiae (CHEN et al., 2008b), P. symbiotica (SHEU et
al., 2012), P. tuberum (MISHRA et al., 2012), P. diazotrophica (SHEU et al., 2013), P.
phenoliruptrix (CUNHA et al., 2012), Cupriavidus taiwanensis (CHEN et al., 2001), C.
necator (PLATERO et al., 2016), R. mesoamericanum (MISHRA et al., 2012), R. etli
(ELLIOTT et al., 2009), R. leucaenae, R. tropici (BONTEMPS et al., 2016) e Ensifer sp.
(GEHLOT et al., 2013; BONTEMPS et al., 2016).

2.3.1. Género Burkholderia

A descoberta da primeira Burkholderia sp. foi realizada em 1942 por Walter H. Burkholder ao
verificar bactérias fitopatogénicas, sendo esta inicialmente classificada como Phytomonas
caryophylli (COMPANT et al., 2008). No final dos anos 40, Burkholder descreveu outra
bactéria, Pseudomonas cepacia, a qual foi obtida a partir de bulbos de cebolas. Por muito
tempo estes individuos foram agrupados dentro no género Pseudomonas, até que Palleroni et
al. (1973), com base nos resultados da técnica de hibridizagdo rRNA-DNA verificaram
importantes divergéncias que separavam o género em cinco grupos. Com base nestes
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agrupamentos, Yabuuchi et al. (1992) realizaram uma caracterizagdo polifiasica mais
detalhada em sete bactérias do grupo II e verificaram que estas possuiam filogenia e atributos
metabdlicos muito divergente com relacdo ao género Pseudomonas. Deste modo foi criado o
género Burkholderia para acomodar as espécies Pseudomonas caryophylli, P. cepacia, P.
solanacearum, P. pickettii, P. gladioli, P. mallei e P. pseudomallei.

Nos ultimos vinte anos, inimeras espécies de Burkholderia foram descritas, e sem duvida
representa um dos géneros de bactérias mais ricos, constituido por aproximadamente 117
espécies (List of Prokarytic Names with Standing in Nomeclature — www.bacterio.net,
PARTES, 2018). Estes microrganismos apresentam uma grande versatilidade funcional e
molecular que se mostra muito util para ocupagdo de diferentes nichos ecologicos e
disseminagdo em diversas partes do mundo (Figura 4).

Plant
| Nitrogen P 9 B. d
fixation

Nodule
formation

>
;

-&rmellodosls

/ Bece & B. gladioli
CF pathogens
/

Path i Opportunistic
capability infection

Endosymbionts &

4

°
-5
03
g2
0%
z9
S

-3

(AR R R R R R R R R R R R R R R R R R R )

Pt i e al endophytes
Biological control phyt
propsttes \ 7‘ I\ __—> | Insecticide l
Resilient |_resistance
<~ Rhlz:co!m;')etenl bacteria
Bioremediation of e /’ T | Industrial
pollutants \ contaminants

‘.;_}_ 3:;:4 3
Degradative| < A fBlomm
capability ene regulation & Environmental®, ‘ormation
A5 mnos_s// /

sensing

G
- P P SRS
& \ ‘@e multiropli@ - \\

\

T

> = . . genomes / ~
Biosynthetic | < Sa— |\ Do ——=4 /—\ “" | Multiple virulence
capacity etabolic ) - \: ~ Intrinsic factors
capacity — rosist
—EN Genomic Yoy
o /6"5 ) ] '
&= e Intracellular
\ survival

Secondary | . — =
metabolism | /

Antibiotic
producers

A
¥

%

Gene capture
& expression

Figura 4. Esquematizacdo das propriedades benéficas/danosas e versatilidade
molecular/funcional do género Burkholderia (VANDAMME et al., 2007).

Com relagdo ao modo obten¢do de recursos nutritivos, verifica-se que as espécies
apresentam comportamentos saprofiticos, simbidtico, associativo, além de incluir importantes
espécies patogénicas de animais e plantas (COMPANT et al., 2008, PERIN et al., 2006b).
Muitas vezes as espécies apresentam mais de um comportamento, os quais se alternam de
acordo com as condi¢des ambientais favoraveis. As espécies fitopatogénicos, por exemplo, se
mantém ativos no solo vivendo saprofiticamente, at¢ que encontrem um hospedeiro
compativel do qual possam suprir suas necessidades nutricionais. As espécies simbioticas nao
sdo diferentes, e i1sso € uma importante caracteristica para dominar varios ambientes. De
acordo com Compant et al. (2008) a capacidade de Burkholderia spp. estabelecerem diversas
relagdes ecoldgicas com plantas, animais, insetos € fungos, ¢ reflexo da magnitude de seus
genomas (em média quatros vezes maior que de um E. coli) que contém um arsenal de genes
capazes de responder a diferentes nichos, estresses ambientais e condi¢des de oportunismo.

Algumas espécies sdo reconhecidamente capazes de infectar humanos. Estas bactérias
compoem o complexo Burkholderia cepacia (BCC) que sao correlacionadas a graves
infeccdes bacterianas (fibrose cistica), principalmente em individuos imuno-vuneraveis, sendo
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potencialmente letais (SAWANA et al., 2014). A capacidade de infectar humanos estdo
relacionados aos fatores de viruléncia das Burkholderia, que parecem ser transmitidos
verticalmente entre os membros do género. Mesmo as espécies que nao sdo patogénicas
apresentam homologias genéticas com espécies do complexo BCC. Zuleta et al. (2014)
realizaram um estudo comparativo do genoma de B. phenoliruptrix com outras espécies de
Burkholderia, incluindo Burkholderia spp. patogénicas, e verificaram que B. phenoliruptrix
apresenta 71% de homologias dos genes patogénicos. Com tudo, B. phenoliruptrix constitui
uma espécie ambiental, associada a simbiose com leguminosas e sem historico de infec¢des
humanas ou de outros animais.

Apesar do risco, estas bactérias podem ser encontradas naturalmente nos ambientes
estabelecendo uma relacdo neutra ou mesmo desempenhando fungdes ecologicamente
benéficas. Burkholderia cepacia, por exemplo, ¢ reconhecidamente uma espécie do grupo
BCC capaz de promover crescimento de milho, melhorar o rendimento das plantas e exercer
controle sobre organismos fitopatogénicos (CHIARINI et al., 1998; PEIX et al., 2001). A
atividade antagdénica ndo ¢ exclusiva da espécie B. cepacia, na verdade trata-se de uma
habilidade compartilhada com muitas outras espécies do género como, B. cenocepacia, B.
ambifaria, B. pyrrocinia, B. vietnamiensis e B. phytofirmans, que atuam contra o
desenvolvimento de fungos fitopatogénicos Fusarium sp., Phytophthora capsici € Rhizoctonia
solani (LARKIN; FRAVEL, 1998; SALLES et al., 2006; RECEPE et al., 2009;
SOPHEARETH et al., 2013). Adicionalmente, ainda ¢ possivel observar espécies com o papel
de controlar protozoarios e nematoides (CAIN et al., 2000; MEYER et al., 2000).

Algumas espécies de Burkholderia vao além da colonizagdo rizosférica, e sdo capazes
de penetrar o cortex radicular de gramineas, passarem pelo o feixe vascular e se estabelecerem
em diversos orgdos vegetais. Estas bactérias sdo conhecidas como endofiticas e podem
estabelecer diversas relagcdes com a planta hospedeira incluindo o mutualismo, comensalismo
ou mesmo assumir um comportamento parasitario (PERIN et al., 2006b). O fato ¢ que as
relagdes ecoldgicas entre estes organismos ainda ndo sdo bem claras, porém, ha evidéncias
que algumas espécies estimulam o crescimento de seus hospedeiros realizando a producao de
acido Idol-acético, acido giberélico e FBN (ESTRADA et al., 2002; PERIN et al., 2006a;
BALDANI et al., 2000).

No Entanto, sem duvida uma das grandes descobertas dentro do género Burkholderia
foi a existéncia de espécies com capacidade de nodular leguminosas e promover a FBN.
Moulin et al. (2001) foram os primeiros a constatar esta simbiose ao isolar duas estirpes de B.
tuberum de nédulos de Aspalathus carnosa originarias da Africa do Sul. Atualmente, existem
pelo menos 13 espécies de burkholderias noduliferas (atualmente reclassificadas para
Paraburkholderia), incluindo: P. caribensis (CHEN et al., 2003b), P. mimosarum (CHEN et
al., 2006), P. nodosa (CHEN et al., 2007), P. phymatum (ELLIOTT et al., 2007), P. sabiae
(CHEN et al., 2008), P. symbiotica (SHEU et al., 2012), P. tuberum (MISHRA et al., 2012),
P. diazotrophica (SHEU et al., 2013), P. phenoliruptrix (CUNHA et al., 2012), P.
piptadeniae, P. ribeironi (BOURNAUD et al., 2013), P. rhynchosiae (DE MEYER et al.,
2013a) e P. sprentiae (DE MEYER et al., 2013b). Apesar de conter poucas representantes
noduliferos em relacdo a outros géneros de alfa-rizdbios, estes simbiontes constituem um
grupo bastante disseminado e contendo uma ampla gama de hospedeiros. Entretanto existe
uma afinidade especial com as leguminosas da tribo Mimosoideae (BARRETT; PARKER,
2005), incluindo o género Mimosa (LIU, et al., 2012; CHEN et al., 2003a; CHEN et al.,
2005a; CHEN et al., 2006; BONTEMPS et al., 2010; DOS REIS JUNIOR et al., 2010).

Geograficamente, estes simbiontes estdo localizados principalmente na regido tropical,
sendo o Brasil e a Africa os principais centros de diversidade no mundo. Nestes ambientes,
Burkholderia geralmente estabelecem uma relagdo de domindncia em relacdo aos outros
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rizobios, e parte disso se da pela capacidade de resiliéncia e adaptacao as condigdes
desfavoraveis, sobretudo em solos altamente inteperizados. Na América do Sul, por exemplo,
onde o pH ¢ geralmente acido, as temperaturas sdo mais elevadas e hd uma baixa
disponibilidade de nutrientes, as espécies de Burkholderia estdo bem representadas e muitas
vezes constituem a populagdo dominante (BOMTENPS et al., 2010; DOS REIS JUNIOR et
al., 2010; MISHRA et al., 2012).

Desde que Yabuuchi et al. (1992), propuseram o género Burkholderia, todas espécies,
incluindo espécies patdgenas e ambientais, foram colocadas no mesmo clado. Devido ao risco
de propagacdo de organismos potencialmente causadores de infec¢des, muitos paises,
incluindo o Brasil, impdem medidas de restricdo para producdo e liberacdo de Burkholderia
spp. no ambiente (VANDAMME et al., 2007). Embora esta medida preventiva tenha como
objetivo a seguranga epidemiologica, também implica uma restri¢do da utilizacdo de espécies
com grandes potenciais biotecnologicos, com por exemplo, no controle biologico de
patégenos de plantas, biorremediacdo de xenobiodticos recalcitrantes (COENYE;
VANDAMME, 2003), promogao do crescimento em plantas (ESTRADA-DE LOS SANTOS
et al., 2001), e fixacdo biologica do nitrogénio (BALDANI et al., 2000).

Entretanto, novas evidéncias cientificas baseadas em andlises filogenéticas de
multiplos genes conservados mostram uma clara distingdo entre espécies patogé€nicas
humanas e espécies de Burkholderia ambientais, associativas e simbioticas (SAWANA et al.,
2014). Neste sentido os mesmos autores propuseram a divisao do género e criagdo do novo
género, Paraburkholderia, para abrigar as espécies nao-patogénicas. O género
Paraburkholderia ¢ atualmente composto por 70 espécies, incluindo todas as espécies de
noduliferas.

2.3.2. Género Cupriavidus

O género Cupriavidus foi descrito por Makkar e Casida (1987) a partir bactérias do
solo com comportamento predador facultativo de outras bactérias Gram-positivas e negativas.
A origem do nome vem do latim (“cuprum” = cobre; “avidus” = 4vido) em referéncia a
afinidade de algumas espécies por metais pesados como o cobre, cadmio, chumbo entre outros
(CHEN et al., 2008a; FERREIRA et al., 2012). O género ¢ atualmente composto por 16
espécies, sendo a maior parte originaria de reclassificagdes de membros do género Ralstonia
(Wautersia) (VANDAMME; COENYE, 2004).

Assim como algumas espécies de Burkholderia, alguns membros do género
Cupriavidus sdo capazes de infectar seres humanos e podem provocar graves quadros
septicemia (infeccdo generalizada), como ¢ caso da espécie C. gilardii (KARAFIN et al.,
2010). Vale ressaltar que as infecgdes bacterianas provocadas por Cupriavidus sao raras, €
geralmente acometem pessoas imuno-debilitadas. Ja as capacidades de nodular leguminosas e
fixar nitrogénio foram detectadas apenas nas espécies C. taiwanensis e C. necator
(PLATERO et al., 2016; LIU et al., 2012; CHEN et al., 2003a). Mais recentemente, estirpes
de C. pinatubonensis foram isoladas de nodulos de mimosas do Uruguai, contudo, até o
momento nao foram realizados estudos mais aprofundados para confirmagdo da capacidade
nodulifera.

Embora tenham sido descobertas apenas duas espécies noduliferas, estas podem ser
encontradas em diferentes partes do mundo. C. taiwanensis constitui uma espécie nodulifera
cosmopolita, havendo registros de ocorréncia na América, Asia, e Oceania (LIU et al., 2012;
KLONOWSKA et al., 2012; MISHRA et al., 2012; CHEN et al., 2003a; CHEN et al., 2003b),
enquanto que C. necator apresenta uma distribuicado mais restrita ao continente Americano,
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principalmente, no Uruguai e Brasil (SILVA et al.,, 2012; PLATERO et al., 2016;
DALL AGNOL et al., 2017).

Estudos filogenéticos realizados com estirpes de Cupriavidus de diferentes origens
revelam uma grande homologia de genes conservados e simbioticos, condizentes com um
processo de disseminacdo recente. Interessantemente, a distribui¢do de C. taiwanensis se
confunde com a disseminagdo de M. pudica, uma leguminosa altamente adaptada a diversos
ambientes que a se alastrou sobre as regides tropicais e algumas subtropicais, e a qual
representa o principal parceiro simbiontico de C. taiwanensis. Sob esta visao, alguns autores
acreditam que a disseminagdo de Cupriavidus no mundo tenha sido mediada pelas agdes
humanas, seja de forma intencional ou nao (KLONOWSKA et al., 2012).

Ao contrario do que se observa em outras leguminosas, Cupriavidus € capaz de induzir
a nodulagdo efetiva e promover uma FBN eficiente com espécies de mimosas. Esta forte e
ajustada relacdo pode ser observada em diversos estudos, seja em ambientes nativos ou
exoticos (KLONOWSKA et al., 2012; MISHRA et al., 2012; PLATERO et al., 2016).
Entretanto este fenomeno ndo ocorre para todas a espécies de Mimosa, ao invés disso, as
associacdes quase sempre envolvem mimosas invasivas, com destaque para M. pudica (LIU et
al., 2012; GEHLOT et al., 2013; KLONOWSKA et al., 2012; MISHRA et al., 2012), M.
pigra (CHEN et al., 2005b), M. quadrivalvis, M. invisa e M. strigillosa (ANDAM et al.,
2007). De fato esta relagdo simbidtica ¢ bastante estreita, e em alguns lugares no mundo ha
casos de dominancia destes rizobios, como pode ser verificado no Uruguai (PLATERO et al.,
2016), Nova Caledonia (KLONOWSKA et al., 2012) e Taiwan (CHEN et al., 2003b).

Além das mimosas, Cupriavidus também sdo capazes de infectar e nodular outras
leguminosas. Silva et al. (2012) a partir de um experimento como mudas de leguminosas
cultivada em viveiro, conseguiram isolar C. necator de M. caesalpiniifolia, L. leucocephala,
Macroptilium atropurpureum, P. vulgaris e Vigna unguiculata. Mais recentemente Dall gnol
et al. (2017) isolou estirpes de C. necator de P. vulgaris e M. pudica no estado do Rio de
Janeiro. Adicionalmente, Taulé et al. (2012) verificaram que estirpes de Cupriavidus estdo
presentes em nodulos de Parapiptadenia rigida. Em todos os casos verifica-se que as
leguminosas eram de comportamento promiscuo ¢ de ampla ocupacdo territorial, o que ¢
condizente com a teoria de que estes simbiontes utilizam-se de seus parceiros como via de
propagacao e disseminacao.

Além da capacidade FBN, C. taiwanensis e C. necator conseguem bioacumular metais
pesados, como Pb, Cu e Cd (CHEN et al.,, 2008a; FERREIRA et al., 2012), abrindo a
perspectivas para utilizagdo biotecnoldgica de biorremediagdo do solo. Segundo Chen et al.
(2008a), estirpes de C. taiwanensis conseguem retirar do sistema aproximadamente 50, 19, e
20 mg/g de Pb, Cu, e Cd, respectivamente. Quando associado as mimosas esta contribui¢ao ¢
ainda maior, alcando cerca de 485, 25 e 43 mg/g dos mesmos metais, respectivamente,
representando um aumento de 86, 12, 70% da capacidade absortiva em relagdo as plantas ndo
inoculadas (CHEN et al., 2008a).

A ecologia destes microrganismos ainda precisa ser melhor esclarecida, pois ndo
existe um consenso a respeito das condi¢des edaficas necessarias para a ocorréncia deles. Para
muitos autores o pH alcalino do solo ¢ cotado como um dos principais atributos que
favorecem a ocorréncia de Cupriavidus. De fato, a maioria dos isolados de Cupriavidus foram
obtidos a partir de plantas crescendo em solos de pH alcalinos ou préximo da neutralidade
(KLONOWSKA et al., 2012; MISHRA et al., 2012; ANDAM et al., 2007). Esta tend ncia foi
confirmada pela a anélise can ni ca realizada por Dall Agnol et al. (2017). Entretanto, Liu et
al. (2012) e Platero et al. (2016) isolaram Cupriavidus de mimosas locais de pH acido
préximo de 5,6. Portanto, somente o pH ndo capaz de limitar ou favorecer a presencas destes
simbiontes.
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Assim como o pH, a disponibilidade de nutrientes, em especial o nitrogénio do solo,
tem sido objeto de estudo para descrever a capacidade competitiva destes simbiontes em
associagdo com Mimosa. A partir de ensaios em laboratdrios Elliott et al. (2009), verificaram
que as estirpes de Cupriavidus tendem a ser mais competitiva na presenca de diferentes fontes
de N (KNOj e (NH4), SO4). De fato, as amostras de solo utilizadas nos estudos de Platero et
al. (2016) e Liu et al. (2012) apresentavam altas porcentual de MOS, em média 2,8%.
Contudo nao se sabe se a fonte nitrogenada afeta a densidade de Cupriavidus de vida livre no
solo ou se a planta absorve esse N e por alguma rota metabdlica favoreca infecgdo por
Cupriavidus.

2.3.3. Género Rhizobium

A etimologia do nome deste género provém dos radicais em latim “Rhizo” e “bios”, o
que significa aquilo que vive dentro da raiz, em mencao as bactérias diazotroficas capazes de
infectar e colonizar o cortex radicular de leguminosas formando estruturas denominadas
nédulos. Rhizobium leguminosarum foi a primeira descrita (FRANK, 1889), apresentando
caracteristicas comuns a maioria das demais espécies, tais como: bactéria Gram-negativa de
crescimento rapido, temperatura 6tima de crescimento entre 25-30°C, pH o6timo entre 6-7,
colonias brancas ou bege de formato circular, convexa, com didmetro de 2 a 4 mm, semi-
translucida ou opaca, com moderada ou abundante produgdo de EPS.

Inicialmente a capacidade de induzir a nodulagdo em leguminosas era um atributo
importante para classificacdo das espécies de Rhizobium. Deste modo, muitas espécies que
atualmente foram reclassificadas em outros géneros, outrora integravam o género Rhizobium,
mesmo apresentando perfis morfoldgicos e fisioldgicos completamente distintos. O exemplo
mais claro disso se deu na reclassificagdo da espécie Rhizobium japonicum para
Bradyrhizobium japonicum para a acomodar os rizobios de crescimento lento (JORDAN,
1982). Mais tarde, Rhizobium loti, R. huakuii, R. ciceri, R. mediterraneum, ¢ R. tianshanense
foram transferidas para o género Mesorhizobium, sendo estas espécies caracterizadas pelo
crescimento intermediario (JARVIS et al., 1997). Com o advento da biologia molecular e os
avancos das técnicas tradicionais de microbiologia as classificagdes destes microrganismos
ficaram muito mais precisas, o que refletiu na reducdo das inconsisténcias filogenéticas.
Atualmente o género Rhizobium é composto por 115 espécies, incluindo espécies simbidticas,
endofiticas e saprofiticas (PARTE, 2018).

A biogeografia do género Rhizobium consiste em uma ampla disseminacdo por todos
os continentes, com excecao da Antartica. Algumas espécies, como R. arenae, sao capazes de
ocupar nichos ecoldgica, praticamente indspitos para a maioria dos microrganismos, tais
como areias de deserto (ZHANG et al., 2017). Ja outras espécies, como R. undicola, R alvei e
R. aquaticum, conseguem colonizar ambientes aquaticos e, as vezes, estabelecem simbioses
noduliferas com leguminosas aquaticas (YOUNG et al., 2001; SHEU et al., 2015; MATHE et
al. 2018).

A diversidade de ambientes ocupados por estes microrganismos € enorme, assim como
a sua versatilidade metabdlica. Neste género ainda pode-se verificar a existéncia de espécies
xenobidticas, produtoras de N,O (BEHRENDT, et al., 2016), fitopatogénicos (YOUNG,
2004), endofiticos (CELADOR et al, 2017; ZHANG et al, 2015) entre outros
comportamentos interessantes, tanto no aspecto ecologico como também biotecnologico. Por
exemplo, os organismos xenobidticos (microrganismos capazes de crescer em ambientes
contendo substancias quimicas sintetizada pelo homem) podem ser utilizados nas estratégias
de descontaminagdo de ambientes, caracterizando as técnicas de biorremediagao.
Recentemente duas espécies (R. naphthalenivorans e R. petrolearium) apresentaram
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capacidade de degradar compostos fenolicos e hidrocarboneto (KAIYA et al., 2012; ZHANG
et al.,, 2012). J& as espécies endofiticas, embora algumas detém a capacidade nodular
leguminosas, ndo se conhece seus papeis dentro das plantas nao-leguminosas, uma vez que a
FBN convencional destes microrganismos ocorre dentro dos nddulos. As espécies R.
endophyticum (LOPEZ-LOPEZ et al., 2010), R. oryzicola (ZHANG et al., 2015), R.
oryziradicis (ZHAO et al., 2017), R. rhizoryzae (ZHANG et al., 2014) R. oryzae (PENG et al.,
2008) e R. zeae (Celador et al., 2017) sdo algumas espécies de Rhizobium que foram
encontradas colonizando tecidos de plantas ndo-leguminosas.

Contudo, mais da metade das espécies de Rhizobium (66 espécies — PARTE, 2018,
revisdo LPSN) sdo noduliferas e se associam com ampla gama de hospedeiros. Considerando
somente os hospedeiros originais sao pelo menos 53 espécies de leguminosas. Esta radiacao
do género em relagdo as varias tribos de leguminosas explica, em parte, o sucesso da
colonizagdo global por estes organismos. Alguns hospedeiros como Phaseolus vulgaris
(hospedeiro promiscuo) sdo nodulados por véarias espécies de Rhizobium, tais como, R.
aethiopicum, R. azibense, R. ecuadorense, R. esperanzae, R. lusitanum, R. mesoamericanum,
R. paranaense e R. phaseoli (MNASRI et al., 2014; RIBEIRO et al., 2015; CORDEIRO, et
al., 2017; ASERSE et al., 2017; LOPEZ-LOPEZ et al., 2012; VALVERDE et al., 2006;
DALL’AGNOL et al., 2014). Entre os membros do género Mimosa a associagdo com
Rhizobium spp. possui um comportamento varidvel. Espécies de comportamento invasivo, tal
como M. pudica, pode ser noduladas uma gama maior de espécies de Rhizobium em relagao
as endémicas. Um dos parceiros simbidnticos que tem se tornado cada vez mais frequentes ¢
R. mesoamericanum, cujo a presenca ja foi detectada em nddulos de M. pudica na Nova
Caledonia (KLONOWSKA et al., 2012), Guiana Francesa (MISHRA et al., 2012), e Brasil
(Esta tese). M. pudica, M. pigra e M. diplotricha também conseguem nodular efetivamente
em parceria com R. etli e R. tropici (ELLIOTT et al., 2009).

Em geral, a especificidade ¢ uma caracteristica mais associada as espécies de mimosas
endémicas, cujo as condi¢des ambientais tende a selecionar os organismos mais adaptados as
condi¢des locais, considerando os fatores edoclimaticos (pH, nutrientes, entre outros) e
genéticos das plantas hospedeiras (BONTEMPS et al., 2016; GEHLOT et al., 2013). De
acordo com os resultados de Elliott et al. (2009) M. affins possui uma especificidade com R.
etli. Mais recentemente Bontemps et al. (2016) realizou um estudo com mimosas endémicas
do México onde se verificou que possuem uma maior afinidade as espécies de Rhizobium.

Assim como ocorre para as leguminosas, as espécies de Rhizobium também podem
assumir comportamentos promiscuo ou mais especifico. Por exemplo, as espécies R.
grahamii, R. mesoamericanum, R. multihospitium e R. vignae (LOPEZ—LOPEZ et al., 2012;
HAN et al., 2008; REN et al., 2011) nodulam com pelo menos quatro parceiro de géneros
diferentes, enquanto que R. sophorae e R. sophoriradicis, at¢ o momento, s6 nodulam
Sophora flavescens e Phaseolus vulgaris (JIAO et al., 2015).

2.4. Caracterizacao Polifasica de Rizobios

Rizébio ¢ um termo que se convencionou para todas as bactérias que compartilham a
capacidade de induzir a formagdo de nodulos em leguminosas, incluindo géneros dentro das
classes a—proteobacteria e B—proteobacteria. Alguns destes géneros, por vezes, podem ser
facilmente reconhecidos com base em caracteristicas culturais e morfologicas em meios de
cultura seletivos. No entanto, estas caracteristicas podem apresentar variagdes decorrentes de
fatores ambientais, podendo implicar na identificagdo equivocadas de géneros de rizobios.
Além da subjetividade, os isolados bacterianos a medida que sdo sucessivamente replicadas
em meios de cultura podem acumular alteracdes nas suas estruturas celulares e arranjo de
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colOnias (polimorfismo). Apesar das limitagdes, esta caracterizacdo morfoldgica ¢ uma das
primeiras a ser obtidas e pode servir para a selecdo de morfogrupos. Os principais atributos
amplamente utilizados sdo relacionados ao metabolismo de crescimento, coloragao e formas
das coldnias, producdo de EPS e alteragdo do pH do meio de cultura (STACKEBRANDT,
2000).

A taxonomia atual de procariotos tem suas bases consolidadas com o advento das
tecnologias modernas de genética e biologia molecular. As primeiras tentativas de utilizacao
das informag¢des do DNA foram baseadas no percentual das bases nitrogenadas do DNA G+C
de diferentes bactérias. Entretanto, as variagdes entre organismos proximos eram pouco
perceptiveis. Mais tarde, verificou-se a necessidade de uma técnica mais robusta, quando
surgiu a técnica de hibridizacio DNA-DNA, a qual ¢ utilizada até hoje para descrigdao de
novas espécies (ROSSELLO-MORA; AMANN, 2001).

Com o surgimento da PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase) vieram diversos tipos
de marcadores e técnicas de biologia molecular que detectam polimorfismos genéticos
diretamente do DNA, o que permitiu ampliar a capacidade de distingdo intra e interespecificas
(FALEIRO, 2007). Entre estas técnicas pode-se destacar RAPD (Random amplified
polymorphic DNA), a amplificagdo de sequéncias fingerprinting ¢ rep-PCR (repetitive-
sequence-based-PCR) (HUNGRIA et al., 2008). Todas elas sdo baseadas no principio da
amplificacdo de sequéncias unicas de cada estirpe, andlogo a uma “impressao digital da
bactéria”. A técnica de Box-PCR ¢ um tipo de rep-PCR, que utiliza um unico primer para
amplificacao de sequéncias de diferentes partes do genoma (em ambas as fitas de DNA) com
tamanhos variados, gerando assim um perfil de bandas, apds a realizagdo da eletroforese e
revelacdo em luz ultravioleta. Segundo Hungria et al. (2008) os elementos Box sao
geralmente encontrados nos espagos intergénicos, ¢ os altos polimorfismos podem ser
decorrente de mutacdes silenciosas ocasionadas pelo ambiente. As comparagdes destes perfis
sdo utilizadas para discriminagao das bactérias de forma muito precisa.

Embora estas técnicas sejam bastante uteis para distingdo de bactérias, nenhumas delas
fornecem informagdes quanto ao historico evolutivo e as relagdes filogenéticas entre diversos
grupos de bactérias. Para isso, o gene ribossomal 16S rRNA, foi eleito como o marcador
universal para os estudos taxonOmicos de procariotos. Este gene apresenta algumas
caracteristicas, pelas quais foi escolhido, das quais destacando-se: a ubiquidade e a constancia
funcional, ancestralidade comum, a estabilidade genética, tamanho apropriado, além do fato
da evolugdo da molécula ocorrer de forma independente em diferentes dominios
(STACKEBRANDT, 2006). Consequentemente foi formada uma ampla base de dados deste
gene, 0 que contribuiu para comparagdo de bactérias em todo mundo, incluido os rizobios
(RIVAS et al., 2009). Trata-se de um gene com aproximadamente 1600 pares de base (bp)
codificante para o RNA componente da menor subunidade dos ribossomos dos organismos
procariotos, sendo essencial para manutengdo das fungdes vitais das células bacterianas. Em
geral, o 16S rRNA contém regides conservadas e nove "regides hipervaridveis" que sdo mais
informativas para os estudos taxonomicos (CHAKRAVORTY et al., 2007).

Embora o 16S rRNA venha sendo utilizado como base de estudos taxonOmicos,
estudos recentes trazem evidéncias que, em alguns casos, a analise filogenética também
podem apresentar distor¢des em virtude da ocorréncia de multiplas copias de um mesmo
gene, até mesmo no operon de RNA ribossomal de um mesmo genoma bacteriano (ACINAS
et al., 2004). Adicionalmente, Rivas et al. (2004) ressaltam a possibilidade de haver
transferéncias laterais de genes e recombinagdes génicas, as quais podem comprometer a
filogenia baseada exclusivamente no 16S rRNA.

Além do mais, segundo Menna et al. (2009), a capacidade de distingdo do gene 16S
rRNA ¢ limitada em se tratando de organismo muito proximos. Alternativamente, novas

22



abordagens taxondmicas baseadas em outros marcadores moleculares vém sendo amplamente
utilizadas para cobrir as limitacdes da filogenia do gene 16S rRNA. Genes como recA, gyrB,
rpoB e ginll tém ganhado destaque em estudos de taxonomia de rizébios (CHANG et al.,
2011; RIBEIRO et al., 2009; BINDE et al., 2009; RIVAS et al., 2009; MENNA et al., 2009).
Isto porque estes genes possuem estabilidade genética, porém apresentam maiores
divergéncias genéticas em relagdo ao 16S rRNA (RIBEIRO et al., 2009; MENNA et al.,
2009). Dados extraidos do trabalho de Menna et al. (2009) mostraram que as sequéncias dos
genes housekeeping tém em médias 15% mais sitios de variacdes em relagdo ao 16S rRNA.

Este grupo de genes funcionais sdo denominados ‘“housekeeping” devido a
importancia na manuten¢do das fungdes vitais das células bacterianas. O gene recA esta
relacionado a sintese da enzima recombinase A, a qual € responsavel pelos processos de
recombinagdo de sequéncias de DNA complementar e permite a troca de fragmentos de DNA;
o gyrB, codifica para uma topoisomerase I, envolvida no desenovelamento do DNA durante
a replicagdo do cromossomo bacteriano; o rpoB, € o gene responsavel pela sintese de
elementos essenciais na transcricdo do DNA para mRNA; o g/nll codifica para glutamina
sintetase, fundamental para incorporacdo de nitrogénio em componentes celulares como
amino acidos e bases nitrogenadas do DNA.

Quando analisados de forma conjunta (andlise de sequéncia multilocus — MLSA)
detém um alto poder de resolucdo das relagdes filogenéticas. Segundo Rivas et al. (2009) a
logica por tras da combinacdo de genes esta no nivelamento de sinais conflitantes entre as
analises individuais dos mesmos, revelando agrupamentos mais coerentes. Por este motivo, a
MLSA ¢ uma ferramenta bastante empregadas em estudos de espécies proximas e descri¢cao
de novas espécies de rizobios (RIVAS et al., 2009; WANG et al., 2013a; WANG et al.,
2013b).

Além das filogenias baseadas em genes housekeeping, a evolu¢do dos métodos e
equipamentos de biologia molecular tornaram o sequenciamento do genoma completo uma
pratica muito mais acessivel aos laboratorios de todo o mundo. Com isso a comparagao de
genomas completos entre espécies vem sendo utilizada em substitui¢do as técnicas gold-
standard, como a hibridizacgdo DNA-DNA (GORIS et al., 2007). A técnica de ANI (average
nucleotide identity) consiste na comparagdo dos genomas entre espécies correlacionadas,
sendo aceita para descricdes de novas espécies. Além da praticidade, a principal vantagem
deste método € o acesso as variagdes contidas no genoma em regides ndo codificantes e/ou
pouco estudadas, as quais podem fornecer um maior poder de discrimina¢do de organismos
proximamente relacionados.

Embora as informagdes genéticas possam determinar separagdo das diferentes
linhagens de bactérias, a descricdo de uma nova espécie envolve uma série de outras
caracterizagoes fenotipicas, englobando aspectos de desenvolvimento celular (perfil de
acidos-graxos, aspectos em meios de cultura, estruturas celulares) e bioquimicos (perfil de
absorcdo de fontes de carbono, perfil metabodlico, sensibilidade a diferente elementos e
resisténcia a antibidticos).

2.5. Biomas Brasileiros

O conceito de Bioma ¢ amplamente difundido em muitos materiais bibliograficos e
oficializado pelo IBGE (2004a) como um conjunto de vida (animal e vegetal) agrupados em
um continuo de vegetacdo em uma escala regional, com condigdes geoclimaticas e mudancgas
semelhantes, que resultam em uma diversidade bioldgica caracteristica. Contudo, com o
passar do tempo e evolugdo de outros campos da ciéncia naturais, como por exemplo, a
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pedologia, o termo incorporou diversos outros atributos importantes para reunir ecossistemas
como uma unidade. Assim, para Coutinho (2006) o termo deve considerar:

“... uma drea do espago geogrdfico, com dimensoes de até mais de um
milhdo de quilometros quadrados, que tem por caracteristicas a
uniformidade de um macroclima definido, de uma determinada
fitofisionomia ou formagdo vegetal, de wuma fauna e outros
organismos vivos associados, e de outras condi¢oes ambientais, como
a altitude, o solo, alagamentos, o fogo, a salinidade, entre outros ..."” .

Segundo o mesmo autor tais caracteristicas, conferem estrutura, funcionalidade e
ecologia propria, das quais sdo reconhecidas como um bioma.

O Brasil ¢ subdividido em seis biomas (tabela 1): Amazodnia, Cerrado, Mata Atlantica,
Caatinga, Pampa e Pantanal, sendo os quatro primeiros os maiores em extensao, abrangendo
aproximadamente 96,17% do territério brasileiro (IBGE, 2004a).

Tabela 1. Biomas brasileiros e suas dimensoes.

Biomas continentais brasileiros Area Aproximada (kmz) Area / Total Brasil (%)
Amazonia 4.196.943 49,29
Cerrado 2.036.448 23,92
Mata Atlantica 1.110.182 13,04
Caatinga 844.453 9,92
Pampa 176.496 2,07
Pantanal 150.355 1,76
Area Total Brasil 8.514.877 -

Fonte: IBGE, 2004a.
2.5.1. Bioma Amazonia

Amazonia ¢ o maior bioma do Brasil (IBGE, 2004a) estendendo-se por toda regido
norte, parte dos estados do Maranhdo e do Mato Grosso, correspondendo quase a metade de
todo territorio brasileiro. Embora a maior parte deste bioma seja coberto por florestas
ombrofilas densas e abertas, tipicas da regido, pode-se encontrar florestas estacionais,
florestas de igap6, campos alagados, varzeas, savanas, refliigios de montanhas, campinaranas e
formacgdes pioneiras (Servigo Florestal Brasileiro — SFB, 2016). Essa grande variedade
floristica abriga uma das maiores diversidades de animais e também de microrganismos
(IBGE, 2004a).

Este bioma ¢ formado por um grande conjunto de ecossistemas dispostos em
mosaicos, que segundo Vale Junior et al. (2011), ¢ decorrente da combinacdo de fatores
geologicos, geomorfoldgicos, vegetacdo e clima, iniciado a partir do mesozoico, durante o
plioceno até os dias atuais. Segundo os mesmos autores, eventos ocorrido como
soerguimentos e fraturamentos (ex. Cordilheira dos Andes), inversdo de todo sistema de
drenagem (ex. inversdo do curso do rio Amazonas), mudancas climaticas e expansao das areas
de cerrado nos periodos secos foram determinantes para formagao das feicoes atuais.

De modo geral o clima amazonico ¢ fortemente condicionado pela latitude proxima a
linha do equador, o que implica em altas temperaturas durante quase todo o ano, com de
média entre 24 e 26°C (FISCH et al., 2017). O bioma ¢ marcado por apresentar uma
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precipitagdo, que estd intimamente ligada a alta umidade decorrente dos fendmenos de
evapotranspiragao das florestas, e deslocamento de massas de ar umidas advindas do oceano
atlantico. Segundo Loureiro et al. (2014) os principais sistemas atmosféricos que atuam no
tempo e no clima da regido Amazodnia sdo: a Zona de Convergéncia Intertropical (ZCIT),
Zona de Convergéncia do Atlantico Sul (ZCAS), Linhas de Instabilidade (LI), Complexos
Convectivos de Mesoescala (CCM), Ondas de Leste e as Brisas terrestre € maritima. Porém, a
precipitacdo pluviométrica ¢ distribuida de forma heterogénea, por exemplo, no estado de
Roraima, onde encontra-se uma extensa area de savana (43.358 Km?), a precipitacdo pode
alcangar médias de aproximadamente 1700 mm/ano (+ 400 mm) (ARAUJO et al. 2001),
contrastando com as médias de outras zonas da Amazdnia onde a precipitacdo varia entre
2500 e 3000 mm/ano. Deste modo, de acordo com a classificagdo de Koppen, a Amazonia
apresenta trés climas: Af, Am, Aw, subentendidos climas equatoriais ou tropical umido
(ALVARES et al., 2014).

Segundo Vale Junior et al.(2011), a geologia da Amazonia ¢, essencialmente, um a
bacia sedimentar formada durante o periodo arqueano até o holoceno (3,8-2,5 bilhdes de anos
até os dias atuais), com a presenga marcante de formagdes antigas como os Escudos
Cristalinos brasileiros que proveram o material de origem, predominantemente de rochas
graniticas e gnaisses.

O relevo remete a uma regido pouco influenciada pelas atividades sismicas recentes,
apresentando em sua maior parte, superficies aplainadas ou levemente onduladas de baixa
altitude, além de planicies fluviais, fluvi-marinhas, relevos residuais (Serras), planalto,
planalto rebaixado e depressdes (VALE JUNIOR et al., 2011).

Os fatores pedogenéticos (material de origem: rochas 4cidas; clima: quente e imido;
relevo: aplainado em uma bacia sedimentar) foram essenciais para a formagdo dos solos
amazOnicos atuais, dos quais sdao predominantemente das Classes Latossolo, Argissolo,
Plintossolo e Espodossolo, essencialmente de caracter distrofico. Outras classes de solos e
carater eutrofico sdo mais raras. De modo geral os solos da Amazonia sdo caracterizados por
serem naturalmente pobres em nutrientes, com elevada saturagdo por aluminio, densidade do
solo elevada, com adensamento e com susceptibilidade de compactagao e erosao (VALE
JUNIOR et al., 2011).

2.5.2. Bioma Cerrado

O Cerrado ¢ o segundo maior bioma brasileiro ocupando cerca de 24 % de todo o
territorio, estendendo-se desde a zona litordnea do estado do Maranhdo até o sudoeste do
estado de Mato Grosso do Sul (IBGE, 2004a), englobando parte dos estados da Bahia, Goias,
Mato Grosso, Minas Gerais, Parana, Piaui, Sdo Paulo e Tocantins, além do Distrito Federal
(SANO et al., 2008).

O clima dessa regido ¢ do tipo tropical sazonal, com um periodo chuvoso que dura de
outubro a marg¢o, seguido por um periodo seco (COUTINHO, 2002), caracterizando-se do tipo
As e BSh, segundo a classificagdo de Koppen (ALVARES et al., 2014). A precipitacdo média
anual fica entre 1200 e 1800 mm concentrando as chuvas durante a primavera e verao. A
precipitacdo cai durante os meses de maio a setembro podendo atingir indices pluviométrico
de 0 mm (COUTINHO, 2002). Esta baixa precipitacdo resulta em niveis muito baixos de
umidade (15% ou menos) durante a estagdo seca coincidindo com o periodo que sdo
registradas as maiores ocorréncias de queimadas no Cerrado (MIRANDA et al., 2009).

A temperatura do Cerrado ¢ mais amena em relacdo aquelas proveniente dos biomas
Amazonia e Caatinga, obtendo média anual em torno de 22 e 23°C. Apesar disso a amplitude
térmica pode apresentar uma grande variacdo em funcdo da latitude, onde as maximas podem
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alcancar 40°C nos estados mais ao norte, € minimas préximas de 0°C na por¢do mais ao sul do
bioma (COITINHO, 2002).

Segundo Sano et al. (2008) o bioma Cerrado ¢ composto por um conjunto vegetacional
caracterizados por trés formacdes: 1. Florestais, com formagdo de dossel continuo ou
descontinuo e predominio de espécies arbdreas; 2. Savanicos, com presenca de areas com
arvores e arbustos espalhados sobre uma vegetagdo gramindcea, sem a formacdo de dossel
continuo; 3. Campestre, compreendendo um predominio de espécies herbaceas e algumas
arbustivas, mas sem a presenga de arvore na paisagem.

Embora menosprezado por programas de conservacao, o Cerrado, ¢ o segundo bioma
mais biodiverso do Brasil. Segundo Klink e Machado (2005) o Cerrado contém a mais rica
savana tropical do mundo, abrigando uma grande biodiversidade de plantas e animais, dos
quais muitos sdo endémicos do Cerrado. Segundo os mesmos autores, considerando somente
a diversidade de plantas existe cerca de 7.000 espécies, e destas, 44% sao endémicas, incluido
espécies do género Mimosa (SIMON et al., 2010).

Além da importancia ecologica, a diversidade do Cerrado tem um grande potencial
biotecnolédgico, levando em consideragdo, por exemplo, os diversos principios ativos contidos
em espécies de plantas e animais para a fabricacdo de farmacos, ou a obtengao de variedades
de plantas resistentes as condigdes de estresse hidrico, ou a obtengdo de microrganismos
promotores de crescimento vegetal. Entretanto, estima-se que cerca de 45% da area do
Cerrado original tenha sido alterado para diferentes usos da terra, destacando a substituicao da
vegetacao nativa por pastagens (Tabela 2) (MACHADO et al., 2004).

Tabela 2. Uso da terra do bioma Cerrado.

Uso da Terra Area (Ha) % da area central do bioma
Area Nativa 70.581.162 44,53
Pastagem Plantada 65.874.145 41,56
Agricultura 17.984.719 11,35
Florestas Plantadas 116.760 0,07
Areas Urbanas 3.006.830 1,90
Outros 930.304 0,59

Total 158.493.921 -

Fonte: Machado et al. (2004).

Para Klink e Machado (2005) um dos principais motivos pelo qual o Cerrado
encontra-se em constante pressao estd na disposi¢do do codigo florestal brasileiro, que obriga
a preservacdo de somente 20% das areas nativas dentro das propriedades rurais, enquanto nas
areas de florestas sdo exigidos 80%. Machado et al. (2004) estimam que restam menos da
metade (44%) de areas nativas do Cerrado, incluindo algumas unidades de conserva¢do como
Parque Nacional das Emas, Parque Nacional Grande Sertdo Veredas, Parque Nacional da
Chapada dos Guimaraes Parque Nacional da Serra da Canastra, Parque Nacional da Chapada
dos Veadeiros, o Parque Nacional de Brasilia, e terras indigenas (COUTINHO, 2016).

Os solos do Cerrado foram originados a partir de sedimentos do periodo terciario,
constituindo-se solos bastante evoluidos, principalmente das classes Latossolo e Argissolo
(CARVALHO, 2011). A textura dos solos ¢ predominada pela fragdo areia ¢ em seguida por
argila, predominando as classes texturais arenosas, areno-argilosa, e ocasionalmente argilosa.
Assim, apesar de apresentar muitos poros, estes solos apresentam baixa capacidade de
retencao de agua (ALLEONI; CAMARGO, 1995). Outra caracteristica marcante destes solos
sdo as altas concentragdes dos elementos Fe ¢ Al nas formas dos minerais oxihidroxido de Fe
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(hematita e goethita) e Al (gibbsita), conferindo uma colora¢do avermelhada ou amarelada
(CORREA et al., 2008). Além da coloracdo, estes minerais estdo associados a baixa troca
cationica (CTC), intensa fixa¢do de fosforo (carga negativa), lixiviagdo de cations como
Mg+2, Caﬁ, K, alta saturacdo por Al” e pH é4cido, predominando assim, o caracter
distroficos (CORREA et al. 2008). Muitas dessas caracteristicas estdo correlacionados com o
comportamento anfitero destes minerais com PCZ (ponto de carga zero) proximo ao pH 7 e a
acidez natural destes solos, resultando em um balanco de cargas essencialmente positivas
(ALLEONI; CAMARGO, 1995). Por este motivo, a matéria orginica do solo (MOS)
(contribuicdo com cargas negativas), tem grande contribui¢do para o aumento da fertilidade,
principalmente pela retengdo e ciclagem dos nutrientes, os quais sdo utilizados no
desenvolvimento vegetal e microbiano, mesmo em valores de pH baixo. Simultaneamente, a
MOS também atua em importantes propriedades fisicas do solo, como por exemplo, retengdo
de 4gua através do aumento da microposidade e estruturacao do solo (BAIDA et al., 2011).

Embora o Cerrado apresente muitas limitacdes de fertilidade a implementagdo da
agricultura, os atributos fisicos dos solos associados com o relevo plano propiciaram uma
facil mecanizagdo para o preparo do solo, correcdo da acidez, aplicacdo de fertilizantes e
plantio. Assim, segundo Machado et al. (2004) mais da metade das areas do Cerrado original
foram convertidos em sistemas agricolas de pecuaria (Tabela 2).

2.5.3. Bioma Caatinga

A Caatinga ¢ o Uinico bioma exclusivamente brasileiro, com aproximadamente 850.000
Km?, se estende por todos os Estados do nordeste e uma pequena por¢io do Estado de Minas
Gerais, fazendo fronteiras com as por¢des norte dos biomas Cerrado e Mata Atlantica (IBGE,
2004a). O termo Caatinga tem origem Tupi-guarani que significa mata branca, em mengao ao
tipo de vegetagdo encontrada neste Bioma (PRADO, 2003).

Geologicamente, pode-se observar diversas fei¢des, das quais foram formadas a partir
do processo de intemperismo de rochas do cristalino pré-cambriano (granito, gnaisses € xisto)
e sedimentos do terciario (AB’SABER 1974 apud QUEIROZ, 2009), formando oito
ecorregides (DAMASCENO, 2007): Complexo da Chapada Diamantina; Complexo de
Campo Maior; Complexo Ibiapaba (Araripe); Depressdo Sertaneja Meridional; Depressao
Sertaneja Setentrional; Dunas do Sao Francisco; Planalto da Borborema; e, Raso da Catarina.

Com relagdo ao clima, a Caatinga apresenta muitas caracteristicas extremas, entre elas
destaca-se a alta radiagdo, baixa nebulosidade, altas temperaturas ¢ baixa umidade, o que
segundo Trovao et al. (2007) potencializa o processo de evapotranspira¢cdo. Segundo Prado
(2003), uma outra caracteristica marcante deste bioma s3o as precipitagdes com regimes
irregulares e a altamente sazonal, onde verifica-se que a maior parte do bioma (50-70%)
apresenta periodos chuvosos de trés meses consecutivos, geralmente iniciando durante o meés
de fevereiro e se estendendo até marco. Segundo os mesmos autores, 50% das regides da
Caatinga recebe cerca de 750mm anuais, sendo observado regides com precipitagdes mais
elevadas (1200mm) a leste do bioma, compreendendo as formacdes de chapadas e serras. A
precipitacdo também pode atingir indices menores que 500mm nas por¢des mais a oeste do
Estado de Pernambuco.

Parte dos baixos indice pluviométricos, e consequentemente da aridez deste bioma, se
deve ao efeito orografico, imposto pelas formagdes montanhosas litoraneas, que estende desde
o Estado de Rio Grande do Norte at¢ o Rio Grande do Sul, fazendo com que grande parte a
umidade vinda do oceano Atlantico se precipite em forma de chuva na faixa litoranea,
correspondendo o bioma Mata Atlantica (PRADO, 2003). Segundos os mesmos autores, a
Caatinga ¢ abastecida principalmente pelas chuvas provenientes das Zonas de Convergéncias
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Intertropical e Zona equatorial levando umidade dos oceanos para o continente,
correspondendo o periodo chuvoso. De acordo com Moura (2017), as médias anuais de
temperatura variam entre 23 e 27°C. Contudo, variagdes significativas podem ser observadas
em areas de maior altitude como nos estados do Ceara, Bahia e Pernambuco, onde as
temperaturas ficam entrono de 23 e 25°C. No semidrido as temperaturas tende a ser mais
elevadas, podendo atingir médias de 27,5°C. De acordo com todas as caracteristicas
apresentadas o clima do cerrado, em sua maior parte ¢ do tipo Aw de acordo com a
classificacdo de Képpen (ALVARES et al., 2014).

Segundo Prado (2003) a vegetagdo do Bioma, pode ser genericamente caracterizada
com florestas estacionarias de baixo porte com dossel descontinuo e com arvores ramificadas
espinhosas e aculiosas. Entretanto, Queiroz (2009) ressalta a que esta classificacdo genética
ndo contempla toda a diversidade de espécies e estruturas vegetacional do Bioma, podendo
ser observados pelo menos trés tipos de vegetacdo na Caatinga, sendo elas a caatinga, as
florestas estacionais e serranas, € o carrasco. A caatinga ¢ a vegetacdo tipica do bioma,
constituindo-se de plantas de baixo porte (3 a 7m) com comportamento semideciduo durante o
periodo de escassez hidrica, apresentando troncos finos e folhas pequenas. Neste tipo de
vegetacao ainda conter cactaceas, bromélias terrestres, bem como gramineas rasteiras durante
o periodo de chuvas. As florestas de estacionais e serranas sdo associadas as regides mais ao
leste, sob influéncia das zonas com maiores indices de precipitacao e solos mais férteis. Estas
caracteristicas se refletem sobre fisionomia vegetal, podendo observar arvores de grande porte
(10 a 20m) com formacao de dossel. Em adi¢ao, a maior parte das plantas sao caducifélias,
ndo se distinguido muito das vegetagdes da Mata Atlantica. Outras plantas sub-bosque
também compdem este tipo de vegetacdo, destacando-se cipds, cactos e epifitas. Por fim, o
Carrasco, que ¢ composta por plantas do semidrido de porte médio, com estrato arbdreo-
arbustivo muito denso, geralmente encontrado sob areia quartzosa no Estado do Ceara.

De acordo com LEAL et al. (2003) os solos do bioma Caatinga podem ser comparados
a um grande mosaico. Contudo, nota-se uma predominancia de solos mais rasos, pedregosos e
desprovido de muitos nutrientes nas regides de afloramento da rocha matriz. Estes sdo solos
litélicos. Por outro lado, nas regides mais aplainadas verifica-se a ocorréncia de Latossolo,
sendo estes profundos, bem drenados, 4cidos e de baixa a moderada fertilidade. Pode-se
verificar a ocorréncia de solos vérticos em detrimento do processo de evolugdo do solo e um
clima mais seco. A principais caracteristicas destes solos ¢ a presenca de argila de alta
atividade, como montmorilonita (2:1). Além disso estes apresentam maior teor bases, ao
mesmo tempo que contém teores elevados de s6dio, 0 que os tornam propenso ao processo de
salinizacao.

2.5.4. Bioma Mata Atlantica

A Mata Atlantica é o terceiro maior bioma do Brasil com cerca de 1.110.182 km? se
estendendo desde o estado do Rio Grande do Norte até¢ o Rio Grande do Sul, passando pelos
estados do Piaui, Ceard, Pernambuco, Paraiba, Sergipe, Alagoas, Bahia, Minas Gerais,
Espirito Santo, Rio de Janeiro, Goias, Mato Grosso do Sul, Sdo Paulo, Santa Catarina e
Parana (IBGE, 2004a; IBF, 2017). Destes estados apenas os estados do Rio de Janeiro,
Espirito Santo e Santa Catarina estdo integralmente contido no bioma Mata Atlantica, os
demais estados apresentam de 3 a 98% do bioma (Tabela 3). De acordo com Rizzini (1997) a
area principal da Mata Atlantica esta nas grandes Serras do Mar e da Mantiqueira, abrangendo
os Estados de Sao Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro e Espirito do Santo.
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Tabela 3. Abrangéncia do bioma Mata Atlintica em diferentes estados brasileiros.

Estados Brasileiros Abrangéncia
Alagoas 53%
Bahia 33%
Ceara 3%
Espirito Santo 100%
Goias 3%
Mato Grosso do Sul 18%
Minas Gerais 46%
Paraiba 12%
Parana 98%
Pernambuco 18%
Piaui 9%
Rio de Janeiro 100%
Rio Grande do Norte 6%
Rio Grande do Sul 48%
Santa Catarina 100%
Sao Paulo 68%
Sergipe 54%

Fonte: (IBF, 2017).

Embora a grande parte deste bioma encontra-se altamente degradados acredita-se que
nos anos de 1500 a Mata Atlantica formava um grande continuo de florestas,
predominantemente ombroéfila. Atualmente estima-se que menos de 10% apresentam-se
preservados, sendo as florestas remanescente distribuidas em aproximadamente 232.939
fragmentos, dos quais apenas 18.397 sdo maiores que cem hectares 1 km? (IBF, 2017).
Grande parte das areas preservadas encontram-se dentro de areas de preservagdo incluindo
131 unidades de conservagdo federais, 443 estaduais, 14 municipais e 124 privadas, com
distribuicdo por dezesseis estados (IBF, 2017). A degradacdo da Mata Atlantica foi
potencializada a partir do processo historico de colonizacdo do Brasil que se deu
principalmente nas regides litordneas, com a criacdo das grandes cidades, e também da
intensificagdo progressiva das atividades humanas sobre os ecossistemas destacando-se as
atividades agropecudria, como por exemplo, a implantagdo da cafeicultura e os canaviais nas
regides sudeste e nordeste; e o extrativismo predatdrio da madeira nobres, entre estas o pau-
brasil.

Além disso, no atual cendrio, cerca de 70% da populagdo brasileira vive no territorio
da Mata Atlantica. Este adensamento populacional sem uma cultura de preservacdo do
ambiente ameaga a sustentabilidade dos ecossistemas pelo uso irracional dos recursos naturais
tais como a agua, o solo, a vegetacdo, entre outros. A exemplo do que ja acorreu com as
matas, os recursos hidricos vem sofrendo drasticas mudancas tanto na quantidade quanto na
qualidade, principalmente pela liberacdo de dejetos e sustincias agressivas a vida de animais e
plantas (SOS MATA ATLANTICA, 2016; IBF, 2017).

A Mata Atlantica ¢ constituida principalmente de ecossistemas costeiros, morros e
serras, situados em meio a nove grandes bacias hidrograficas do Brasil, alimentadas pelos rios
Sdo Francisco, Paraiba do Sul, Doce, Ribeira de Iguape e Parand (Instituto Brasileiro de
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Florestas — IBF, 2017). Nela estd contida uma grande variedade de animais, plantas e
microrganismos, muitos dos quais s6 sao endémicos (TABARELLI et al., 2005). A partir do
Decreto Federal 750/93 foi definido que os ecossistemas que compdem a Mata Atlantica sdo
as florestas ombrofilas (densa, aberta e mista), florestas estacionais (decidual e semidecidual),
mangues e restingas. Adicionalmente pode-se incluir ecossistemas associados como o0s
campos de altitude, brejos interioranos e ilhas oceanicas no litoral.

As florestas ombrofilas sdo caracterizadas por uma vegetagdo de grande porte
estabelecida ao longo da cordilheira atlantica, condicionada pelas altas temperaturas e
umidade. A composi¢ao vegetacional passa a incluir florestas de araucarias e pinheirais a
medida que o relevo aumento nos planaltos (SOS Mata Atlantica, 2018). J4& as florestas
estacionais compreendem-se vegetacdes transicional entre as florestas de encostas litoraneas
para as formacdes abertas, as quais sdo influenciadas pelo cardcter sazonal bem definido de
periodos chuvosos e de secas. Esta fitofisionomia € caracterizada pela presenga de arvores de
comportamento decidual ou semi-decidual (desprendimento da folhagem na estagdo seca) que
podem compor de 10 a 80% da paisagem (SOS Mata Atlantica, 2016). As florestas de
tabuleiros, por sua vez, se desenvolveram em planicies oriunda dos sedimentos de terciario,
apresentando suaves ondulagdes a 20-200 m em rela¢do ao nivel do mar. De acordo com
Rizzini (1979) apud SOS Mata Atlantica (2018), de modo geral a vegetacdo que ocorrem nas
proximidades do litoral se distinguem daquelas encontradas mais no interior do continente, €
isso € decorrente de um gradiente climatico/topografico. No interior do nordeste ainda pode-
se observar presenca dos brejos de altitude, o qual ¢ caracterizado pela formagao de ilhas de
florestais (florestas ombrofilas) geradas a partir do efeito orografico do relevo mais elevado
(superior a 600m) sobre as massas de ar vindo oceano Atlantico, resultando em uma
precipitacdo média superior a 850 mm. Um outro ecossistema marcante sdo as restingas,
sendo estas caracterizadas por vegetacao crescendo nas planicies sedimentares, geralmente
dando acesso as areas de desembocaduras fluviais (GOMES, 1995).

Esta heterogeneidade dos ecossistemas estd interligada com a grande extensao
longitudinal que cobre uma grande variedade de zonas climaticas. De acordo com IBGE
(2004a) ha um predominio do clima quente (equatorial ou tropical) que se estende do Rio
Grande do Norte ao Espirito Santo, com esta¢do seca variando de um a trés meses no ano.
Nestas regides a temperatura média é superior a 18°C. Nas mediagdes dos estados do Rio de
Janeiro, Minas Gerais e Espirito Santo apresentam-se zonas de transicdo para os climas
subquente € mesotérmico brando com média de temperatura entorno de 15 a 18°C ¢ 10 a 15
°C, respectivamente. A medida que se avanga para o sul do Brasil o clima mesotérmico ganha
maior expressdao, comecando no estado de Sdo Paulo e se estendendo para os estados de Santa
Catarina, Parand e Rio Grande do Sul. De acordo com a classificacdo de Koppen a Mata
Atlantica possui 7 diferentes climas, sendo estes: Af, Aw, As, Cfa, Cfb, Cwa, Cwb
(ALVARES et al. 2014). Em meio a todas estas diferencas inerente a cada regido, uma
caracteristica as une como um bioma, o ar Uumido proveniente do oceano Atlantico que
proporcionam indices pluviométricos de at¢ 4000 mm em algumas regides da Serra da
Mantiqueira (TABARELLI et al., 2005).

Um outro fator importante na diversificacdo dos ecossistemas da Mata Atlantica ¢ em
relacdo ao relevo e geologia, que por sua vez estdo interligados com a formacdo de solos de
naturezas bastante discrepantes. Quanto a geologia, verifica-se um predominio de material de
origem do escudo cristalino (formagdo pré-cambriana), seguido de sedimentos recentes e
antigos dos periodos cenozoico e paleozoico, respectivamente, ¢ do derrame do basalto.
Destas formagdes geologicas, o escudo cristalino € o que abrange a maior parte da Mata
Atlantica, se estendendo do Parana até a regido do semiarido nordestino. Devido sua
constituicdo ser composta basicamente de rochas antigas graniticas e gnaisses, 0s solos
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formados a partir destes materiais tendem a apresentar caracter acido e baixa disponibilidade
de nutrientes, como por exemplo, Argissolos e Latossolos de caracter distroficos nas porgdes
médias e bem drenadas das paisagens; Planossolo e Gleissolo nas areas de baixadas; e
Cambissolo nas faces mais escarpadas de serras e montanhas. Pode-se observar a presenca
marcante de feigcdes montanhosas ao longo do litoral Atlantico decorrente de dobramentos
recentes € pouco desgastados dando-lhes formatos de “meias laranjas”. Estes dobramentos
foram definidos pelo professor Aziz N. Ab'Sdber como “mar de morro” em alusdo as ondas
do mar.

Ao sul do Brasil existe uma grande mancha de rochas de natureza baséltica decorrente
de um evento vulcénico recente (Periodo Cretaceo) e que se espalhou a longo da bacia do
Parana (LEINZ, 1949). Estas rochas sdao naturalmente constituidas por minerais basicos, o que
proporcionam a formagdo de solos mais ricos em nutrientes, como por exemplo, Nitossolo e
Latossolo eutrofico. Na planicie litoranea do Brasil o que se observa € a presenca sedimentos
do periodo tercidrio, que por natureza sao pobres em nutrientes. Nesta formagdo encontram-se
os tabuleiros costeiros e as falésias, onde pode-se notar as diferentes deposi¢des de materiais
ao longo das formagdes das paisagens (SOS Mata Atlantica, 2016). De acordo com Magnago
et al. (2010) no Espirito Santo pode-se identificar quatro principais classes, as quais estdo
correlacionadas com relevo e a drenagem. Nas posi¢des mais baixas, hd um predominio da
classe Gleissolos, enquanto que nas areas sob influéncia da floresta também pode-se
identificar a classe Organossolo. Nas por¢cdes mais drenadas foram identificadas as classes de
textura mais arenosa, como Spodossolo e principalmente Neossolo. Este cendrio também pode
ser observado no litoral paulista, onde os solos foram essencialmente de textura arenosa,
apresentando sedimentos provenientes do mar ou sedimentos coluviais das encostas
(COELHO et al., 2010).
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3. CAPITULO1

SIMBIONTES DE MIMOSAS EM DIFERENTES BIOMAS
BRASILEIROS
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3.1. RESUMO

A nodulacdo de mimosas por beta-rizobios tem sido alvo de muitas pesquisas ao redor do
mundo. No Brasil, os estudos prévios mostram uma completa supremacia de
Paraburkholderia associadas as espécies de mimosas disseminadas e endémicas do Cerrado e
do Caatinga. Entretanto a diversidade em outros biomas ainda ¢ um mistério. Este estudo se
propds trazer a luz a diversidade destes simbiontes nos quatro maiores biomas brasileiros,
através de técnicas de microbiologia convencional, microscopica e de biologia molecular.
Foram isoladas 724 rizobios de 16 espécies de mimosas invasivas € endémicas, perfazendo 25
sitios dentro dos biomas Amazonia, Cerrado, Caatinga e Mata Atlantica. A maioria destes
isolados apresentou rapido crescimento, reacdo alcalina em meio de cultura, e colocacdo
variando entre creme e amarela. Uma coleg@o de 188 isolados representativos foi selecionada
com base na técnica de Box-PCR e nos perfis fenotipicos, para os testes de nodulacdo onde
verificou-se que 106 (55%) induziram nodulagdo e representaram cerca de 80% da colecao
geral. Estes isolados induziram diferentes fenotipos de nodulacao dependendo da espécie e
estirpe inoculada, destacando a variagdo da coloragdo, a quantidade e os tamanhos dos
nodulos produzidos. Entre os isolados que exibiram capacidade nodulifera, 98 foram
utilizados nos estudos filogenéticos utilizando os genes 16S rRNA e recA, bem como a
filogenia dos genes simbioticos (nifH e nodC). Os beta-rizobios, incluindo Paraburkholderia
e Cupriavidus, foram os principais simbiontes encontrados, e os estados da Bahia, Goiés e
Parand foram os unicos que obtiveram uma dominancia completa por isolados do género
Paraburkholderia. Cupriavidus apresentou ampla distribuicdo sendo encontrado em todos os
biomas analisados, exceto no Cerrado. Neste bioma, Paraburkholderia spp. foram dominantes
nos ambientes naturais, enquanto que em uma condi¢do de solo alterado (pH 7) observou-se
uma mudanca na dominancia, em que Rhizobium sp. constituiu o principal simbiontes de
Mimosa pudica em Brasilia. Estes isolados posicionaram-se separadamente de qualquer outra
espécie relacionada, indicando se tratar de uma nova espécie. O género Rhizobium também
esteve presente em noddulos de mimosas dos estados do Ceara, Minas Gerais e Rio de Janeiro,
mas as proporcdes ndo passaram de 2%. J& em Roraima estes simbiontes representaram quase
40% dos isolados. Com base nas arvores filogenéticas dos genes nodC e nifH foi possivel
observar poucas incongruéncias intraespecificas. Entre os isolados do género Cupriavidus
houve uma distingdo entre genes dos isolados provenientes da América do Sul e de outros
simbiontes de regides vizinhas.

Palavras-chave: Beta-rizobios. Bioma. Cupriavidus. América do Sul.
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3.2. ABSTRACT

The nodulation of mimosas by beta-rhizobia has been the subject of much research around the
world. In Brazil, the previous studies show a complete supremacy of Paraburkholderia
associated with the species of disseminated and endemic mimosas of Cerrado and Caatinga.
However, diversity in other biomes is still a mystery. This study aims to bring to light the
diversity of these symbionts in the four largest Brazilian biomes, using conventional
microbiology, microscopic and molecular biology techniques. 724 rhizobia from 16 invasive
and endemic mimosas species were isolated, making up 25 sites within the Amazon, Cerrado,
Caatinga and Mata Atlantica biomes. Most of these isolates presented rapid growth, alkaline
reaction in culture medium, and placing varying between cream and yellow. A collection of
188 representative isolates was selected based on the Box-PCR technique and phenotypic
profiles for nodulation tests where 106 (55%) induced nodulation and accounted for about
80% of the overall collection. These isolates induced different nodulation phenotypes
depending on the species and inoculated strain, highlighting the color variation, quantity and
size of the nodules produced. Among the isolates that exhibited noduliferous capacity, 98
were used in phylogenetic studies using the 16S rRNA and recA genes, as well as the
phylogeny of symbiotic genes (nifH and nodC). Beta-rhizobia, including Paraburkholderia
and Cupriavidus, were the main symbionts found, and the states of Bahia, Goias and Parana
were the only ones that obtained complete dominance by isolates of the genus
Paraburkholderia. Cupriavidus presented a wide distribution being found in all biomes
analyzed, except in the Cerrado. In this biome, Paraburkholderia spp. were dominant in
natural environments, whereas in a modified soil condition (pH 7) a change in dominance was
observed, in which Rhizobium sp. was the main symbiont of Mimosa pudica in Brasilia.
These isolates were positioned separately from any other related species, indicating whether it
was a new species. The genus Rhizobium was also present in mimosas nodules from the states
of Ceard, Minas Gerais and Rio de Janeiro, but the proportions did not exceed 2%. In
Roraima, these symbionts represented almost 40% of the isolates. Based on the phylogenetic
trees of the nodC and nifH genes, few intraspecific incongruities could be observed. Among
the isolates of the genus Cupriavidus there was a distinction between genes from isolates from
South America and other symbionts from neighboring regions.

Key words: Beta-rhizobia. Biome. Cupriavidus. South America.
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3.3. INTRODUCAO

Mimosa constitui-se um dos mais maiores géneros de leguminosas no mundo com
cerca de 536 espécies descritas (LEWIS et al., 2005). Sendo essencialmente plantas tropicais,
elas ocorrem naturalmente na América do Sul, América central, na por¢cao Sul da América do
norte, Sudeste a Africa e Sul da Asia (DOS REIS JUNIOR et al., 2010; BONTEMPS et. al.,
2010; BONTEMPS et. al., 2016; PLATERO et al., 2016; ANDRUS et al., 2012; SIMON et
al., 2011; GEHLOT et al., 2013). Embora nao se saiba o centro de origem do género Mimosa,
as evidéncias mostram que as espécies mais antigas sdo provenientes da América tropical
(SIMON et al., 2011).

Neste cenario o Brasil ¢ o pais com o maior nimero de espécies de mimosas 358
(DUTRA; MORIM, 2015). S6 no bioma Cerrado estima-se existir mais de 269 espécies, das
quais muitas destes sdo endémicas, e que evoluiram em terras altas do planalto central
brasileiros e sob solos 4cidos e pobre em nutriente (DUTRA; MORIM, 2015). Enquanto o
Cerrado e a Caatinga foram os principais alvos de pesquisas relacionados a diversidade de
mimosas e seus parceiros simbionticos, os outros biomas brasileiros foram pouco estudados e
ainda ndo se conhece a real diversidade, podendo conter espécies de mimosas e rizobios
totalmente novas. A heterogeneidade de ecossistemas ¢ fator evolutivo importante para o
processo de especiagdo, pois as caracteristicas intrinsecas de cada solo, bem como as
fitofisionomias, relevo e clima, exercem pressdes ambientais necessarias para a selecdo e
perpetuagao das diferentes linhagens de organismo mais bem adaptadas as condigdes.

Os estudos mostram que mimosas brasileiras, sobretudo as do Cerrado e Caatinga, sao
noduladas majoritariamente por rizoébios do género Paraburkholderia, que pertencem a
subclasse B-proteobacteria (DOS REIS JUNIOR et al., 2010; BONTEMPS et al., 2010). O
género Cupriavidus, que também pertence a subclasse das P-proteobacteria, possui dois
representantes noduliferos com grande afinidade com mimosas, havendo relatos de ocorréncia
em varias partes do mundo (PLATERO et al., 2016; MISHRA et al., 2012; CHEN et al.,
2003a; LIU et al., 2012). Recentemente, estirpes de Cupriavidus foram isoladas de M. pudica
no Rio de Janeiro (DALL’AGNOL et al., 2017). Adicionalmente, Silva et al. (2012)
evidenciaram que estirpes de Cupriavidus necator nativas do Brasil sdo capazes de nodular
leguminosa como Mimosa caesalpiniifolia, Leucena leucocephala, Macroptilium
atropurpureum € Phaseolus vulgaris. Apesar disso a ecologia e a biogeografia deste
simbionte no Brasil permanece uma questao a ser esclarecida.

Estudos mostram que Cupriavidus estao presentes na América do sul em paises como
o Guiana Francesa e Uruguai (MISHRA et al., 2012; PLATERO et al., 2016), sob diferentes
caracteristicas de solo, clima e mimosas hospedeiras. Estes resultados mostram que
Cupriavidus ¢ um simbionte de mimosas cosmopolita assim como Paraburkholderia,
ressaltando ainda mais a necessidade de explorar a diversidade de rizébios de mimosas em
outros biomas do Brasil.

Com relacao a rizobios de mimosas da subclasse a-proteobacteria, os dados mostram
que estes simbiontes ndo sdo expressivos na América do sul, e sdo encontrados eventualmente
em nodulos de mimosas invasivas, como por exemplo, Mimosa pudica e M. xanthocentra
(MISHRA et al., 2012; DOS REIS JUNIOR et al., 2010; BONTEMPS et al., 2010). Estes
resultados se contrapdem, por exemplo, com os cendrios encontrados no México e India, onde
estes ndo sO estdo presentes como também sdo dominantes (BONTEMPS et al., 2016,
GEHLOT et al., 2013). Segundo estes autores isso pode ter sido reflexo de um processo de
co-evolucdo relativamente recente (10 M.a.), em que as caracteristicas dos solos mais
alcalinos, juntamente com os genétipos dos hospedeiros, favoreceram/selecionaram o
estabelecimento desta simbiose. Diante disto, alguns questionamentos devem ser elucidados
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para uma melhor compreensdo da biogeografia e ecologia destes organismos, como: Qual a
real diversidade de rizobios de mimosas do Brasil? Qual sua relagdo com o ambiente e
hospedeiro? E por fim, que ligagdo eles teriam com os simbiontes de outros centros de
diversidade de mimosas?

Portanto, este estudo procurou contribuir para um novo panorama de simbionte de
mimosas no Brasil a partir de um estudo taxondmico de rizobios em diferentes estados
brasileiros dentro dos biomas Amazonia, Cerrado, Caatinga e Mata Atlantica, e elucidar
fatores associados a ocorréncia dos grupos de rizoébios em cada um deles.

36



3.4. MATERIAL E METODOS
3.4.1. Amostragem e isolamento

Os nddulos foram coletados das raizes de 16 espécies de mimosas crescendo
espontaneamente nos estados de Roraima (RR), Ceara (CE), Bahia (BA), Goias (GO),
Espirito Santo (ES), Sao Paulo (SP), Minas Gerais (MG), Rio de Janeiro (RJ), Paranéd (PR) e
Distrito Federal (DF) perfazendo um total 25 sitios de coletas dentro dos biomas Amazodnia,
Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica (Anexo A). Estes nddulos foram armazenados em
recipientes contendo silica-gel (méximo 30 dias) até o isolamento das bactérias.

Em cada localidade também foram coletadas amostras de solo na camada de 0-20 cm
da regido rizosférica das mimosas, procedendo o armazenamento em sacos plasticos e o
transporte para a sede da Embrapa Agrobiologia, onde foram avaliados os atributos de pH e
fertilidade do solo, segundo metodologia descrita em Embrapa (2011).

Os rizobios foram isolados a partir de duas metodologias:

1) Isolamento de amostras coletadas in situ: Os nodulos obtidos diretamente de espécies de
mimosas em campo (Figura 5) e em seguida foram submetidos as etapas de reidratagcdo dos
nddulos (1h em 4gua destilada), desinfestagdo (5 min em hipoclorito de sodio 5%), maceragdo
do noddulo sobre o meio de cultura YMA contendo indicador vermelho congo a 0,25%
(FRED; WAKSMAN, 1928) e estriamento do extrato dos nddulos sobre a superficie do meio
de cultura. As placas foram incubadas (B.O.D.; 10 dias; 28°C) e as colonias crescidas com
aspecto esbranquigcado foram sucessivamente repicadas no meio YMA com indicador azul de
bromotimol (5 mL L™ & 0,05%) até a sua purificagdo.

Figura 5. Sitios de coleta de nodulos de mimosas e solos em diferentes ambientes. A ¢ B) M.
pudica proximos a residéncias; C) M. quadrivalvis sobre areas de pasto abandonado; D e
E) Mimosa sp. dentro perimetro urbano de Boa Vista, RR; E) Nodulos de Mimosa sp.

2) Extracio de rizébios de solo: Amostras de solo de Lavras-MG e Seropédica-RJ, onde
haviam evidéncias da ocorréncia de estirpes de bactérias do género Cupriavidus nodulifero
(SILVA et al.,, 2012; Euan K. James, Comunica¢do pessoal), foram utilizadas em um
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experimento de “plantas iscas” (figura 6). Para isso, sementes de quatro leguminosas que tem
afinidade tanto com Alfa-rizobios quanto com Beta-rizobios (Macroptilium atropurpureum,
Phaseolus vulgaris, Mimosa pudica e Sesbania virgata) foram pré-germinadas em meio de
cultura 4gar-agua (1%), e apos trés dias, foram plantadas em vasos de PVC preenchidos com
vermiculita e solugdo nutritiva de Noris estéreis. As sementes de M. pudica ¢ S. virgata foram
inicialmente tratadas com acido sulfurico concentrado (10 min) para a quebra da dorméncia.

Posteriormente as plantulas foram inoculadas com 1 mL da suspensao de solo (5g de
solo em 45 mL de destilada estéril) sobre as raizes e mantidos em camara de propagacdo
vegetal sob sistema de iluminacao controlada (sistema Leds Tecnal ajustado para fotoperiodo
de 12h de luz) e temperatura ambiente (28°C) durante 45 dias para formacao dos nddulos. Os
rizobios foram isolados destes nodulos executando as mesmas etapas detalhadas na primeira
metodologia. Para selecionar apenas os simbiontes de mimosas. Todos estes rizobios foram
autenticados em M. pudica utilizando a metodologia descrita no item 3.2.3.

Figura 6. Experimento de “planta isca” aos 21 dias ap6s inoculagdo (DAI). Os tratamentos
indicados pelas numeracdes 2617, 2616 e 417 foram inoculados com suspen¢des de solos
de Lavras-MG e Seropédica-RJ, respectivamente.

Ao final do isolamento e purificacdo, cada bactéria foi morfologicamente
caracterizada em meio de cultura YMA promotimol), cOnsiderando os seguintes atributos: tempo
de crescimento, pH do meio de cultura, coloragdo da colonia, forma da coldnia, perfil da
colonia e produ¢do de muco. Parte da massa celular de cada isolado foi utilizada para
formacdo de uma suspen¢do em solucao crioprotetora (agua-glicerol 50%), que por sua vez
foi transferida para microtubos de 2 ml e armazenados em freezer a -20°C e -80°C.

3.4.2. Sele¢ao de bactérias representativas

Os isolados foram selecionados a partir das andlises de agrupamento baseados em
perfis de BOX-PCR. Para isso foi preparada uma suspensdo bacteriana de cada isolado
adicionando uma al¢ada da cultura pura em microtubo de 0,6 ml contendo 100 pl de dgua
ultrapura estéril. Uma aliquota de 1 pl desta suspensdo foi adicionada em cada reagdo de
BOX-PCR contendo o primer BOX AIR (5° CTACGGCAAGGCGACGCTGACG 3’),
reagentes de PCR (Anexo C) e amplificada procedendo as etapas de uma desnaturacdo inicial
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(95°C por 5 min), seguida de 30 ciclos de amplificagdo (94°C por 1 min; 53°C por 1 min;
65°C por 8 min) e uma etapa de extensao final (65°C por 16 min).

Os perfis de BOX foram obtidos através de eletroforese ajustada para 300 min a 90 V
em gel de agarose 2%. Os géis foram corados em solu¢do de brometo de etideo por 10 seg,
descorado em agua destilada por 1 h e fotodocumentado em sistema com transluminador UV.
Os perfis foram analisados utilizando a programa Bionumerics (Applied Mathematics,
Kortrijk, Bélgica, v.7.1) adotando o coeficiente de Jaccard (JACCARD,1912) e algoritmo
UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean, SNEATH; SOKAL, 1973).
Alternativamente, para as bactérias as quais ndo foram possiveis a obtencdo dos perfis de
BOX-PCR (26% da cole¢ao) utilizou-se os perfis baseados em atributos morfoldgicos como
critério de agrupamento.

Para a andlise de agrupamento por Box-PCR foi adotado o limite de similaridade de
70% para a separagdo dos grupos, os quais foram identificados com as siglas dos estados de
origem e numeragdes sequenciais (ex. Grupo 1 do Rio de Janeiro = RJ-G1). De cada grupo foi
selecionado pelo menos um isolado para ser autenticado em M. pudica e proceder a
caracterizagdo molecular.

3.4.3. Autenticacao dos isolados em Mimosa pudica

Cada isolado selecionado foi submetido ao postulado de Koch para a confirmagao da
sua capacidade nodulifera, bem como para caracterizacdo dos nodulos. Foram utilizadas M.
pudica como planta hospedeira, por se trata-se de uma espécie de ampla distribui¢ao no Brasil
e ser capaz de nodular com alfa e beta-rizobios (KLONOWSKA et al., 2012; MISHRA et al.,
2012).

As sementes foram escarificadas (10 min em d&cido sulfurico concentrado)
desinfestadas (30 seg em alcool 97,4%; 5 min em perdxidos de hidrogénio; sucessivas
lavagens com agua destilada estéril), pré-germinadas em placas de Petri contendo agar-agua
1% e incubadas em estufa B.O.D a 28°C por 48h. As plantulas, entdo, foram transplantadas
para tubos de ensaio (200x30 mm) contendo vermiculita estéril (GEHLOT et al., 2013) e
solucdo nutritiva de Noris (sem fontes de nitrogénio) ajustada para pH 6,8 (NORRIS e
T°MANNETIJE, 1964) (Figura 7). As plantulas foram inoculadas a partir das raizes
adicionando 1 ml de cultura pura dos isolados selecionados e crescidos em meio YM por 72h.
O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado dentro de camara de
propagacao vegetal e condi¢des controladas (28°C e fotoperiodo de 16h de luz).
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Figura 7. Experimento de autenticagdo dos isolados representativos dos grupos de Box-PCR
e Matriz de similaridade. A) Sistema de cultivo com iluminagao controlada; B) Sistema
de cultivo em tubos contendo vermiculita e solugao nutritiva estéril.

As plantas foram colhidas aos 45 DAI sendo agrupados em padrdes de nodulacao
baseados no tamanho (Pequeno: < 2 mm; Médio: 2 — 4 mm; Grande: > 4 mm), coloragdo e
atividade de Leg-hemoglobina (legHg).

3.4.4. Microscopia dos nodulos

Os nodulos obtidos na autenticagdo foram cortados longitudinalmente e preservados
em frascos de penicilina, a vacuo, contendo solug¢do de glutaraldeido (2,5% em tampao
fosfato 50 mM) e mantidos a 4°C até o procedimento de encapsulamento em resina.

Para o preparo das capsulas os nodulos foram retirados da solugdo com glutaraldeido e
o excesso de reagente foi removido através de sucessivas imersdes em tampao fosfato 0,25%
por 15 min cada. As estruturas dos nodulos foram fixadas utilizando solucdo de tretréxido de
O0smio por 1h, procedendo a remocao dos residuos como descrito anteriormente. Em seguida,
as amostras foram desidratadas a partir de uma série alcodlica (imersao em etanol por 15 min
em cada graduacao: 30%; 50%; 70%, 80%, 85%, 90%, 95%, 100%), transferidas para frascos
contendo resina RL-White e incubadas em geladeira (4°C) por 7 dias. Por fim, os nodulos
foram transferidos para capsulas de gelatina preenchidas com resina RL-White e incubados
em estufa a 60°C durante 12 h para a polimerizagao.

As capsulas foram seccionadas com espessura semifina (Ipum) utilizando um
micrétomo. As secgdes foram fixadas nas laminas de vidro através de aquecimento em placas
térmicas e coradas com azul de toluidina 1% por 10 seg e outra coloracdo adicional com
safranina por 10 seg (0,005% em agua). Ao final de cada etapa os excessos de corantes foram
gentilmente removidos aplicando agua corrente sobre as laminas, as quais foram secas em
temperatura ambiente. As amostras foram observadas em microscopio Optico sobre as
objetivas de 10 e 40x no The James Hutton Institute (Dundee, Escocia).

3.4.5. Caracterizacio molecular

Os isolados selecionados foram cultivados em tubos Falcon estéreis contendo 10 ml de
meio YM por 48h e centrifugados para a obtengdo do pellet de células. O sobrenadante foi
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drenado utilizando uma pipeta estéreo e as células foram ressupendido em 2 ml de agua
ultrapura para a extragdo do DNA. Para os procedimentos de extracio de DNA foram
utilizados os reagentes do kit Wizard® Genomic DNA Purification (Promega®), seguindo as
recomendacdes do fabricante, e utilizando a enzima RNAse proteinase K. Todos os genes
foram amplificados através de PCR utilizando o pacote de reagentes GOTaq polimerase
(Promega®), seguindo as reagdes e condigdes de amplificagio listados em anexo C.

Os genes 16S rRNA, recA, nodC e nifH foram amplificados usando os pares de
primers e condi¢des descrita em anexo C. A qualidade e quantidade dos fragmentos
amplificados foram verificadas através de eletroforese (1h a 90 V) aplicando 1 pl do produto
de PCR em gel de agarose 1% e comparado com marcador Low DNA Mass Ladder
(Invitrogen®). Todos os géis de agarose foram corados e fotodocumentados de acordo com a
metodologia descrita para o Box-PCR.

Os produtos de PCR foram purificados utilizando QIAquick PCR Purification Kit e
sequenciados em sequenciador 3730xl (Applied Biosystems™) usando os mesmos pares
primers utilizados para a amplificag. As sequéncias foram editadas no programa Bionumeric
(Applied Mathematics, Kortrijk, Bélgica, v.7.1) e comparadas com outras sequéncias através
da ferramenta BLASTn (www.ncbi.nlm.nih.gov) para obtencao da identidade do isolados.

A reconstrugdo filogenética foi realizada a partir do alinhamento multiplo das
sequéncias utilizando a ferramenta ClustalW do programa MEGA 7.0 (KUMAR et al., 2016)
e as arvores filogenéticas foram construidas pelo método estatistico Maximum Likehood com
calculo de distancia pelo modelo Jukes-Cator (JUKES; CATOR, 1969) com 1000 repetigdes.

3.4.6. Biodistribuicao dos simbiontes de mimosas
A biogeografia dos isolados foi estimada com base nas identidades das sequéncias do
gene 16S rRNA de cada isolado representante e extrapolada para os demais membros dos

grupos, de acordo com a equagdes abaixo:

Equacio 1. Propor¢ao dos géneros de rizobios em cada estado.

2:( isolados representados pelos rizébios selecinados de cada género)

100
Total de rizdbios *

Equacio 2. Representatividade da colecdo de cada Estado

Z( isolados nos grupos de Rhizobium, Paraburkholderia e Cupriavidus)

- x 100
Total de isolados de cada estado

Os resultados da distribuicdo dos simbiontes foram plotados em graficos no mapa de
biomas do Brasil elaborado a partir do programa livre Quantum Gis (v. 2.18) utilizando a base
de dados do IBGE.
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3.5. RESUTADOS E DISCUSSAO
3.5.1. Distribuicao das plantas hospedeiras e caracteristicas de fertilidade do solo

O estudo foi baseado em simbiontes de dezoito espécies de mimosas nativas do Brasil,
incluindo espécies amplamente disseminadas e invasivas como M. pudica, M.
caesalpiniifolia, M. tenuiflora e M. quadrivalvis, e espécies endémicas do bioma Cerrado
(Tabela 4).

A espécie M. pudica foi a principal planta hospedeira no Brasil, sendo encontrada em
todos dos Estados brasileiros, exceto em Goids. Neste estudo grande parte das amostras foram
coletadas de M. pudica crescendo espontancamente em encostas de rodovias, solos
antropizados dentro de perimetros urbanos e areas de pasto. Portanto, embora M. pudica seja
uma espécie nativa do Brasil, a expansdo das populagdes pode ter sido favorecida pelas agdes
humanas sobre estes ambientes.

A ocorréncia de algumas espécies como M. pudica, M. pigra e M. diplotricha sdo
frequentemente relacionados aos seus comportamentos invasivos causando problemas, seja
voltado ao disturbio a biodiversidade ou as atividades do homem. A espécie M. diplotricha
(sinom. M. invisa) ¢ considerado pela FAO uma das mais expressivas ervas daninhas de
distribuicao global, sendo encontrada Asia (india, Sri Lanka, Indonésia, Tailandia Taiwan,
Vietna, Malasia, Filipinas, Cambddia e China) Africa (Nigéria, Etiopia, Malaui, Gana e
Guiné) e varias ilhas do pacifico incluindo Australia e Papua Nova Guiné¢ (EKHATOR et al.,
2013).

Sua capacidade de disseminagdo, em parte se explica pela sua versatilidade fisioldgica
associado as condigdes edafoclimaticas encontradas no Brasil. A temperatura mais elevada
das regides equatoriais-tropicais ¢ a regimes de chuvas com média anual acima de 1500mm
propiciam condi¢des para elevada taxa de germinacdo das sementes e um rapido
desenvolvimento vegetal, dando-lhes vantagens para dominacdo dos diversos ambientes.
Além disso, a produgdo e propagacdo de sementes ¢ extremamente eficiente. De acordo com
Ekhator et al. (2013) M. diplotricha pode langar ao solo em média 10.000 sementes por ano,
que podem ser facilmente transportadas a partir de rajadas vento ou agarradas em animais. O
comportamento de M. pudica é tao agressivo quanto o de M. diplotricha, e por diversas
ocasides podem formar extensos campos colonizados unicamente por M. pudica. De fato, este
cenario foi constado ao longo das coletas no estado de Roraima (dados ndo apresentados),
seja nas areas urbanas ou semiurbanas.

Adicionalmente, a fisiologia versatil dessas plantas permite a sobrevivéncia a
inimeras condicdes adversas, tais como a elevada acidez e elementos fitotoxicos (Al™). De
acordo com Souza Filho et al. (2001), os fatores de aluminio do solo, pH, calcio e magnésio
ndo influenciam sobre a germinacgdo das sementes. Os mesmos autores complementam que as
sementes de M. pudica apresentam crescimento satisfatorio em temperaturas acima de 30°C.
Considerando estes fatos, M. pudica pode facilmente se expandir no territorio brasileiro, bem
como em diversas regides tropicais.

Grande parte da ocorréncia de mimosas invasivas em locais ndo-nativos esta
relacionado a introdugdes recentes, sejam elas intencionais ou ndo, como relatado na Nova
Caledonia por Klonowska et al. (2012). De todo modo, a capacidade de se desenvolver e,
muitas vezes, dominar ambientes exdticos sem duvida tem a contribuicdo da FBN, garantindo
parte do suprimento de N, sobretudo em ambientes onde este elemento se encontra escasso.
Interessantemente, estudos mostram que algumas populacdes de rizobios associados a estas
mimosas ao redor do mundo apresentam pouca variabilidade genética em relagdo aos
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encontrados no continente americano, sugerindo uma disseminagdo recente, tanto de planta
quanto das bactérias (KLONOWSKA et al., 2012; CHEN et al., 2005b).

Tabela 4. Ocorréncia de mimosas hospedeiras nos diferentes estados brasileiros. (+) Espécie
encontrada nos sitios de coleta.

Mimosas Hospedeiras

Brasileios Boma  pHdSo 3 2 E 35T 5CEEEEEFEEG e
S555553535s52=3535 53

Roraima Amaz0Onia 49-57

Ceara Caatinga 53

Bahia Mata Atlantica 5,8

Espirito Santo Mata Atlantica 6,0 - 6,6

Rio de Janeiro Mata Atlantica 48-6,8

Minas Gerais Mata Atlantica 5,6

Sao Paulo Mata Atlantica 6,5-7,7

Goias Cerrado 5,5

Distrito Federal Cerrado 48-17,6

Parana Mata Atlantica ND

T M. pudica M.pud); M. caesalpiniifolia (M.cae); M. tenuiflora (M.ten); M. quadrivalvis (M.qua); M. ceratonia
(M.cer); M. polydactyla (M.pol); M. candolei (M.can); M. vellosiana (M.vel); M. gracillis (M.gra); M.
equinocaula (M.equi); M. pirynea (M.pyr); M. macrocephala (M.mac); M. somnians (M.som); M.
especiosissima (M.esp); M. diplotricha (M.dip); M. setosa (M.set); Mimosa sp. (M.sp).

1 pH ndo determinada (ND).

Neste estudo também foram encontradas outras espécies de comportamento invasivos
como M. quadrivalvis, M. candolei, ¢ M. diplotricha, no entanto, estas se concentraram
principalmente nos estados do CE, RJ, BA e DF (Tabela 4). Além dessas espécies invasivas
foram encontradas espécies de comportamento endémico como M. gracillis, M. polydactyla,
M. gracilis, M. echinocaula, M. pyrinea, M. macrocephala, M. sominians, M. speciosissima e
M. radula, sendo estas restritas as areas nativas de terras altas (acima de 1000m) do bioma
Cerrado. A ocorréncia de espécies endémicas nesta regido ja se constitui um fato consolidado
sendo reportados por diversos autores (SIMON; PROENCA, 2000; BONTEMPS et al., 2010;
DUTRA; MORIM, 2015). De acordo com Simon e Proenga (2000), mais de um quarto das
espécies mimosas de terras altas deste bioma sao endémicas, sendo um dos maiores centros de
diversidade de mimosas do mundo.

Com relacao a propriedade quimica dos solos verificou-se que 14 das 21 amostras
coletadas apresentaram pH 4acidos, ficando abaixo de 5,8 unidades (anexo A). Estes solos
foram provenientes dos biomas Amazonia, Caatinga, Mata Atlantica e do Cerrado. O pH
nesta faixa € bastante comum no Brasil, considerando os fatores de formagao do solo, onde
pode ser destacado o material de origem, geralmente de natureza de rochas graniticas e
gnaises, bem como o clima tropical, que contribui para uma intensa inteperizagdo do solo e
lixiviacdo das bases. De acordo com os dados de Rosolem (1990) apud Fageria e Stone
(1999) 64,3% dos solos brasileiros sdo acidos, consistindo as regides norte e centro oeste
aquelas com as maiores proporcdes (74%), seguidas pelo sudeste (63%), sul (57%) e nordeste
(41%).
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Nas demais amostras foram encontrados solos com pH entre 6 e 7,7.
Surpreendentemente, dois destes sitios corresponderam as amostras coletadas no planalto
central brasileiro, cujo pH ¢ naturalmente acido (ROSOLEM, 1990). Contudo, estes
resultados certamente foram ocasionados pelas alteragdes das caracteristicas naturais dos
ambientes, tais como atividades de calagem e introducdo de material exdgeno, considerando
que se tratam de areas de jardins da unidade da Embrapa Cerrados. O pH também se
apresentou mais elevado nos solos coletados nos municipios de Bananal-SP, Seropédica-RJ e
Itapemirim-ES, cujo as amostras foram de obtidas a partir de ambientes urbanos ou de
encostas de rodovias.

O fato de ter sido encontradas mimosas ocupando vastas areas com grande amplitude
de pH ndo ¢ surpreendente, na verdade, isto ratifica os resultados observados por Nuruddin e
Chang (1999) e Souza Filho et al. (2001) que demonstraram que mimosas possuem fisiologias
adaptadas a diferentes condi¢des de pH, podendo apresentar elevadas taxas de germinacgdo de
sementes e sobrevivéncia mesmo em pH tdo baixos quanto 4,7. Neste estudo os menores
valores de pH foram registrados em amostras coletadas na encosta de rodovia no municipio de
Casemiro de Abreu-RJ (pH = 4,88), em uma 4area desmatada de Paranagua-PR (pH = 4,90),
um sitio localizado préximo a um lago da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (pH
=4,90) e em um terreno baldio do municipio de Boa Vista-RR (pH = 4,96). Embora este pH
represente um fator limitante para muitas leguminosas, nenhuma amostra vegetal apresentou
sinais de deficiéncia nutricional, pelo contrario, as plantas possuiam partes aéreas bastante
vigorosas e raizes com quantidade razoavel de noédulos (dados nao apresentados).

Sob o ponto de vista da microbiota, o pH pode interferir na estrutura das populacdes
naturalmente estabelecidas, bem como nas interacdes entre microrganismos € seus parceiros
simbidticos (FERNANDES JUNIOR; REIS et al.,, 2008). Nos estudos que abordam a
diversidade de rizobios de mimosas, o pH ¢ sugerido como um dos principais moduladores da
simbiose, favorecendo ou limitando a colonizacdo dos rizobios (BONTEMPS et al., 2016;
MISHRA et al., 2012; DE CASTRO PIRES et al., 2018). Embora os estudos ndo mostrem
uma correlacdo direta sobre a colonizagdo por diferentes grupos de simbiontes, ¢ possivel
observar tendéncias, onde, nos solos mais &cidos hd um predominio de estirpes de
Paraburkholderia (MISHRA et al., 2012; MOULIN et al., 2001; BONTEMPS et al., 2010;
DOS REIS JUNIOR et al., 2010), enquanto que Cupriavidus sdo mais comumente
encontrados em solos de pH alcalino (LIU et al., 2012; KLONOWSKA et al., 2012; MISHRA
et al., 2012). No México e India, onde espécies de Rhizobium e Ensifer predominaram, os
solos se mostraram neutro-alcalinos ou alcalinos (BONTEMPS et al., 2016; GEHLOT et al.,
2013), demonstrando que este grupo de rizobios também sdo favorecidos em solos de pH
mais proximo da neutralidade. Os resultados desta pesquisa parecem suportar esta tendéncia,
havendo um predominio de isolados do género Paraburkholderia na faixa de pH 4,8 - 5,8,
enquanto que em um solo neutro-alcalino antropizado (pH = 6,6 - 7,7) do Distrito Federal
observou-se uma maior ocupac¢ao dos nodulos por estirpes de Rhizobium (figura 17 e anexo
B).

Nesta pesquisa também foram encontrados isolados de Cupriavidus nodulando
espontaneamente mimosas no Brasil. Este isolados foram provenientes de solos de pH
levemente acido ou neutro-alcalinos, dos estados do ES, RJ e SP, semelhantes as condi¢des
observadas por Mishra et al. (2012) na Guiana Francesa. Contudo, estirpes de C. taiwanensis
também foram encontrados em nodulos de M. pudicas e M. tenuiflora ao norte da Amazonia
(Roraima) e na Caatinga (Ceard) onde o pH dos solos foram 5,7 e 5,5, respectivamente. Este
resultado ¢ semelhante aqueles reportados por Platero et al. (2016) que constataram que o
género Cupriavidus ¢ dominante de mimosas nativas do Uruguai, mesmo estando
condicionados a solos de carater 4cido. Todos estes resultados indicam que a variavel pH do
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solo pode ter uma influéncia na colonizacdo de mimosas por diferentes grupos de rizébios.
Entretanto, deve-se considerar outros eventos/fatores que ocorrem concomitantemente com a
variagao do pH.

Um dos fatores edaficos importantes na dindmica da simbiose ¢ a presenga de Al
trocavel (A1), o qual constitui um dos elementos mais marcante nos solos tropicais. Quando
sua concentracdo atinge niveis elevados, as plantas tendem a apresentar sintomas de
deficiéncia nutricional e da capacidade de absorcao hidrica, uma vez que a anatomia radicular
¢ alterada apresentando atrofias no eixo radicular principal e espessamento das raizes laterais.
No caso das leguminosas, a presenca de altas concentragdes de A’ no solo pode resultar na
atrofiada das raizes prejudicando fortemente a simbiose, seja pela dréstica redugao de sitios de
infeccdo, ou pela adogdo de estratégias de sobrevivéncia, incluindo a regulacdo negativa da
nodulagdo. De acordo com Wang et al. (2006) o estresse pelas concentracdes elevadas de Al
induz liberagdo varios compostos de natureza acida organica. Adicionalmente Xue et al.
(2008) mostrou o Jasmonato ¢ um composto que pode interagir na sinaliza¢do da atividade da
peroxidase da parede celular e na sintese de lignina nas raizes expostas ao Al’". Neste sentido
a alteracdo do JA pode afetar a sensibilidade das plantas ao processo de infec¢ao dos rizobios
(SUN et al, 20006).

Assim como para a maioria das plantas, o Al” tem efeito negativo para muitos
microrganismos, incluindo rizobios. Segundo Fernandes Junior e Reis (2008), o Al™ interfere
nos momentos iniciais da nodulacdo na etapa de comunicagdo entre os parceiros simbidticos,
o que de uma forma geral interfere na sintese fatores de nodulacao (SANTOS; REIS, 2008),
além de provocar alteragdes morfologicas e na biossintese de componentes extracelulares,
como por exemplo na produgdo de EPS, que sdo reconhecidos nos estagios de pré-infecgao
por receptores radiculares (BROUGHTON et al., 2003; LOPEZ-LARA et al., 1993; PERRET
et al., 2000). Neste estudo, os indices de Al mais acentuado foi observado das amostras do
Parané nio ultrapassando 0,60 cmol..dm’ (Tabela em anexo A).

Um outro fator relevante em se tratando da simbiose de leguminosas e rizobios ¢ a
biodisponibilidade de nutrientes, os quais sdo necessarios para a realizacdo das atividades
vitais de ambos os organismos. Uma das principais fontes provedora de nutrientes no solo ¢ a
matéria organica (MOQO), que entre outros elementos também fornece o nitrogénio,
principalmente, nas formas de aminodacidos, peptideos e proteinas. Neste sentido o contetdo
de MO pode influéncia tanto no processo de nodulagdo quanto na ocupacao dos noédulos por
diferentes rizobios. De acordo com os experimentos conduzidos por Elliott et al. (2007) a
competitividade entre os grupos de rizobios de mimosa podem ser alteradas na presenga de
quantidade e fonte de N. Ao co-inocularem mudas de M. pudica com PAS44" (P.
mimosarum) ¢ LMG 19424" (C. taiwanensis), os autores observaram que em condi¢des que
simulavam solos de baixa fertilidade, as Paraburkholderia sao dominantes, ¢ a medida que o
nitrogénio torna-se mais presente no sistema, Cupriavidus aumenta sua capacidade
competitiva. O teor de carbono orgéinico total (COT), ndo foi avaliado em todos sitios de
coleta, impossibilitando assim, uma analise de correlagdo mais robusta deste atributo com a
distribuicdo dos rizobios encontrados em diferentes regides. Apesar disso foi observado que
os sitios contendo valores de COT acima de 2,5% (CE, DF) proporcionou uma maior
ocupacao dos nddulos géneros Cupriavidus e Rhizobium.

3.5.2. Simbiontes de mimosas do Brasil

O estudo totalizou 724 isolados dos quais aproximadamente um terco foram
provenientes de ambientes costeiros, florestais e urbanos do estado do Rio de Janeiro. Os
estados de MG, BA, ES, SP e PR, que também estdo sob influéncia do bioma Mata Atlantica,
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tiveram menos nddulos viaveis para o isolamento, o que resultou em cole¢des com poucos
representantes (Tabela 5). Contudo os dados mostraram ser representativos, com excec¢do da
colecdo de SP e ES, onde foram obtidas menos de 16 isolados. Apesar da baixa
representatividade, os estados do ES e SP apresentaram indicios de conter uma grande
diversidade de rizébios de mimosas havendo isolados do género Paraburkholderia e
Cupriavidus. Assim, fica evidente a necessidade de se realizar novas pesquisas mais
abrangentes para compreender melhor a estrutura e a dinamica dos rizébios de mimosas na
Mata Atlantica.

Tabela 5. Distribui¢ao bactérias isoladas de mimosas nos diferentes estados brasileiros.
Distribuicao dos isolados

Estados Brasileiros

Numero de isolados Proporcao relativa (%)
Roraima 36 4,97
Ceara 77 10,64
Bahia 58 8,01
Espirito Santo 16 2,21
Rio de Janeiro 221 30,52
Minas Gerais 87 12,02
Sao Paulo 3 0,41
Goias 52 7,18
Distrito Federal 128 17,68
Parana 46 6,35
Total 724 100,00

De um modo geral, a Mata Atlantica mostrou ser um bioma bastante diverso,
incluindo rizébios das subclasses alfa e beta-proteobacteria. Com base nos resultados de
sequenciamento do gene 16S rRNA foram identificados isolados dos géneros Rhizobium,
Paraburkholderia e Cupriavidus. Supreendentemente a existéncia de rizobios pertencentes ao
género Cupriavidus no Brasil ndo mostrou ser um fato isolado, ao invés disso, estes
simbiontes foram detectados em quatro dos seis estados analisados dentro do bioma Mata
Atlantica. Outros isolados do género Cupriavidus também foram obtidos a partir de amostras
originarias das regides norte e nordeste do Brasil nos estados de Roraima e Cearé. A presenca
de Cupriavidus nodulando mimosas no Brasil s6 havia sido demonstrada por Silva et al.
(2012) que isolaram estirpes de Cupriavidus necator de leguminosas crescidas em condi¢des
de viveiro no estado de Minas Gerais. Mais recentemente Dall’Agnol et al. (2017) obtiveram
o isolamento de Cupriavidus em amostras de ndédulos de M. pudica do bioma Mata Atlantica,
no estado do Rio de Janeiro. Assim estes resultados ndao s6 confirma a presenga destes
simbiontes no Brasil, como também dimensiona a sua distribui¢do em varios biomas,
principalmente na Mata atlantica.

A ocorréncia de Cupriavidus simbidticos no continente Sul-americano foi registrada
pela primeira ha seis anos por Mishra et al. (2012), deste de entdo alguns trabalhos pontuais
vem contribuindo para o entendimento da distribui¢do destes simbiontes. Mais recentemente
Platero et al. (2016) relatou uma situagdo de completa dominancia de estirpes de C. necator,
C. taiwanensis e, possivelmente, C. pinatubonensis em nddulos de cinco mimosas nativas do
Uruguai. Este isolados formaram um grupo monofilético de simbiontes, o que para os autores
¢ condizente com a existéncia de um importante centro de diversidade do género.
Interessantemente, a constituicdo genética de C. necator Uruguai e do Brasil sdo muito
semelhantes, podendo haver uma ligacdo entre as populacdes nessas duas localizagdes. Por
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outro lado, quando comparado com outros individuos do Guiana Francesa e do caribe,
verifica-se uma maior divergéncia genética, o que pode ser explicado por uma possivel
dispersdao das populagdes ao longo das américas e a instauragcdo de processo de especiacio.
Neste cenario a Mata Atlantica parece deter um importante papel de interligar diferentes
centros de diversidade de Cupriavidus na América do Sul, uma vez que a ocorréncia destes
simbiontes neste bioma tem sido cada vez mais frequente. J& a ocorréncia de Cupriavidus em
outras partes do mundo parece ser fruto uma introdu¢do recente. Nas Filipinas, por exemplo,
as constituicdes genéticas sdo muito similares as estirpes americanas, nao passando de 0,6%
de diferenca de nucleotideos nas sequéncias de genes conservados (ANDRUS et al., 2012).

O bioma Caatinga foi representado por 77 isolados de M. pudica e M. tenuiflora
obtidos dentro do perimetro urbano da cidade de Fortaleza (Campus da UFC e regido costeira)
e na regido semiarida, no municipio de Pentecoste- CE na fazenda experimental Vale do Curt
da Universidade federal do Ceara. Assim como os resultados obtidos no bioma Mata Atlantica
foram isolados alfa e beta-rizobios, incluindo isolados pertencentes a espécie de Cupriavidus
taiwanensis. Este foi o primeiro registro destes simbiontes dentro do bioma Caatinga, e
curiosamente, estes foram relacionados a espécie M. tenuiflora. De acordo com os dados de
Queiroz et al., (2009) M. tenuiflora ¢ uma leguminosa arbdérea de ampla distribuigdo,
ocorrendo desde o México até o Brasil, onde sdo associadas as regides secas do Nordeste.
Estima-se que esta leguminosa contribua significativamente para a adigdao se N no sistema, na
ordem de 130 kg.ha.ano (FREITAS et al., 2010). Apesar disso, pouco se sabe sobre os
simbiontes associados a elas. Mais recentemente, Freitas et al. (2014) isolaram 62 bactérias de
nddulos de M. tenuiflora da Caatinga, onde verificaram uma predominancia de bactérias com
caracteristicas fenotipicas correlacionadas ao género Paraburkholderia ou Rhizobium
(crescimento rapidos e exibindo reagdo acidos). Anteriormente, dos Reis Junior et al. (2010) e
Bontemps et al. (2010) haviam averiguado a ampla ocorréncia do género Paraburkholderia
em mimosas da Caatinga.

Por outro lado, a diversidade de rizobios de mimosas na AmazoOnia brasileira é
completamente desconhecida, embora represente um dos maiores centros de diversidade do
mundo, existem poucos trabalhos relacionados a simbiose Mimosa-rizobio. Neste estudo, 36
isolados foram obtidos de M. pudica e Mimosa sp. do Estado de Roraima, nos municipios de
Caracarai e Boa Vista, ambos situado dentro da ecorregido das savanas roraimenses, cujo as
caracteristicas edafoclimaticas e fitofisionomia se semelham bastantes aquelas encontradas no
Cerrado central do Brasil (BARBOSA et al. 2007). Estes simbiontes foram pertencentes aos
géneros Paraburkholderia, Cupriavidus ¢ Rhizobium, semelhante aos resultados encontrado
no pais vizinho, a Guiana Francesa (MISHRA et al., 2012). Neste estudo Paraburkholderia
foi o simbionte predominante de M. pudica em solos acidos, mas também foram constatados a
ocorréncia de Cupriavidus ¢ Rhizobium em solos alcalinos (MISHRA et al., 2012). De fato
esta estrutura de ocupag@o dos nodulos de mimosa da América do Sul, principalmente de M.
pudica, parece seguir um padrdo, onde as espécies de Paraburkholderia sdo naturalmente
dominantes, enquanto que Cupriavidus € Rhizobium sao dependentes de uma condi¢cao mais
especifica (genotipo do hospedeiro, condigdes edéaficas e competitividade das estirpes).

A colegdo dos isolados do bioma Cerrado foi composta 180 bactérias, sendo 52
proveniente de areas nativas de Pirenopolis-GO e 128 em Brasilia-DF. O Cerrado foi o tinico
bioma em que Cupriavidus esteve ausente, mesmo quando o pH era “favoravel” (pH neutro-
alcalino em Brasilia) para a ocorréncia destes simbiontes. Nos sitios de coleta em Pirenopolis
foram isolados somente representantes do género Paraburkholderia. A dominancia destes
simbiontes no Cerrado nativo foi amplamente evidenciado no estudo de Bontemps et al.
(2010). Contudo, em Brasilia, onde as condi¢des do solo foram atipicas (pH neutro alcalino),
a dominancia foi claramente alterada para Rhizobium. Este resultado levanta evidéncias de
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que Rhizobium simbiontes de mimosas estdo presentes no bioma Cerrado, mas que em
condigdes naturais estes simbiontes sdo suprimidos ou sdo menos competitivos em relacdo as
Paraburkholderia.

Em se tratando de competitividade entre simbiontes de mimosas € preciso ressaltar o
papel da variabilidade genética dos hospedeiros como um fator importante processo de
selecdo dos parceiros simbidticos (MELKONIAN et al., 2014). Ao emitirem suas raizes no
solo, as mimosas entram em contato com varios rizobios em potencial para desenvolvimento
da nodulacdo. O que faz com que um determinado grupo se sobressaia sobre os demais? Esta
¢ uma questdo complexa, que envolvem varios eventos simultaneos e condicdes ambientais
especificas ainda pouco esclarecidas. Melkonian et al. (2014), desenvolveram ensaios de
competicdo em que diferentes estirpes de Paraburkholderia e Cupriavidus foram co-
inoculadas com uma estirpe de P. phymatum marcada com GFP para avaliar as taxas de
ocupacdo dos nodulos em diferentes variedades de M. pudica de diferentes origens (1. var.
hispida/unijuga -Sementes comerciais; 2. var. tetrandra - Guiana Francesa; 3. var. ndo
identificada - Guiana Francesa; 4. var. unijuga — Taiwan). Os resultados mostraram que
independente das variedades testadas, Paraburkholderia foi o género mais competitivo.
Entretanto, para a variedade wunijuga nao foram observadas diferencas significativas de
competitividade entre as estirpes de Paraburkholderia e Cupriavidus, demonstrando
diferentes afinidades de hospedeiros pelas espécies de simbiontes.

Embora as espécies sejam as menores unidades taxondmicas, ndo se pode avaliar
todos individuos a elas pertencentes com iguais. Na verdade, como o processo evolutivo ¢
continuo, dentro de uma espécie estdo presentes varios organismos com pequenas variagoes
decorrente do processo de selegdo natural em condigdo especifica do ambiente. Neste sentido
uma espécie de rizobio pode apresentar diferentes comportamentos diante de uma leguminosa
nodulifera. Portanto, além da importancia do gendtipo das mimosas hospedeiras, como
discutido anteriormente, a competitividade intrinseca de cada estirpe ¢ um outro fator crucial
na dominancia da nodulagdo. Melkonian et al. (2014) avaliaram a competitividade de
diferentes estipes de simbiontes contra P. phymatum (STM 815 — GFP) para uma tUnica
variedade de mimosa. Os resultados foram apresentados em forma de ranking, onde nas
primeiras posi¢des ficaram as estirpes das espécies P. phymatum, seguido pelas as estirpes de
P. tuberum e P. mimosarum, que apresentaram uma maior irregularidade da nodulacao, ou
seja, estirpes com acentuada ocupacgdo dos nodulos e outras com ocupagao pouco expressiva.
Os resultados das estirpes de Cupriavidus nao foram muito diferentes em comparagdo as
estirpes de P. mimosarum, enquanto que as estirpes de diferentes espécies de Rhizobium
foram as que exibiram os piores resultados de nodulagao.

Com relagdo aos atributos fenotipicos em meio de cultura, verificou-se que todos os
isolados apresentaram crescimento rapido, com desenvolvimentos variando entre 2 e 3 dias
apods repicagem em meio de cultura YMA. Estes resultados estdo coerentes com os perfis dos
principais simbiontes encontrados no Brasil e outros centros de diversidade de Mimosa no
mundo (DOS REIS JUNIOR et al., 2010; MARTINS et al., 2015; BONTEMPS et al., 2016).

Apenas os isolados MIM 501 e MIM 484 coletados em Minas Gerais apresentaram
crescimento lento ou intermediario. Estes isolados foram originalmente obtidos a partir de
nddulos de “planta isca”, Vigna unguiculata e Sesbania virgata e foram identificadas como
Bradyrhizobium elkanii e Azorhizobium doebereinerae, respectivamente. Estes isolados foram
posteriormente autenticados em M. pudica apresentando nddulos aos 45 DAI. Contudo,
embora tenham sido realizadas diversas purificacdes em placa ¢ possivel a existéncia de
culturas mistas com outros simbiontes de mimosa. Embora algumas mimosas possam ser
noduladas por alfa-rizobios (BONTEMPS et al., 2016; GEHLOT et al., 2013), a presenca
deste simbiontes ocupando ndédulos de mimosa nunca havia sido registrada.
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Figura 8. Distribuicdo das bactérias isoladas de espécies de mimosas no Brasil segundo a
capacidade de alteracdo de pH do meio de cultura YMA. Barras com listras diagonais (pH
acido); Barras com listras verticais (pH neutro); Barras preenchidas em preto (pH
alcalino).

De modo geral, as bactérias que produziram reacdo alcalina foram predominantes,
representando 53% da colecdo, enquanto que 23% e 24% produziram reagdo acida e neutra,
respectivamente. O género Rhizobium ¢ frequentemente correlacionado com reacdo acida ou
neutra, enquanto que Cupriavidus spp. promovem uma forte alcalinizagdo do meio de cultura
(SILVA et al., 2012). Ja as espécies de Paraburkholderia apresentam uma grande amplitude
de crescimento em diferentes pH, apresentando tanto reacao de acidificacdo do meio de
cultura quanto alcalinizacdo. Resultados semelhantes também foram verificados entre Beta-
rizobios de Mimosa caesalpiniifolia do Nordeste do Brasil, onde as espécies de
Paraburkholderia predominaram (MARTINS et al., 2015).

O perfil de alcalinizagdo do pH foi o mais frequente entre os isolados obtidos nos
estados de RR, CE, ES, RJ, MG, SP e PR, com porcentagem variando entre 56 a 100% (figura
8). O estado de SP foi o tnico estado com 100% da isolados com reacdo de pH alcalina, sendo
estes identificados como pertencentes aos géneros Cupriavidus e Paraburkholderia. Vale
ressaltar que a diversidade de rizobios neste sitio de estudo ndo foi bem representado sendo
este resultado derivado de apenas trés isolados. Os demais estados continham entorno de 60%
de bactérias com esta caracteristica. De acordo com Hara e Oliveira (2005) a capacidade de
alcalinizar o meio de cultura pode estar associada a mecanismos de resisténcia aos efeitos da
acidez do solo, bem como a neutraliza¢do de elementos toxicos, como por exemplo o Al*".
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As bactérias que nao alteraram o pH do meio (neutro) foram encontradas em maiores
propor¢cdes no DF, GO e RR (figura 8), sendo estes associados a perfis morfologicos
compativeis com o género Rhizobium. Ja as bactérias de que acidificaram o meio de cultura
foram predominantes nos estados do ES e também em GO.

A partir de uma andlise conjunta de todos os atributos morfoldgicos foi possivel
separar as bactérias em 23 perfis (Tabela 6), sendo que 82% destes isolados foram reunidos
nos perfis 1 ao 21 junto com outras estirpes identificadas como noduliferas. Cerca de 10%
foram agrupadas com estirpes ndo noduliferas e apresentaram colonias irregulares, pH
geralmente acido, e apenas 7,7% ndo foram contempladas com nenhum perfil apresentado
nesta analise.

Bactérias identificadas como Paraburkholderia exibiam uma grande variedade de
caracteristicas fenotipicas, sendo agrupadas em 17 perfis morfoldgicos, dos quais os perfis de
1 ao 8 foram os mais representativos (tabela 6). Bactérias compreendidas dentro destes perfis
compartilharam crescimento rdpido, pH alcalino, perfil da colonia lentiforme (levemente
elevado) e coldnias circulares, sendo observada algumas poucas variagdes quanto a producao
do muco e cor da colonia. Nota-se que para o atributo cor das colonias existe uma elevada
carga de subjetividade, sendo assim, a coloragdo amarela, creme e branca poderiam ser
interpretadas de diferentes maneiras, dependendo do autor da caracterizagdo da colecdo.
Consequentemente, os resultando dos agrupamentos poderiam ser sujeitos a alteracdes, sendo
formados novos grupos ou mesmo condensando aqueles grupos mais proximos.

Grupos de bactérias correlacionadas a estirpes de Paraburkholderia também exibiram
perfis compostos por pH do meio neutro (Perfis 11 ao 12) e 4cido (perfis 17 ao 18; 20 ao 21).
Uma caracteristica comum entre eles foi o fato de conter estirpes de P. nodosa. A
versatilidade fisioldgica de espécies do género Paraburkholderia ¢ algo bastante conhecido, o
que pode estar relacionado capacidade ocupar diferentes nichos ecoldgicos (VANDAMME et
al., 2007).

Entre os perfis de bactérias alcalinizante, o perfil 9 correspondeu a quase 10% de toda
colecdo obtida, e se diferenciou por apresentar perfil das colonias com centro elevado e forma
concéntrica (circulos com centro comum). Este perfil foi associado exclusivamente as estirpes
de Cupriavidus. O fato destas bactérias apresentarem perfil morfolégico caracteristico ¢ de
grande relevancia em termos metodoldgicos, uma vez que € possivel realizar uma triagem dos
simbiontes de forma muito mais rapida e menos onerosa. Apenas um isolado identificado
como Azorhizobium doebereinerae apresentou caracteristica semelhante a Cupriavidus,
porém o tamanho das colonias foi menor e o tempo de crescimento foi superior 4 dias.

Outro perfil de destaque foi o 15 que reuniu 100 isolados, sendo o Gnico composto
pela caracteristica de perfil de colonia convexo. Este perfil foi condizente com a maioria dos
alfa-rizébio, incluido R. altiplani, R. mesoamericanum, R. multihospitium, Rhizobium sp., mas
também incluiu duas estirpes da espécie P. sabiae. Um dos principais componentes para a que
as bactérias apresentem esta fisionomia ¢ a producdo abundante de EPS. Este constituinte
extracelular exercer importantes papeis durantes as primeiras etapas da nodulagdo, sendo
responsaveis pela fixagdo dos rizobio nas raizes, infec¢do do hospedeiro, formagdo dos
corddes de infec¢do, desenvolvimento de bacterdides, bem como na resposta contra as defesas
das plantas (BOMFETI et al., 2011). Além disso, o EPS também confere protecdo contra os
estresses ambientais como temperaturas elevadas e exposi¢ao a elementos toxicos Al*'e Mn*"
(BOMFETT et al., 2011). De acordo com os mesmos autores, em geral, as estirpes de rizobios
que produzem maiores quantidades de EPS sdo mais tolerantes a condigdes adversas quando
comparadas com cepas que produzem menos.

Tabela 6. Principais perfis morfoldgicos dos isolados de mimosas do Brasil.
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T Pt = P. tuberum; P.d = P. diazotrophica; P.m = P. mimosarum; P.phe = P. phenoliruptrix; P.phy = P.
phymatum; P.n = P. nodosa; P.s = P. sabiae; Ct = C. taiwanensis; C.n = C. necator; Rm = R.
mesoamericanum; R.a = R. altiplani sp. nov; R.sp = Rhizobium sp; Brad. Elk = Bradyrhizobium elkanii; P.int =
Pseudacidovorax intermedium; Azo.doeb = Azorhizobium doebereinerae.

3.5.3. Agrupamento e selecio dos isolados

Mais de 78% (571 / 724 isolados) da colecdo foi caracterizada a partir da técnica de
Box-PCR, incluido todas bactérias dos estados do RJ, CE, ES, RR, SP, DF e MG. A analise
de agrupamento dos perfis de fingerprinting de cada estado foi analisado individualmente, de
modo a expressar a diversidade e a estrutura das populagdes de simbiontes de mimosa locais.

O Rio de Janeiro foi o estado que obteve o maior nimero de grupos formados com 46,
seguido pelo Ceara e Minas Gerais, com 20 e 18 grupos, respectivamente. Os isolados do
Distrito Federal, Espirito Santo e Roraima formaram 17, 10 e 8 grupos, respectivamente.
Enquanto, que em Sao Paulo foram obtidos apenas dois grupos.

Segundo Menna et al (2009), e Binde et al. (2009) o BOX-PCR ¢ uma ferramenta
particularmente 1til para a discriminagdo de individuos de uma cole¢ao, uma vez que o
método € capaz de acessar polimorfismos genético inter e intra-especificos (HUNGRIA et al.,
2008). Isso porque os elementos BOX sdo gerados a partir da amplificagdo de sequéncias
repetitivas do DNA das quais podem estar relacionadas a alteragdes gendmicas decorrentes da
evolugdo dos organismos sobre pressdes ambientais especificas (VAN BERKUM, 1999 apud
HUNGRIA et al., 2008). Como consequéncia disso, os organismos de uma mesma espécie
podem apresentar perfis distintos. Este parece ser o caso das estirpes R. altiplani sp. nov
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obtidas de dois sitios de Brasilia que foram agrupados em grupos diferentes (MIM 525 -
grupo DF-G14 e MIM 357 - grupo DF-G2) (anexo B).

Para a maioria dos isolados de Goias, Bahia ¢ Parana nao foi possivel a amplificagdo
dos perfis de BOX-PCR. Para estes casos, utilizou-se dos perfis de caracteristicas fenotipicas
para realizar a distincdo dos isolados. Em Goias, os 52 isolados foram separados em 8§
agrupamentos apresentando as caracteristicas dos perfis 2, 6, 11, 12, 20, 21 e 23 (ver tabela
6). Para os isolados do Parana foram averiguados apenas 6 perfis (1, 2, 3, 9, 19 e um perfil
ndo relacionado), enquanto que na Bahia foi obtido o maior niimero de organismos
morfologicamente distintos, sendo 58 isolados distribuidos em 14 perfis (3, 6, 11, 12, 14,17,
21 e outros sete perfis ndo relacionados).

Juntando os agrupamentos por BOX e perfis fenotipicos foram totalizados 148 grupos,
os quais foram selecionados 188 isolados representantes para a utilizagdo nos experimentos de
autenticacdo e caracterizagdo molecular. Com base nos resultados moleculares (Item 3.3.5)
verificou-se que ambos os tipos de agrupamento foram coerentes com a identidade das
bactérias (Anexo B), sendo observada apenas algumas divergéncias nos agrupamentos, como
verificado para os grupos RR-G3, que incluiu estirpes de P. tuberum e P. phenoliruptrix; e
RR-G4, onde foram reunidos isolados de P. tuberum e P. diazotrophica. Entretanto, mesmo
nestes casos, nenhum grupo apresentou divergéncias ao nivel de género, possibilitando a
utiliza¢ao destes dados na base de calculos das distribui¢des dos isolados em cada estado do
Brasil.

3.5.4. Nodulagao de Alfa e Beta-rizébios em Mimosa pudica

A capacidade nodulifera foi avaliada para 188 isolados, representantes de 148
agrupamentos formados (Anexo B). Os primeiros ndédulos foram observados logo aos 14 DAI
e apresentaram coloragdo esbranquicada com pouca ou nenhuma atividade de LegHg,
indicando assim um estagio pré-maturo da nodulagdo. Ao final de 45 dias de cultivo, 106
isolados exibiram capacidade de induzir nodulos em M. pudica, o que significa que
aproximadamente 77% da cole¢do foram representadas por organismos noduliferas.

Os demais tratamentos (82 isolados) foram incapazes de formar nédulos em M.
pudica. Apesar destes isolados terem constituido em torno de 44% dos tratamentos utilizados
neste experimento de autenticagdo, estes representaram apenas 15% dos isolados do total da
colecdo. Destes isolados 21 foram obtidos de nodulos do experimento de “planta isca”
Macroptilium atropurpureum, Phaseolus vulgaris, Mimosa pudica e Sesbania virgata, 27
foram provenientes de outras espécies de Mimosa ¢ 34 de M. pudica. Para esse resultado ¢
possivel levantar duas hipdteses: a primeira ¢ a possibilidade do isolamento de rizdbios
incompativeis com M. pudica, a segunda seria o isolamento de bactérias oportunistas que
ocupam o interior ou cortex dos nodulos. Este ultimo caso ¢, de fato, um acontecimento
bastante comum nos estudos de diversidade de rizobios. Isso porque dentro dos noédulos ha
um grande fluxo de recursos valiosos para os microrganismos (principalmente N e C),
tornando-o bastante atrativo. Além disso o noédulo proporciona um ambiente mais protegido
das condi¢des ambientais € menos competitivo em relagdo ao solo. Uma possibilidade para
este fato poderia estar relacionada ao desenvolvimento de mecanismos contra as defesas das
plantas para ocupar e permanecer no interior dos nddulos, o que explica, em parte, a
frequéncia com que estes organismos sdo encontrados em amostras ambientais.

Para um melhor esclarecimento, algumas destas bactérias ndo-noduliferas foram
identificadas a partir do sequenciamento do gene 16S rRNA, onde foi confirmado o
isolamento de bactérias dos géneros Bacillus, Paenibacillus, Enterobacter, Pseudovorax,
Sphygomonas (Anexo B). Isolados pertencentes ao género Enterobacteriaceae, Pantoea e
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Bacillus tem sido frequentemente reportado colonizando o interior de nddulos, sem,
entretanto, induzir a nodulagdo (KUMAR et al., 2013; MURESU et al., 2008). Apesar disso,
algumas bactérias podem promover beneficios as plantas. Bactérias do género Bacillus foram
isoladas de nédulos de grio de bico e ervilha na India com a habilidade de solubilizagdo de
fosfato, assim como outros mecanismos que auxiliam crescimento vegetal (producao de acido
idol acético, acido giberélico) (KUMAR et al., 2013; SAINI et al., 2015; DENG et al., 2011).

Além disso, a alta frequéncia com que estes microrganismos sao encontrados nos
nddulos também criam margens para supor a ocorréncia de eventos de transmissdo lateral de
genes simbidticos € o surgimento de novos rizobios. Na maioria dos rizobios estes genes
encontram-se dentro de um DNA circular plasmideal (pSym) que pode ser duplicado, perdido
e assimilado por outras bactérias. Desta forma as bactérias receptoras podem ou ndo assumir
suas novas habilidades junto a um hospedeiro. Na verdade, essa ¢ uma das principais
hipéteses da capacidade simbiodtica de C. taiwanensis e C. necator que, provavelmente,
adquiriram os genes simbioticos de linhagens de Paraburkholderia a cerca de 5 milhdes de
anos atras (ANDAM et al., 2007). Segundo os dados obtidos por estes autores, as sequéncias
de genes simbioticos de estirpes de C. taiwanensis possuem altas homologias com as
sequéncias de P. caribensis (ANDAM et al., 2007).

Neste experimento também foi observado a nodulagdo por dois rizobios incomuns
para espécies de Mimosa, sendo eles identificados como Bradyrhizobium elkanii (MIM 501) e
Azorhizobium doebereinerae (MIM 484). Os nodulos apresentaram caracteristicas ativas e
proporcionaram crescimento vegetal, indicando um efetivo processo de nodulagdo. Outros
isolados identificados como Pseudacidovorax intermedius (MIM 404), Labrys neptuniae
(MIM 62) e Herbaspirillum aquaticum (MIM 57) também apresentaram a capacidade de
formar nodulos efetivos em M. pudica. Para confirmacao dos resultados estes isolados foram
novamente purificados e autenticacdo em M. pudica, porém todas as tentativas para obter a
nodulacao falharam. Portanto, o primeiro resultado provavelmente tenha sido gerado a partir
de culturas mistas com uma outra espécie nodulifera compativeis com M. pudica. Alguns
destes organismos sdo morfologicamente semelhantes as bactérias noduliferas, sobretudo
aquelas com producdo de muco abundante. Na verdade, este tipo de resultado ¢ bastante
comum, e por vez podem gerar atribuicdo da capacidade nodulifera a outros organismos
oportunistas. Deste modo pode-se verificar em algumas publica¢des resultados falsos-
positivos. Dentre estes pode-se citar o isolamento de Labrys neptuniae (CHOU et al., 2007),
Herbaspirillum lusitanum (VALVERDE et al., 2003), e Enterobacter sp. (MURESU et al.,
2008), como simbiontes noduliferos, porém os mesmos falharam ao completar o postulado de
Koch nas plantas hospedeiras originais (GYANESHWAR et al., 2011).

Entre os isolados noduliferos observou-se que 77% apresentaram nddulos com
atividade da Leg-hemoglobina e promoveram crescimento vegetal semelhantes ao observado
nos tratamentos inoculados com estirpes de referéncia de C. taiwanensis (LMG 19424") ¢ P.
phymatum (STM 815") (Figura 9). Este fenétipo foi atribuido a todas as espécies testadas,
com excecdo P. sabiae e Rhizobium sp. Este fato indica que grande parte dos simbiontes
presentes nos solos brasileiros sdo capazes de suprir a necessidade de promover crescimento
de M. pudica. Entretanto, vale ressaltar que a eficiéncia da FBN ¢ dependente de ambos os
parceiros simbidnticos e, portanto, os resultados obtidos com M. pudica nio podem ser
extrapolados para outras espécies de Mimosa visto a especificidade com os seus
microssimbiontes.

Grande parte das estirpes testadas das espécies P. mimosarum e P. diazotrophica
apresentaram atividade LegHg parcialmente inativas (perfil C e G — Figura 13 e Anexo B), o
que pode estar correlacionado a um processo de colonizacdo menos eficiente ou a um efeito
de autorregulacdo das plantas hospedeiras. De acordo com Schumpp e Deakin (2010), as
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plantas podem langar medidas punitivas aos simbiontes ineficientes aumentando a
permeabilidade do cortex nodular ao O,, tendo como consequéncia a inativacdo da FBN, que
¢ percebida pela coloragdo esbranquicadas ou esverdeada do interior dos nodulos.

Doze isolados pertencentes as espécies P. sabiae, P. phenoliruptrix, P. mimosarum,
Rhizobium sp, R. multihospitium induziram a formacao de nddulos totalmente inativos (Perfil
B e F — Figura 13 e anexo B). Para estes tratamentos foram observadas mudas menos
desenvolvidas em relagdo as inoculadas com as estirpes de referéncias, apresentando um
menor volume da parte aérea e folhas com tonalidade de verde claro ou com sinais de clorose.
Estes efeitos foram mais marcantes entre as estirpes de P. sabiae (MIM 10 e MIM 283.1), P.
phenoliruptrix (MIM 326, 333 e 339), Rhizobium sp. (MIM 139) e um isolado de P.
mimosarum (MIM 86).

Figura 9. Mudas de M. pudica aos 45 DAI inoculadas com diferentes espécies de bactérias.
Da esquerda para direita: Controle negativo; C. taiwanensis (LMG 19424"); MIM 125
(isolado ndo nodulifero); MIM 78 (Rhizobium sp.); MIM 175 (P. tuberum); MIM 332 (C.
taiwanensis).

Com relagdo ao tamanho dos nddulos pode-se verificar que grande parte dos
tratamentos (68%) produziram nodulos de dimensdo pequena (< 2mm), consistindo uma
caracteristica comum entre espécies de Paraburkholderia, Cupriavidus, R. multihospitium e
R. pisi (figura 10). J& os ndédulos médios (entre 2 ¢ 4mm) foram observados em quatro das
sete espécies de Paraburkholderia, duas espécies de Cupriavidus e pelo R. multihospitium
(Anexo B). Apenas os tratamentos inoculados com isolados da espécie R. mesoamericanum e
R. altiplani induziram a formacdo de nddulos superiores a 4 mm (Grande — Perfil J)
correspondendo a 8% dos perfis de nodulacao (Figura 10).

Diferencas de comportamentos também foram observadas quanto ao numero de
nddulos formados. Enquanto os tratamentos com nédulos pequenos e médios produziram em
média 16 e 13 nodulos, respectivamente, os tratamentos com nodulos grande formaram de 2 a
4 nodulos por planta (Anexo B). Portanto parece haver uma relagdo inversamente
proporcional entre tamanho e nimero de nddulos, porém isso nao implica em um maior ou
menor desenvolvimento do hospedeiro, por exemplo, P. sabiae e P. phenoliruptrix induziram
em média 12,5 e 17,25 nodulos por planta, respectivamente, porém estes noédulos foram
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totalmente inefetivos e resultou no pior desenvolvimento vegetal. Por outro lado R. altiplani e
R. mesoamericanum produziram 2,66 e 2,50 nodulos por planta, respectivamente, no entanto
as plantas tiveram desenvolvimento vegetal intermedidrio em relacdo aos tratamentos
inoculados com P. sabiae e P. phenoliruptrix (baixo desenvolvimentos vegetal) e estirpes de
referéncia (alto desenvolvimento vegetal).

Tamanho dos Cordos Atividadeda
Nodulos (%) Nodulos (%) Leghemoglobina (%)

B Pequenos MMedios H Grandes & Claro @ EscuroE Claro e Escuros B Ativo BInativo B Afivo e Inativo

Figura 10. Caracterizacdo dos nodulos de M. pudica inoculada com alfa e beta-rizobios.
Tamanho dos noédulos: Pequeno (< 4 mm); Médio (2 — 4 mm); Grande (> 4 mm).

A baixa produgao de ndédulos observada nos tratamentos inoculados com R. altiplani e
R. mesoamericanum pode ser uma consequéncia do processo de autorregulacdo (sistema de
defesa das plantas) em resposta a simbiontes pouco eficientes. Este tipo resposta ¢ coordenado
por um sistema de feedback e, apos ter iniciado o processo de nodulacdo, as plantas emitem
medidas repressivas que incluem a aumento da permeabilidade do cortex nodular, exsudacao
de jasmonato e etileno, entre outras (HAUSE; SCHAARSCHMIDT, 2009; SCHUMPP;
DEAKIN, 2010; SUN et al., 2006; OLDROYD et al., 2001). Nestas condi¢des ha uma
alteracdo na “sensibilidade” de reconhecimento dos fatores de nodulacdo, tendo como
consequéncia o bloqueio de novas infecgdes. De acordo com Seo et al., (2007) um dos
objetivos da autorregulacdo seria a prevengao do fenétipo de hipernodulagdo por organismos
ineficientes, o que acarretaria prejuizo a planta.

Estudos mostram que a simbiose entre espécies do género Rhizobium e mimosas
invasivas, geralmente proporcionam nodulagdo inefetiva (KLONOWSKA et al., 2012).
Segundo Klonowska et al. (2012) Rhizobium parece constituir um grupo de simbiontes
oportunistas de mimosas invasivas, como por exemplo, M. pudica. Entretanto, existem casos
de nodulagdo efetiva, como verificado em Rhizobium etli € R. tropici (ELLIOTT et al., 2009).
Em outro estudo, Bontemps et al. (2016) verificaram que membros do género Rhizobium nao
s6 formam nodulos efetivos, como também sdo os simbiontes preferenciais entre as mimosas
endémicas do México. Portanto a efetividade da nodulacdo induzida por espécies de
Rhizobium ¢ variavel, e uma das principais hipoteses ¢ que os gendtipos das plantas e dos
rizobios tenham papeis centrais no sucesso da simbiose (MELKONIAN et al., 2014).

Uma das caracteristicas mais intrigantes observadas foram quanto a coloragdo dos
nddulos. A maioria dos tratamentos (94%) apresentou nddulos de coloragdo claras (rosa,
branco e amarelos) (figura 10). Esta coloragcdo parece ser comum entre as diferentes espécies
de mimosas. Entretanto, neste trabalho também foram observados nodulos de coloracao
escura, produzidos por espécies P. nodosa, P. tuberum, C. necator, C. taiwanensis, Rhizobium
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sp. em associacdo com M. pudica. As coloragdes destes nodulos variaram de uma coloragdo
roxa escura a preto (escuros) e, aparentemente, ndo estao ligadas ao processo de senescéncia.

Nodulos de M. caesalpiniifolia e M. pudica com coloragdo escura ja haviam sido
observados por Campelo e Campelo (1970), porém nao foram realizados o detalhamento deste
fenomeno. Nodulos escuros também foram observados em raizes de plantas de Rhynchosia
aurea na India, sendo este fendtipo atribuido a formagio de uma casca felogénica (tecido
suberizado) (GEHLOT et al., 2012). Entretanto, este fenotipo foi produzido em resposta a
ambientes ressecados (GEHLOT et al.,, 2012), contrastando com as condigdes semi-
hidropdnicas fornecida por este experimento de autenticagdo. Os resultados de fato parecem
ser mais coerentes com os fendmenos registrados por Schumpp et al. (2009) que verificaram
que nddulos de Lotus japonicum podem apresentar tamanhos e coloracdo diferentes
dependendo do estagio de maturagdo e rizobio inoculado. Durante seu estudo, Schumpp et al.
(2009) verificaram que alguns nodulos passaram por uma progressiva pigmentagao passando
de uma coloragdo esbranquicada ou rosada para um roxo-escuro ou negro, OsS quais
apresentavam plenos sinais de efetividade (presenca de LegHg ativa). Eaglesham et al. (1982)
também observaram a presenga atipica de nodulos escuros em Phaseolus vulgares, e
demonstraram que este fendtipo ndo estava associado a um pigmento produzido pelo
microssimbionte, tal como melanina ou outro observados em meios de cultura. No entanto, a
expressao da coloragdo escura ocorre de forma especifica para cada espécie/estirpe associada
a uma leguminosa. De fato, esta especificidade foi constatada em estirpes isolados de mimosa
do Brasil, incluido casos em que estirpes da mesma espécie apresentaram comportamentos
diferentes, por exemplo, a espécie C. taiwanensis ¢ capaz de produzir nodulos claros ou
escuros dependendo da estirpe.

De acordo com as analises de cromatografia realizada por Eaglesham et al. (1982) os
nodulos escuros apresentam duas bandas visiveis. A primeira banda foi detectada pelo
comprimento de onda de 550 nm, sendo associado a leg-hemoglobina; a segunda nao
apresentou resposta ao mesmo comprimento de onda, sendo possivelmente um outro
metabolito secundario pigmentado. De acordo com os mesmos autores, os nodulos com
coloragdo roxo-escuro apresentaram dois componentes pigmentado, nenhum dos quais eram
relacionados com componentes contendo ‘“heme” ou antocianina, mas possivelmente
associado a antraquinona ou naftoquinona. Estes componentes fazem parte dos compostos
quimicos quindnicos e estdo bem presentes em algumas plantas e microrganismos, 0s quais ja
foram bastante utilizados para sintetizar corantes (DEGANO et al., 2011).

Com relagdo a natureza deste fendtipo nos noédulos, ndo se sabe se estes componentes
sao produzidos pela planta hospedeira ou pelos microssimbiontes, mas o fato de uma mesma
espécie de rizobio possuir estirpes com fendtipo positivo e negativo para esta caracteristica
sugere que determinadas estirpes possuem papel ativo na producao destes componentes a
estabelecer simbiose com um parceiro compativel. De outro modo, a presenca de algumas
estirpes poderia induz a producgdo destes componentes pela planta hospedeira. Independente
do parceiro responsavel pelo fenotipo, levanta-se uma outra questdo. Qual seria a importancia
ecoldgica deste fendtipo? Sabe-se que alguns componentes quindnicos exercem agao contra
determinados microrganismos, insetos e alguns fungos fitopatogénicos (KIM et al., 2004;
WINK, 2006; LATTANZIO et al., 2006), o que poderia representar uma vantagem importante
no ambiente natural do solo onde os noédulos sdo constantemente alvos de diversos
predadores, dos quais destacam-se os nematoides (OLIVEIRA et al., 2012) e os insetos
(FRANCA TEIXEIRA; FRANCO, 2007)

Outro fato a ser considerado ¢ que o fendtipo de noddulos escuros ndo se restringiu a
estirpes de uma so6 localidade, ao contrario, os isolados se mostraram amplamente distribuidos
nos biomas brasileiros, sendo encontrados nos estados de RR, MG, RJ, GO e DF (Anexo B).
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A partir de uma analise conjunta dos atributos tamanho, cor dos nddulos e expressao
da atividade da leg-hemoglobina foi possivel observar 10 padrdes de nodulagdo (Figura 11).
B-rizobios induziram todos os padrdes de nodulagdo, com excecao do padrao J, que foi
exclusivo das espécies R. altiplani € R. mesoamericanum (Tabela 7). Os padrdes mais comuns
foram dos tipos A, B, C ¢ E, englobando todas as espécies de beta-rizobios encontradas neste
estudo. Estes padroes foram caracterizados por apresentar nédulos de tamanho pequenos ou
médios, de coloragao clara e com atividade da legHg variando entre ativa ou inativa. O padrao
tipo A (Pequeno/Claro/Ativo) foi o mais frequente entre todos, constituindo cerca de 42% dos
tratamentos, sendo correlacionado um maior desenvolvimento de M. pudica (Figura 11).

Padrdes de Nodulagao (%)

(A) Pequeno/Claro/Ativo | N, <19
(B) Pequeno/Claro/Inativo ||| | I 105

(C) Pequeno/Claro/Ativo e Inativo || | I .5
(D) Pequeno/Claro e Escuto/Ativo || NI 6.7

(E) Médio/Claro/Ativo || | NN I 1

(F) Médio/Claro/Inativo ] 1,0
(G) Médio/Claro/Ativo e Inativo . 1,9
(H) Médio/Claro e Escuro/Ativo [l 3.8

(I) Médio/Escuro/Ativo [} 1,9

() Grande/Claro/Ativo || NG 7.6

0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0 40,0 45,0

Figura 11. Proporgao relativa dos padrdes de nodulacao de 106 tratamentos noduliferos.

Os resultados evidencia que a morfologia dos ndédulos variar em fungdo da presenca de
determinadas espécies/estirpes de rizobios. Porém, os mecanismos que as plantas hospedeiras
acionam para a expressao dos diferentes tipos de fendtipos merecem mais estudos.

Analisando a sec¢ao finas dos nodulos foi possivel observar que as disposi¢gdes das
células infectadas pelos rizobios eram compativeis com o desenvolvimento de nodulos
indeterminados, sendo possivel identificar as zonas infectadas e meristemas apicais de
crescimento bem definidas (Figura 14 — A e B). Nao foi possivel detectar nenhuma zona
senescéncia na base dos nodulos, o que sugere que aos 45 DAI os nddulos ainda se
encontravam nos estagios iniciais de diferencia¢do. Segundo Fernandez-Luquefio e Espinosa-
Victoria (2008), a zona de senescéncia em nddulos indeterminados pode ser observada a partir
de tecidos lignificados e auséncia de células infectadas na base de inser¢do dos nédulos nas
raizes. Ainda para estes autores, por se tratar de nddulos de crescimento indeterminado, a
senescéncia nao significa necessariamente a degeneracdo dos nddulos, uma vez que apds o
periodo de estresse os nodulos podem retomar o crescimento e exercer a FBN.

As secdes finas dos nddulos escuros apresentaram caracteristicas semelhantes as
demais seccoes de nodulos efetivos. Com estes resultados descarta-se a hipotese de que as
coloracdes escuras dos nddulos estejam ligadas ao processo de senescéncia. Ao invés disso, as
células dos nddulos apresentaram-se plenamente infectadas pelos bacterdides, além de
apresentar zonas meristematicas bem definida no dpice dos nddulos, indicando um
crescimento nodular ainda em desenvolvimento (Figura 14 - A). Nodulos com as mesmas
caracteristicas também foram observados em algumas amostras de M. pudica crescendo
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espontaneamente em solos de RR (dados ndo apresentados). Portanto, embora seja
caracteristica incomum para a maioria das leguminosas, a cor escura dos nodulos de mimosas
pode ser devida a fatores naturais.

Tabela 7. Resumo dos resultados de autenticacdo dos grupos de simbiontes em Mimosa
pudica.

Espécies Inoculadas N° de N° de Isolados N° de Padroes
tratamentos (%) Representados (%) nédulos/planta ¥ de Nodulaciaoi
Paraburkholderia
P. tuberum 21 (11,17) 141 (19,48) 13,23 (A), (D), (E), H), (D
P. mimosarum 11 (5,85) 83 (11,46) 14,45 (A), (B), (O), (B), (F), (G)
P. diazotrophyca 11 (5.,85) 54 (7,46) 12,45 A), (O©), (B), D
P. nodosa 12 (6,38) 48 (6,63) 26,92 A), (D), (H)
P. phymatum 4 2,13) 23 (3,18) 17,50 (A)
P. sabiae 2 (1,06) 6 (0,83) 12,5 (B)
P. phenoluruptrix 5 (2,66) 6 (0,83) 17,25 (SN), (B), (D)
Cupriavidus
C. taiwanensis 18 9,57) 56 (7,73) 14,27 (A),(E), (H)
C. necator 2 (1,06) 5 (0,69) 14,50 (A), (H)
Rhizobium
R. altiplani 6 (3,19) 83 (11,46) 2,66 @
R. mesoamericanum 2 (1,06) 13 (1,80) 2,50 (@)
R. multihospitium 2 (1,06) 2 (0,28) 13,5 B), (E)
Rhizobium pisi 1 (0,53) 1 (0,14) 4 B)
Rhizobium sp 1 (0,53) 1 (0,14) 20 D)
Outros
Espécies sem definigdo 8 (4,26) 35 (4,83) - -
Bactérias ndo-noduliferas 82 (43,62) 167 (23,07) — —
Total 188 724

T Média ponderada de todos os tratamentos para cada espécie. I Padroes de nodulagdo de acordo com Figura 12.

Adicionalmente, os nddulos apresentaram diferenciacdo apo6s os tratamentos de
coloracdo das seccdes, onde os nddulos claros presentaram maior afinidade com o azul de
toluidina, enquanto os escuros tingiram-se de vermelho pelo corante safranina. Nao se
conhece a relacdo estabelecida entre os corantes utilizados e os tipos de nddulos em questao,
todavia sabe-se que o azul de toluidina possui afinidade com moléculas organicas como
lipopolissacarideos (LPS), presentes nas superficies dos rizobios em diferentes proporgdes.

Quanto a organizagdo interna dos nddulos foi possivel notar que os nodulos efetivos
apresentaram plena infec¢do das células vegetais, ao contrario daqueles inefetivos, cuja as
células tornaram-se menos pigmentadas pelos corantes azul de toluidina ou safranina (Figura
13 — C e E). Os nddulos efetivos além de conter maiores concentragdes de células infectadas,
suas células também apresentaram uma maior densidade de bacterdides em relagao aos
nddulos inefetivos (Figura 13 — D e F). Esta caracteristica foi associada aos padrdes de
nodulacdo A, D, E, H, I e J gerados a partir da inoculacdo, principalmente, de P. nodosa, P.
tuberum, P. mimosarum, C. taiwanensis, C. necator € R. altiplani. Entre os isolados de P.
mimosarum € P. diazotrophica verificou-se que os diferentes tratamentos produziram tanto
nddulos com plena colonizagdo das células vegetais quanto nddulos pouco colonizados. Estes
resultados corroboram o trabalho de Melkonian et al. (2014), que demostraram que existem
variagdes intraespecificas com relagdo ao processo de nodulagdo em M. pudica.
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Figura 12. Padrdes de nodulag¢do de diferentes isolados (A, B, C, D e E) aos 45 DAI em M. pudica. Sendo: A) Pequeno/Claro/Ativo; B)
Pequeno/Claro/Inativo; C) Pequeno/Claro/Ativo e Inativo; D) Pequeno/Claro e Escuro/Ativo; E) Médio/Claro/Ativo. Abaixo de cada
amostra observa-se as micrografias de sec¢des dos nddulos com diferentes padrdes de infeccao.
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Figura 13. Padrdes de nodulacdo de diferentes isolados (F, G, H, I e J) aos 45 DAI em M. pudica. Sendo: F) Médio/Claro/Inativo; G)
Me¢édio/Claro/Ativo e Inativo; H) Médio/Claro e Escuro/Ativo; I) Médio/Escuro/Ativo; J) Grande/Claro/Ativo. Abaixo de cada amostra
observa-se as micrografias de sec¢des dos nddulos com diferentes padrdes de infeccao.
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Figura 14. Imagens de microscopia opticas das secgdes de nodulos de Mimosa. A e B —
Seccdes de noddulos de escuro e claro, respectivamente, com as diferentes zonas de
infeccdo. () Indicam as zonas de FBN, com bactérias transformadas em bacteroides; (m)
Zonas de meristematicas. C e D — Detalhes dos nddulos efetivos com células plenamente
infectadas. E e F — Detalhes de nddulos inefetivos com varias células sem infec¢do. (—)
destacam as diferentes.

As andlises de ultraestrutura dos ndédulos de P. phenoliruptrix e P. sabiae foram
diferenciadas de qualquer outra anteriormente descrita, sendo estas caracterizadas pela
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formacdo de bolsdes de células bacterianas indiferenciadas no entorno das células vegetais do
nddulo (Figura 13 — B). Este comportamento poderia estar relacionado a uma resposta de
defesa das plantas a estes rizobios ineficientes semelhante aos processos discutido
anteriormente para as estirpes de R. mesoamericanum. Porém neste caso, a desorganizacao
das paredes dos nodulos sugere uma medida de defesa pos-nodulagdo voltada a senescéncia
programada dos nédulos (SHUMPP; DEAKIN, 2010; MORTIER et al., 2012). Portanto estes
resultados sugerem que P. phenoliruptrix ¢ uma espécie de rizobio oportunista de M. pudica,
0 que ndo exclui a possibilidade deste rizobios nodular efetivamente outras leguminosas.
Segundo Cunha et al. (2012) a espécie P. phenoliruptrix possui uma relacdo especifica e
eficiente com M. floculosa, mas ¢ capaz de nodular outras espécies de leguminosas de modo
ineficiente. Um fato interessante com relacdo ao plasmideo simbiodtico (pSym) de P.
phenoliruptrix ¢ a alta homologia com P. phymatum, incluindo genes de nodulacdo, fixagdo
de N, e sintese de exopolissacarideos (EPS), o que segundo Zuleta et al (2014), poderia estar
relacionado a capacidade deste simbionte infectar e nodular outras espécies de leguminosas.
Isso porque alguns destes elementos, como os fatores Nod, estdo envolvidos diretamente nos
estagios de reconhecimento pelas leguminosas hospedeiras, bem como na indu¢do de sinais
moleculares durante o processo de infecdo (SPAINK, 2000; MERCANTES et al., 2002).
Segundo Lopez-Lara et al. (1993), a sintese e arranjo de determinados tipos de EPS por um
rizobio estd ligado a sua gama de leguminosas hospedeiras, bem como a efetividade do
processo de infeccdo de células dentro dos nddulos, dependendo do tipo de ontogenia do
nddulo.

3.5.5. Taxonomia dos rizobios

O estudo taxondomico dos simbiontes foi baseado na maioria das bactérias
representantes com capacidade nodulifera em M. pudica e outras bactérias nao-noduliferas,
totalizando 120 bactérias caracterizadas. Os fragmentos amplificados variaram entre 625 e
1422, sendo estes utilizados para obtencdo da identificagdo através da ferramenta BLASTn.
Destes isolados 64 foram identificados como membros do género Paraburkholderia, 22
Cupriavidus e 12 Rhizobium (tabela 8). Estes resultados estdo coerentes com os achados de
Bontemps et al. (2010), dos Reis Junior et al. (2010), onde ficou demonstrado que Beta-
rizobios sdo os principais simbiontes de mimosas no Brasil, sendo Paraburkholderia o grupo
dominante. De fato, Paraburkholderia representou a maioria dos isolados deste estudo, mas
ao contrario dos trabalhos anteriormente citados, foi registrado a presenga de Cupriavidus. Na
verdade a ocorréncia deste simbionte ndo ¢ um fato tdo surpreendente, haja visto que Mishra
et al. (2012) e Platero et al. (2016) ja haviam constatado a nodulagdo por estes simbiontes na
América do Sul. Mais recentemente foram encontradas isolados de Cupriavidus em M. pudica
da regido sudeste (DALL’AGNOLL et al., 2017) ratificando os resultados anteriormente
obtidos por Silva et al. (2012).

Entre todos os isolados obtidos, P. tuberum constituiu a espécie mais frequente, sendo
encontrada em nddulos de M. pudica, M. candollei, M. setosa, M. velloziana e Mimosa sp de
cinco estados brasileiros mais o Distrito Federal, totalizando trés biomas avaliados (tabela 8).
Segundo Mishra et al. (2012), P. tuberum ¢é principal simbionte de mimosas na América do
Sul, sobretudo em solos acidos, os quais sdo predominantes no Brasil. Esta estreita relacao
entre P. tuberum e mimosas nativas pode estar relacionada a um processo de co-evolugdo de
ambos os parceiros, provavelmente remetendo ao periodo em que surgiram as primeiras
linhagens do género Mimosa (50 mia) (BOMTEMPS et al., 2010; MELKONIAN et al.,
2014). Estes mesmo autores relatam que a espécie P. phymatum € outro simbionte dominante
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das américas. Apesar disso, neste estudo s6 foram encontrados trés isolados no estado de RJ
com identifica¢do condizente com P. phymatum.

Tabela 8. Distribui¢do de o e B-rizobios noduliferos de espécies de mimosas do Brasil.
Biomas: 1. Amazonia; 2. Cerrado; 3. Mata Atlantica; 4. Caatinga.

N°de Biomas
isolados 1 2 3 4

Espécies Mimosa Hospedeirat pH do Solo

Paraburkholderia

P. tuberum 20 + + + = Mp /Mc / Mse / Mpy / Mm/ Mso / Mg/ Mv / Msp 4,96 - 6,85
P. diazotrophica 12 + + + + Mp / Mc / Msp 4,96 — 6,08
P. nodosa 12 - + + - Mp /Mr/Mt/Ms /Msp 5,7-5,84
P. mimosarum 10 - + S Mp / Mr/ Msp 4,88 — 6,68
P. phenoliruptrix 5 + + + = Mp/ Mc / Msp 4,96 — 1,75
P. phymatum 3 - - + = Mp/ Mq / Msp 5,7-5,84
P. sabiae 2 - - + = Msp / Mp 5,47
Cupriavidus
C. taiwanensis 20 + - + + Mp / Mt/ Msp 5,57-1,7
C. necator 2 - - + = Mp 6,68
Rhizobium
R. altiplani 6 - + - - Mp 5,45-1,75
R. mesoamericanum 2 + - - - Mp 5,73
R. multihospitium 2 - - + + Mp 5,57 - 6,85
R.pisi 1 - — + - [Ma] 5,6
Rhizobium sp. 1 - — + - Mp 6,85

T Abraviagoes das espécies: M. pudica (Mp); M. tenuiflora (Mt); M. candolei; Mimosa quadrivalvis (MQ); (Mc);
M. vellosiana (Mv); M. setosa (Mse); Mimosa radula (Mr); Mimosa speciosissima (Ms); Mimosa gracilis (Mg);
Mimosa pyrinea (Mpy); Mimosa macrocephala (Mm); Mimosa somnians (Mso) Mimosa sp. (Msp); planta isca
Macroptylium atropurpureum [Ma].

As espécies P. mimosarum, P. diazotrophica e P. nodosa também foram bem
representadas neste estudo, sendo encontradas principalmente nos biomas Caatinga ¢ Mata
Atlantica. P. diazotrophica foi a unica espécie a ter sido encontrada em todos os biomas, o
que pode estar ligado a existéncia diversas estirpes adaptadas as variagdes ambientais
apresentadas em cada bioma. P. phenoliruptrix também teve uma distribuicdo semelhante,
exceto pela auséncia no bioma Caatinga. De acordo com Zuleta et al. (2014) P. phenoliruptrix
apresenta plasmideo pSYM muito semelhante ao de P. phymatum, podendo ter sido adquirido
a partir transferéncia lateral de genes. A implicacdo ecoldgica deste evento ¢ incerta, porém a
produgdo de fatores de nodulagao (Nod ABC) semelhantes aos sintetizados por P. phymatum
poderia conferir uma vantagem competitiva na ocupacdo de nodulos, uma vez que a P.
phymatum é um dos principais parceiros simbionticos de mimosas. Estes mesmos autores
acrescentam que P. phenoliruptrix tem a capacidade de infectar outras leguminosas, sendo
assim, essa poderia uma estratégia bastante util para a disseminagdo em diversos ambientes.

Com relacdo aos isolados de Cupriavidus, 20 tiveram sequéncias entre 99-100% de
homologia com a espécie C. taiwanensis e duas com C. necator (tabela 8). A presenga destes
simbiontes foi especialmente constatada nos estados dentro da Mata Atlantica e,
surpreendentemente, na Caatinga. Um fato intrigante foi que alguns destes isolados do CE
foram extraidos de nddulos de M. fenuiflora, enquanto a maioria foi obtida de seu parceiro
usual, M. pudica. Adicionalmente dois isoladas da Amazdnia também foram identificadas
com C. taiwanensis, semelhante ao que foi relatado por Mishra et al. (2012). Estes resultados
coloca o territério brasileiro como um importante centro de diversidade de Cupriavidus
nodulifero e contribui para constru¢do de um cendrio em que o género Cupriavidus encontra-
se amplamente distribuido na América do Sul.
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Ja a populagdo de Alfa-rizébios foi mais expressiva nos estados de Roraima e no
Distrito Federal, onde foram identificados dois isolados de R. mesoamericanum ¢ seis R.
altiplani sp nov., representantes de 13 e 83 de outras bactérias da colegdo, respectivamente. A
maior propor¢do de R. altiplani no Cerrado pode estar ligado a uma condigdo de
favorecimento atipico relacionado ao solo (pH neutro-alcalino) associado com genotipo na
planta de origem (M. pudica var unijuga). De acordo com Melkonian et al. (2014) a
competitividade entre rizobios aumenta ou diminui de acordo com a espécie e variedade de
Mimosa utilizada. Ja o pH supostamente teria um papel importante na sobrevida de Rhizobium
no solo, uma vez que estes sao organismos sensiveis a acidez (BONTEMPS et al., 2016; DE
CASTRO PIRES et al. 2018).

R. mesoamericanum, por outro lado, constitui um simbionte amplamente distribuido
nas américas, o que implica uma adaptagdo as condi¢des 4cidas do solo entre outros fatores
limitantes. Isso explicaria o fato de estes isolados terem sidos obtidos a partir de nédulos de
M. pudica crescidas em solo com pH de 5,73 em RR. Além disso, a presenca deste simbionte
ja havia sido registrada ao norte do continente sul-americano (MISHRA et al., 2012), o que
sugere um pleno estabelecimento na regiao.

Outros quatro isolados tiveram sequéncias atribuidas as espécies R. multihospitium, R.
pisi € Rhizobium sp., mas suas distribuicdes se restringiram aos biomas Mata Atlantica e
Caatinga. Nestes biomas, as espécies de Rhizobium parecem ser simbiontes menos
competitivos em relagdo aos beta-rizobios, provavelmente devido as condi¢des edafica como
discutido anteriormente.

De todos os biomas, a Mata Atlantica foi o que se mostrou com maior riqueza de
espécies apresentando todos os rizobios de Mimosa, com excecdo de R. altiplani e R.
mesoamericanum. Contudo as distribui¢des das amostragens ndo foram proporcionais, o que
pode ter influenciado o resultado deste estudo. J& a Amazonia mostrou ter um grande
potencial de pesquisa, pois além de conter uma grande variedade de mimosas nativas, ainda
exibiu uma grande variabilidade de rizobios de géneros e espécies diferentes.

3.5.6. Reconstrucao filogenética dos rizobios de Mimosa

A filogenia dos isolados foi baseado em sequéncias concatenadas dos genes 16S rRNA
e recA formando fragmentos de 1375 nucleotideos. As sequéncias apresentaram 892 sitios
conservados (65%) contra 467 variaveis (34%). Este maior percentual em relacdo a variagdo
entre os sitios de 16S rRNA (27% - dados ndo apresentados) se deu em razdo da natureza
menos conservada do gene recA, o que permitiu uma melhor resolucao dos ramos da arvore e,
consequentemente, uma melhor distingdo das espécies proximamente relacionadas. De acordo
com Rivas et al. (2004), em algumas situagdes a filogenia baseada exclusivamente no gene
16S rRNA sdo inapropriadas, visto a possibilidade de haver interferéncias decorrente de
eventos de transferéncias laterais de genes e recombinagdes génicas. Menna et al. (2009)
complementa que a capacidade de distingdo do gene 16S rRNA ¢ limitada em se tratando de
organismo muito proximos, sendo recomendado o suporte dos resultados a partir das
filogenias de genes housekeeping, que sustentam uma média de 15% mais sitios de variagdes
em relacdo ao 16S rRNA. Quando estes genes sdo analisados de forma conjunta (andlise de
sequéncia multilocus — MLSA) detém um alto poder de resolugdo das relagdes filogenéticas,
principalmente pela redugcdo dos conflitos nos arranjos dos clados, gerando assim
agrupamentos mais coerentes (RIVAS et al., 2009).

As relagdes filogenéticas foram demonstradas graficamente a partir de uma arvore
Maximum-likelihood constituida por trés ramos principais separando o0s géneros
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Paraburkholderia, Cupriavidus € Rhizobium. A maior parte das ramificagdes da arvore
apresentou bootstrap acima de 50% demonstrando uma alta confiabilidade dos agrupamentos.

Paraburkholderia e Cupriavidus mantiveram distante um do outro por 10% de
divergéncia, enquanto que o género Rhizobium (Alfa-rizobio) constituiu um ramo muito
distante da subclasse beta-proteobacteria (Figura 14).
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Figura 15. Arvore filogenética Maximum-likelihood baseada em sequéncias concatenadas
dos gene 16S rRNA e recA mostrando a relacdo entre os isolados deste estudo
(Identificagdo MIM) com outras estirpes de o e PB-rizobios. (A) Estirpes de Rhizobium
altiplani; (A) destaque para estirpe MIM 139 distinta de todas as demais. A significancia
de cada ramo filogenético estd indicada pelos valores de bootstrap (quando maiores que
50%) gerados a partir de 1000 repetigdes. Barra: representa a escala de divergéncia entre
as sequéncias (5 substituicdes por 100 nucleotideo). Os nimeros de acessos NCBI das
estirpes estao listadas em anexo D.

No clado em que se encontravam as espécies do género Rhizobium pode-se observar
que os isolados se distribuiram em trés subgrupos. O primeiro foi formado apenas por
isolados do DF, os quais foram identificados como uma nova espécie denominada Rhizobium
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altiplani (Ver Capitulo II). Estes isolados se mostraram muito proximos as estirpes de R.
mesoamericanum isoladas do México, Guiana Francesa e duas estirpes encontradas no estado
de RR. Curiosamente estas duas espécies possuem os genes nodC e nifH homologos, o que
pode indicar que uma espécie derivou da outra, mas que mantiveram os genes simbidticos
praticamente inalterados. Além disso, R. mesoamericanum e R. altiplani apresentam
comportamentos semelhantes com relacdo nodulacdo dos hospedeiros M. pudica e Ph.
vulgaris, que pode estar correlacionado ao reconhecimento andlogo por estas leguminosas.

Um outro ramo formado unicamente pelo isolado MIM 139 também se destacou de
todos outros e apresentou aproximadamente 7% de divergéncia para a estirpe tipo mais
proxima (R. tibeticum - CCBAU 5039"). Esta diferenca foi maior inclusive a observada para
R. altiplani em relagdo as demais estirpes tipo, contudo nao se pode afirmar que se trata de
uma nova espécie sem o suporte de uma caracterizagdo polifasica mais abrangente. Apesar
disso este resultado levanta um forte indicio de haver uma outra nova espécie associada as
mimosas do Brasil.

J4 os isolados MIM 78 e MIM 209 ficaram reunidos em um ramo mais associado a
estirpes tipo de R. tropici e R. etli cujo a nodulacdo em M. diplotricha, M. pigra e M. pudica
foi comprovada anteriormente por Elliott et al. (2009). Enquanto, em um outro ramo, a estirpe
MIM 473 ficou agrupada com R. pisi, sendo este o primeiro registro de nodulagdo em mimosa
por este simbionte. Vale destacar que embora este isolado tenha sido capaz de induzir a
nodulagdo em M. pudica, este fato dificilmente reproduza uma condi¢do natural, onde se
encontram outros simbiontes dominantes. Nestas condigdes, beta-rizobios como por exemplo,
P. tuberum, P. mimosarum e C. taiwanensis sdo competidores muito mais eficientes em
nodular M. pudica em relagdo as espécies de Rhizobium (MELKONIAN et al., 2014).

O grupo II que incluiu somente sequéncias do género Cupriavidus dividiram em dois
ramos principais compostos por isolados mais proéximos a estirpe tipo de C. necator € outro
ramo incluindo aqueles com maior identidade com C. faiwanensis. As estirpes de C.
taiwanensis do Brasil apresentaram pouca divergéncia filogenética em relagdo a estirpe tipo
isolada em Taiwan e outro isolado obtido de M. pudica na Guiana Francesa, enquanto que
duas estirpes da Costa Rica se separam. Esta pequena divergéncia intraespecifica ja havia sido
observada no trabalho de Andam et al. (2009), entretanto a distancia entre os ramos ¢ menor
que 1%, sendo insuficiente para indicar qualquer separagdo filogenética. Por outro lado, os
isolados de C. necator (MIM 69 ¢ MIM 54) formaram um subgrupo com um isolado do
Uruguai com 4% de divergéncia em relagdo a estirpe de C. necator norte-americana. Neste
caso, o resultado pode indicar o isolamento das populagdes de C. necator.

A maior parte dos isolados (58 isolados) permaneceram dentro do grupo III, o qual foi
constituido apenas por espécies de Paraburkholderia e distribuidas em seis subgrupos. O
subgrupo 1 reuniu as estirpes tipo de P. phymatum, P. sabiae ¢ P. caribensis e mais seis
estirpes dos estados do RJ e BA. Estas espécies apresentam uma grande proximidade
filogenética. Outras dez bactérias provenientes da BA, RR e CE ficaram reunidos no subgrupo
de P. diazotrophica, porém estas apresentaram uma pequena distingdo intraespecifica
associada com os locais de coleta, onde nota-se que as estirpes da BA (MIM 508, MIM 509 e
MIM 510) mantiveram-se destacadas das demais.

O subgrupo de P. tuberum incluiu quatorze estirpes de diferentes origem e biomas, o
que pode indicar um amplo estabelecimento deste simbionte no territorio brasileiro sem uma
separagdo das populagdes. Os resultados estdo congruentes com os achados de Mishra et al.
(2012), que relata uma dominancia deste simbionte na Guiana francesa. O clado mais proéximo
da espécie P. tuberum foi formado por bactéria identificadas como P. phenoliruptrix
incluindo isolados de RR (MIM 338 e MIM 339), DF (MIM 528) e ES (MIM 326). O fato de
P. phenoliruptrix ter sido encontradas em M. pudica em estados de diferentes biomas do
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Brasil demonstra que esta espécie € de fato, um simbionte bem estabelecido, embora esta seja
uma espécie menos frequente. Curiosamente, os resultados de autenticagcdo revelaram que este
simbionte ndo promove um crescimento de seu hospedeiro, ao contrario, debilita ou atrasa o
seu desenvolvimento, o que pode caracterizar um comportamento parasitario. Os mecanismos
0s quais este simbionte utiliza para burlar os sistemas de defesa das plantas e permanecer por
prolongados periodos dentro dos nodulos ainda é uma questdao obscura

Um pouco mais distante das demais espécies encontram-se os isolados de P.
mimosarum € P. nodosa, que possuem uma estreita relacdo ja conhecida (ANDAM et al.,
2007). Em cada um destes clados pode-se perceber uma baixa variacdo intraespecifica,
principalmente entre os isolados identificados como P. nodosa (figura 14). Dentro do grupo
de P. mimosarum apenas trés isolados com origem do bioma Cerrado (MIM 739, 741 e 749)
se posicionaram mais afastados dos demais integrandos do clado.

3.5.7. Filogenia dos genes simbionticos

As arvores dos genes nifH e nodC foram geradas a partir do alinhamento de 319 e 477
bp, respectivamente, onde a maior parte das ramificacdes apresentaram valores a 90% de
(bootstrap) confianga. Embora a arquitetura das arvores concatenada (16S rRNA + recA) e
dos dois genes simbionticos (nifH e nodC) apresentassem semelhancas, foi possivel observar
algumas importantes alteracdes de posicionamento de taxons, o que revela as diferentes
origens da capacidade de FBN, podendo estar relacionado a aquisi¢do dos genes via
transferéncia horizontal de genes. Este resultado corrobora com Laguerre et al. (2001), que
afirma que as topologias das arvores filogenéticas dos genes nifH e nodC, em geral, sdo
congruentes entre si, mas podem apresentar importantes distor¢des com relagcdo ao gene 16S
rRNA.

Com relacdo ao gene nifH foram amplificadas 70 sequéncias correlacionadas aos
géneros Paraburkholderia, Cupriavidus e Rhizobium. Grande parte das sequéncias foram
obtidas utilizando pares de primers especificos para o0s respectivos gé€neros
(Paraburkholderia: Burk nifH-F/Burk nifH-R; Cupriavidus: nhcf3/nherd; Rhizobium: nifH-
F/nifH-R), enquanto que para alguns isolados que apresentaram problemas de amplificagdo
foram utilizados um outro par de primer de amplitude genérica (Pol-F/Pol-R). Estas
sequéncias foram comparadas com outras 34 sequéncias de estipes tipo e de outros trabalhos
relacionados a simbiontes de Mimosa (figura 15), sendo estas distribuidas em 9 grupos.

Assim como na filogenia dos genes concatenados, a arquitetura da arvore ficou
dividida em trés ramos principais, cada um correspondendo a um género de rizobio. Dentro de
cada ramo, algumas sequéncias apresentaram posicionamentos divergentes ao observado na
arvore 16S rRNA+recA. Esta incongruéncia nao ¢ surpreendente, uma vez que a taxonomia
de genes simbionticos estd mais relacionada aos nichos ecolédgicos (parceiros simbionticos) do
que com a propria estoria evolutiva dos organismos (LAGUERRE et al., 2001). Além disso a
origem destes genes por vezes podem sofrer distor¢des em fungdo de eventos de transferéncia
horizontal de genes, sendo possivel que um organismo detenha multiplas copias do mesmo
gene (ANYANGO et al., 1995; BARCELLOS et al., 2007), das quais podem ser “doadas” por
uma outra espécie irma, ou até mesmo a partir de rizobios de géneros diferentes. De acordo
com Andam et al. (2007), a origem da capacidade simbiontica e de fixagdo de nitrogénio de
Cupriavidus provavelmente se deu por este mecanismo, sendo uma linhagem de
Paraburkholderia o provavel organismo doador.

Dentre os isolados de Cupriavidus foram amplificadas 18 sequéncias de gene nifH
homologas a sequéncias de C. taiwanensis € C. necator, sendo estas muito proximas entre si,
compartilhando de 95 a 99% dos nucleotideos. Estes isolados formaram um grupo (C1)
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juntamente com estirpes de C. necator e C. pinatubonensis, proveniente do Uruguai e Brasil,
constituindo um grupo de simbiontes da América do Sul (Figura 15). Estes resultados
sugerem que os isolados adquiriram o gene nifH de um ancestral comum e mantiveram suas

sequéncias pouco alteradas, independente do processo de especiacdo ou da expansdo
geografica ao longo da América do Sul.
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Figura 16. Arvore filogenética Maximum-likelihood baseada em sequéncias parciais do gene
nifH mostrando a relag@o entre os isolados deste estudo e outros a e B-rizobios do mundo.
A significancia de cada ramo filogenético estd indicada pelos valores de bootstrap
(quando maiores que 50%) gerados a partir de 1000 repeti¢Oes. Barra representa a escala

de divergéncia entre as sequéncias (5 substituigdes por 100 nucleotideo). Os nimeros de
acessos NCBI das estirpes estdo listadas em anexo D.
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Neste contexto, as espécies de mimosas, bem como outras leguminosas hospedeiras,
podem ter tido um papel determinante para a dissemina¢do deste microssimbionte. Uma das
vantagens da simbiose para os rizobios ¢ justamente a possibilidade de multiplicar dentro das
leguminosas e ser liberado no solo, tornando cada vez mais expressivos neste ambiente
aumentando as chances de um reestabelecimento da simbiose e propagagdo em determinado
territorio. Em um trabalho de revisdo, Shumpp e Deakin (2010), apresentam rotas de
estabelecimento de simbiose (efetiva ou inefetiva), porém todas tem um destino comum, a
senescéncia e necrose dos nddulos, com a sucessiva liberagdo dos microssimbionte (alguns
em na forma indiferenciada) ao solo, que por sua vez assumem o estilo de vida saprofitico e
ficando disponivel para o estabelecimento de uma nova simbiose. Considerando que mimosas
sao amplamente encontradas ao longo das Américas, seus parceiros simbidnticos podem ter
acompanhado o mesmo fluxo de colonizagdo, especialmente Cupriavidus, cujo sua a relagdo ¢
de alta afinidade com espécies de Mimosa, e geralmente produz simbiose de alta eficiéncia.

Este primeiro grupo (C1) se posicionou bem distante (12% de divergéncia) de outras
estirpes de C. taiwanensis ao redor do mundo (C2), incluindo aquelas proveniente da Guiana
Francesa, Costa Ricas, Taiwan, China e Filipinas (ANDRUS et al., 2012; CHEN et al., 2001);
MISHRA et al.,, 2012; BARRETT et al.,, 2006; LIU et al.,, 2012). Estes isolados
compartilharam a mesma sequéncia de gene nifH, sendo esta relagdo amplamente reportada,
levantando fortes evidéncias de uma disseminagdo recente de uma linhagem do novo mundo
para as demais regioes.

Ja os isolados MIM 170 e MIM 168 (C3), ambos obtidos de RR, tiveram sequéncias
diferentes de todas as outras, e produzindo uma ramificacdo logo na base de género. Verifica-
se ainda que as distancias filogenéticas destes isolados para as Paraburkholderia e outros
Cupriavidus sdo muito proximas, sendo de 18 e 13%, respectivamente. Estes dados permite
sugerir que estes isolados possuem sequéncias mais proximas as linhagens ancestrais.

No ramo das Paraburkholderia foram observados 4 grupos com no minimo 13% de
divergéncia entre eles. No grupo P1 foram reunidas as sequéncias dos isolados identificados
como P. diazotrophica, sendo estas muito similares as de P. phymatum, P. sabiae e P.
phenoliruptrix, ndo passando de 6% de divergéncia. Adicionalmente verifica-se que este
grupo foi o que mais se aproximou do grupo de Cupriavidus, ratificando os resultados de
Andam et al. (2007), que verificaram que a estirpe STM815 de P. phymatum tem grande
proximidade com Cupriavidus com relagdo as sequéncias do gene nifH. Entre os isolados de
P. diazotrophica nota-se pequenas variacdes interligadas com os locais de origem. Por
exemplo, as estirpes do CE (MIM 200.1; MIM 238B; MIM 212; MIM 148 C2; MIM 200B)
agruparam-se separados das estirpes de RR (MIM 345; MIM 347) e da BA (MIM 509; MIM
510), que por sua vez, ficaram posicionadas proximas aos isolados da espécie P. phymatum.

O grupo P2 foi exclusivamente relacionado as espécies P. mimosarum € P. nodosa,
sendo estes separados por uma pequena diferenca de 5% de substituicdo dos nucleotideos,
semelhante ao que foi registrado Andam et al. (2007). Além disso, percebe-se que esta relagao
de proximidade também esta presente nos genes conservado 16S rRNA e recA, sugerindo que
ambas espécies derivaram de um ancestral muito proximo, sendo este a provavel origem dos
genes simbidnticos. De fato, a disposicdo destes agrupamentos ¢ essencialmente a mesma
observada na filogenia do gene nodC (figura 16). Neste grupo os isolados de P. mimosarum
permaneceram muito proximos das estirpes de referéncia e estirpes de outras regides do
mundo, incluindo estirpes isolados do Brasil (JPY321), Guiana Francesa (STM3621) e
Taiwan (PAS44). Pelo lado do isolados de P. nodosa, algumas pequenas diferencgas separaram
as estirpes da Mata Atlantica e Cerrado. Neste caso o hospedeiro pode ter tido um papel mais
determinante sobre as variacdes do gene nifH encontradas, visto que os rizdbios coletados da
Mata Atlantica foram extraidos de espécies de mimosas promiscuas e disseminadas, enquanto
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que no Cerrado as espécies hospedeiras eram endémicas da regido do planalto central (M.
speciosissima e M. radula). Neste Ultimo caso, poderia estar ocorrendo um processo de co-
evolucdo em dire¢do a uma especificidade, semelhante ao que foi observado entre Ensifer e
M. hamata, na India (GEHLOT et al., 2012).

Ja os isolados de P. tuberum ficaram arranjados no grupo P3 havendo poucas
diferencas entre eles. Entretanto trés isolados de GO (MIM 739; MIM 741 e MIM 753)
permaneceram em um ramo separado dos demais. Semelhante ao que foi observado no Grupo
P2, este trés isolados também foram obtidos de espécies de Mimosa endémicas do Cerrado.

O grupo P4 foi constituido por apenas dois isolados (MIM 528 e MIM 326) cujo as
sequéncias do gene nifH foram distintas de qualquer outra estirpe de referéncia, inclusive de
P. phenoliruptrix, a qual estes isolados foram identificados pelo gene 16S rRNA. Uma
hipdtese para este fato ¢ que estes isolados possuam mais de uma copia de nifH, as quais
poderiam ser obtidas pelos eventos de transferéncia horizontal de genes, principalmente pela
incorporacdo de plasmideo pSYM (BARCELLOS et al., 2007). Interessantemente ambas
sequéncias sao homologas a sequéncia de nifH da estirpe JPY582 de P. phenoliruptrix, que
também foi isolada de Mimosa sp. no Brasil (BONTEMPS et al., 2010).

As sequéncias de a-rizobios foram distribuidas em duas ramificagdes. No grupo R1
foi composto somente por estirpes de outros estudos, sendo estas CIAT 899 (R. tropici) e
CBAU 85039 (R. tibeticum). Estas estirpes apresentaram 20% de divergéncia entre si e
aproximadamente 12% em relacdo a ramificacdo do grupo R2. O grupo R2 reuniu todas
estirpes de R. mesoamericanum deste estudo (MIM 180 e MIM 185), do México (CCGE
501") e Guiana Francesa (STM3625), sendo separadas por uma diferenca de 3-4%
divergéncia de nucleotideos. Entretanto, em uma analise a partir dos aminoacidos codificantes
da proteina, verificou-se que esta diferenca de nucleotideos ndo resultou em alteragdes na
sequéncia de aminodcidos, ou seja, resultaram de mutac¢des silenciosas, produzindo as
mesmas proteinas em ambos os subgrupos. Outros cinco isolados do DF (MIM 525, MIM
542, MIM 571, MIM 540 e MIM 357) também apresentaram as mesmas sequéncias de
nucleotideos da estirpe STM3625, evidenciando uma forte ligacdo entre estes simbionte, uma
vez que essa proximidade também foi confirmada nos demais locus gene analisados nesta
tese. Este grupo também foi composto pela estipe CCGE 502" de R. grahmii que
compartilhou entre 95 a 96% dos nucleotideos.

A filogenia do gene nodC foi constituida por 83 sequéncia obtidas dos isolados
selecionados, as quais foram comparadas com outras 30 sequéncias de estirpes tipo e outros
simbiontes de mimosa. No total foram formados 10 grupos, semelhantes aos apresentados na
filogenia do gene nifH.

Entre os isolados do género Rhizobium verifica-se que as sequéncias de R.
mesoamericanum € R. altiplani ficaram reunidos em um Unico grupo (R1), juntamente com
estirpes da Guiana Francesa, do Brasil e México compartilhando entre 99 e 100% dos
nucleotideos. Este resultado sugere que pode ter ocorrido um evento de migratério de
linhagens ancestrais entre América do Sul e América Central, como discutido em Bontemps et
al. (2016). Entretanto ndo se conhece a marcha dos fatos em que se deu o fluxo de migragdo e
nem as condi¢des para que isso acorresse. Sob esta perspectiva surge uma série de
questionamentos, por exemplo, qual o papel das plantas hospedeiras na disseminagdo desta
espécie? A biogeografia dessas leguminosas estariam contribuindo na dispersdao deste
simbionte? A disseminacdo deste simbiontes ocorreu anteriormente ao surgimento das atuais
plantas hospedeiras? Para melhor entendimento destas questdes faz-se necessario mais
pesquisas comparativas destas duas espécies e populacdes, incluindo comparagdo de genomas
e isolamentos em outros representantes ao longo do trajeto Brasil-México. De modo
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complementar, os testes de inoculacdo cruzada podem fornecer importantes informagdes a
respeito da amplitude de hospedeiros existente na por¢ao norte neotropical.

Além de serem capazes de nodular com Ph. Vulgaris e M. pudica (LOPEZ-LOPES et
al., 2012; BARAUNA et al., 2016, KLONOWSKA et al., 2008; MISHRA et al., 2012; Esta
tese), R. mesoamericanum ¢ R. altiplani espécies sdo muito semelhantes em varios outros
aspectos fenotipico e genotipicos, sugerindo se tratar de espécies irmds. Outra espécie
proxima ¢ R. grahamii, que possui sequéncia de gene nodC com apenas 6% de divergéncia
em relagdo aos demais membros grupo R1 (Figura 16).

@'D
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Figura 17. Arvore filogenética Maximum-likelihood baseada em sequéncias parciais do gene
nodC mostrando a relagdo entre os isolados deste estudo (Identificagdo MIM) com outras
estirpes de a e B-rizdbios. A significancia de cada ramo filogenético esta indicada pelos
valores de bootstrap (quando maiores que 50%) gerados a partir de 1000 repeti¢des. Barra
representa a escala de divergéncia entre as sequéncias (5 substituigdes por 100
nucleotideo). Os nimeros de acessos NCBI das estirpes estao listadas em anexo D.
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Os grupos R2 e R3 foram formados somente por estirpes tipo e outros simbiontes de
diferentes regides do mundo. Estas sequéncias se mostraram muito diferentes das sequéncias
obtidas dos isolados deste trabalho, apresentando no minimo 35% de nucleotideos
divergentes. O fato da nodulacdo ndo ser uma caracteristica essencial a sobrevivéncia do
microrganismo permite com que os genes simbidnticos apresentem uma alta taxa de mutagao,
proporcionando uma maior variabilidade de genes, mesmo entre espécies relacionadas. Além
disso, o estabelecimento com determinadas plantas hospedeiras faz com os genes se
modifiquem com passar do tempo, estabelecendo relagdes de especificidade e promiscuidade
(GEHLOT et al., 2013).

Entre as sequéncias de Cupriavidus o que mais se destaca ¢ grande semelhanga de
genes intra e interespecifica, sugerindo que ambas as espécies adquiriram este gene de um
ancestral comum. No grupo (C1) foram incluidas todas as sequéncias dos isolados deste
trabalho, além outras estirpes isoladas do Brasil (SILVA et al., 2012) e do Uruguai
(PLATERO et al., 2016), constituindo assim, um gene exclusivamente sul-americano. As
sequéncias apresentaram divergéncias entre si de 2 a 4 % de substituicdo de nucleotideos,
sendo esta diferenca pouco significativa considerando a natureza pouco conservadas dos
genes simbidnticos. Neste grupo também foram incluidas duas estirpes de C. taiwanensis de
RR (MIM 168 e MIM 170), as quais se separaram das demais com uma distancia aproximada
de 4%, constituindo 17 mutagdes pontuais. Embora esta separagdo ndo represente uma
divergéncia expressiva, nota-se uma tendéncia de modificacdo do gene. Interessantemente
estas duas estirpes apresentaram comportamento de nodulagdo diferenciado dos demais,
induzindo a formagdo de 24 e 32 nddulos em M. pudica (Anexo B), enquanto que as outras
estirpes de Cupriavidus obtiveram médias proximas de 14 nodulos por planta (tabela 8).

De todas as sequéncias de Cupriavidus somente duas se posicionaram mais isolados
do grupo Cl1, sendo estas as estirpes LMG19424 ¢ STM 6018, provenientes de Taiwan e
Guiana Francesa, exibindo no minimo 10% de substitui¢do de nucleotideos. Estas duas
estirpes constituiram o grupo C2.

As sequéncias de Paraburkholderia foram distribuidas em cinco grupos com no
minimo 20% de diferenga de nucleotideos (figura 16). Estes agrupamentos foram iguais aos
observados na filogenia do gene nifH, com exce¢do do grupo P1 que foi representado
unicamente pelo isolado MIM 283.1, associado a espécie P. sabiae.

De modo geral os membros de uma mesma espécie tenderam a permanecer juntas,
seguindo o padrdo de transmissdo vertical dos genes com algumas pequenas segregacdes
intraespecifica. No entanto as estirpes MIM 316 ¢ MIM 382 pertencentes as espécies P.
tuberum e P. mimosarum, respectivamente, foram encontradas junto com outras estirpes de P.
nodosa. Nestes dois casos em particular, parece ter ocorrido transferéncia horizontal de genes.
Em uma outra hipotese, o resultado pode ter sido fruto de erros durante os procedimentos da
amplificacdo dos genes.

O grupo P2 foi constituido unicamente pela espécie P. tuberum, incluindo 18
sequéncias deste estudo e outras do Brasil (JPY 481) e Guiana Francesa (STM 3649). Estes
agrupamentos apresentaram pouco mais que 2% de divergéncia dos nucleotideos, revelando
uma grande estabilidade do gene nodulifero em grande faixa territorial da América do Sul. De
acordo com os resultados de Bournaud et al. (2013) P. tuberum compartilha sequéncia apenas
com estirpes de P. symbiotica, sendo esta sequéncia distante das demais espécies. E
interessante notar que estes isolados foram capazes de nodular nove espécies de Mimosa,
incluindo espécies disseminadas e endémicas. Neste sentido a promiscuidade do
microssimbionte pode representar um fator “conservador” do gene, pois as modifica¢cdes mais
drasticas na sequéncia do gene poderiam reduzir o espetro de hospedeiros e,
consequentemente, a afetar disseminacao ao longo dos ambientes.
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O terceiro grupo (P3) foi o mais heterogéneo, envolvendo sequéncias de P.
phenoliruptrix, P. sabiae, P. diazotrophica e P. phymatum. Estes isolados compartilharam a
mesma sequéncia de genes, com no maximo 3% de divergéncias, verificando-se 0 mesmo
agrupamento presente na arvore do gene nifH. Este fato também foi verificado nos estudos de
Bournaud et al. (2013), e ratifica a origem comum da capacidade simbidtica e uma baixa taxa
de modificagdes ao longo da estoria evolutiva. Nota-se ainda que dentre da espécie P. sabiae
¢ possivel encontrar mais de uma sequéncia de gene nodC, ambos associados a estirpes
simbiontes de mimosa (BRUES861 e MIM 283.1). Apesar de ter apresentado uma maior
versatilidade de genes nodC, isso ndo se refletiu sobre a dominancia territorial ou de
hospedeiro, consistindo um dos tdxons de menor expressdo entre os simbiontes de mimosa no
Brasil.

Da mesma forma que P. sabiae, a espécie P. phenoliruptrix também apresentou duas
sequéncias divergentes para o gene nodC, sendo uma relacionada ao grupo P3 e outro
exclusivo da espécie (grupo P4). Este resultado corrobora a topologia da arvore filogenética
nodC de Bournaud et al. (2013) e demonstra a diversidade de molecular desta espécie que tem
uma ampla gama de hospedeiros.

As estirpes de P. nodosa e P. mimosarum mostraram-se muito proximas apresentando
distancia filogenética de menos de 10% divergéncia de nucleotideos. Estes isolados
constituiram o grupo PS5, sendo este mais correlacionado com o grupo de P. phenoliruptrix
(P4). Esta mesma disposi¢ao das sequéncias também foi reportada por Bournaud et al. (2013),
sendo portanto, uma relagdo bem estabelecida entre estas espécies. Entre as estirpes de P.
nodosa ndo se verificou grandes variagdes, com exce¢do da estirpe MIM 86. Por outro lado,
as estirpes de P. mimosa formaram subgrupos correlacionado aos locais e hospedeiros de
origem. As estirpes de Goids isoladas de mimosas endémicas se apresentaram separadas
daquelas originadas de mimosas do Rio de Janeiro (figura 16). Este resultado reforca as
discussdes anteriores a cerca da especificidade com a planta hospedeira. Na nodulagao, o gene
nodC esta envolvido diretamente na biossintese do fator Nod, atuando na comunicagao
molecular e iniciando os estidgios de pré-nodulacdo. Nos processos de co-evolugdo, as
sequéncias dos genes podem sofrer algumas variagdes resultando no aumento da eficiéncia do
processo de nodulagdo em direcdo a especificidade (GERLOT et al., 2013). Os isolados de P.
nodosa perece seguir esta tendéncia, consistindo um dos simbiontes predominantes entre
espécies endémicas do Cerrado.

3.5.8. Biogeografia dos simbiontes de mimosas do Brasil

Com base nas identidades dos rizobios representantes de cada grupo e nas analises de
agrupamento de BOX e perfil morfolégico foi possivel extrapolar os resultados, obtendo
assim, uma proporcionalidade das frequéncias dos simbiontes mais representativa, ao menos a
nivel de género.

De modo geral, o Brasil apresentou uma rica diversidade de beta-rizobios, onde
Paraburkholderia foi o principal simbiontes de espécies de Mimosa para a maioria das areas
estudadas. Em alguns estados com PR, GO, BA ¢ MG houve uma expressiva dominancia de
Paraburkholderia atingido propor¢des acima de 96% (figura 17). No estado da BA dez
isolados tiveram sequéncias pertencendo as espécies P. diazotrophica, P. tuberum, P. nodosa
e P. phymatum, enquanto que em GO, foram as espécies P. tuberum e P. nodosa as mais
frequentes. Estes resultados indicam que os simbiontes nestas regides do Brasil sdo mais
competitivos, e esta caracteristica pode ser consequéncia de um processo de especializacao de
Mimosa por rizobios deste género, semelhante do que ocorre nas terras altas do México. Este
processo de co-evolucdo pode estar correlacionado com pressdes seletivas exercida pelos
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ambientes sobre as populacdes rizobianas e/ou sobre fisiologia das plantas hospedeiras, tais
como baixo regime de chuvas, altas temperaturas e presenga de solos acidos.

A exemplo deste processo, as leguminosas encontradas no deserto Thar, na fronteira
da India com o Paquistdo, desenvolveram uma especializagdo em nodular preferencialmente
por Alfa-rizobios (GEHLOT et al., 2012). Em outro estudo realizado na mesma regidao, Gehlot
et al. (2013) verificaram que a espécie M. hamata foi nodulada exclusivamente por estirpes de
Sinorhizobium sp. (Ensifer) locais, evidenciando um processo avancado de co-evolugdo.
Nestes casos, 0s autores sugerem que as caracteristicas edafoclimaticas do deserto de Thar
(pH alcalino e regime chuva menor que 300 mm/ano) foi o fator determinante para a
especificidade por um grupo de rizobio.

Além das Paraburkholderia, estirpes de Cupriavidus e Rhizobium foram bem
representados em outros sitios de estudo. Neste novo cendrio as espécies de Cupriavidus
mostraram-se amplamente disseminadas no territorio brasileiro, ocupando os biomas
Amazodnia, Caatinga e Mata Atlantica (Figura 17). Aparentemente estes simbiontes tem uma
correlagdo com a geografia proxima ao litoral brasileiro, sob influéncia do bioma Mata
Atlantica, aparecendo em quatro dos seis sitios estudados e exibindo frequéncia variando de 2
a 67% (Figura 17).

Do ponto de vista da dispersdo destes simbionte, o Cerrado parece representar uma
barreira biogeografica, uma vez que todas as tentativas de isolamento de Cupriavidus na
regido falharam, inclusive neste estudo. Evidentemente esta afirmagdo s6 pode ser realizada
ap6s uma andlise mais abrangente da diversidade destes organismos, seja nos outros
ecossistemas da regido central do Brasil, como também da regido norte e sul, onde ainda se
sabe muito pouco com relacao a esta simbiose.

E interessante perceber o fato de estirpes de Cupriavidus ser consistentemente
encontrado as margens do Cerrado. O primeiro registro da ocorréncia deste simbionte na
América do Sul foi realizado por Mishra et al. (2012) na Guiana Francesa, posteriormente por
Platero et al. (2016) no Uruguai e agora no sudeste do Brasil (DALL’AGNOL et al., 2017;
esta tese), delimitando assim, as fronteiras de dispersdo Norte, Sul e a Leste em relagdo ao
Cerrado.

Outro fato relevante nesta tese, foi a ocorréncia expressiva de isolados pertencentes ao
género Rhizobium em RR (38%) e no DF (72%) (Figura 17). Mishra et al. (2012) também
haviam encontrados alguns poucos isolados de R. mesoamericanum na Guiana Francesa,
porém a ocorréncia destes simbiontes foi pouco expressiva.
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Fonte: Elias M. Costa e Alexandre C. Barauna

Figura 18. Localizagdo das areas de estudo com suas respectivas distribuicdes relativa dos géneros de rizdbios isolados de Mimosa spp. Os
quadros abaixo de cada grafico indicam os dados referentes a quantidade sitios de coleta (sitio), numero de espécies de mimosas hospedeiras
coletadas (hosp), quantidade de bactérias representantes com sequéncias de 16S rRNA utilizada com base de célculo dos graficos de
distribuicdo (repre), percentagem de individuos representados com base na andlise de agrupamento (%); e faixa de pH encontrada em cada
estado.
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3.6. CONCLUSOES

. Mimosa pudica ¢ capaz de desenvolver uma grande variedade de padrdes de
nodulagdo, os quais sdo produtos das interagdes com as espécies/estirpes de rizobios. Em
geral as espécies de Paraburkholderia produzem nodulos efetivos, assim como todas as
espécies de Cupriavidus. Ja as espécies de Rhizobium induz noédulos com sinais de
efetividade, mas seus desempenhos na promog¢do do crescimento vegetal sdo inferiormente
em relagdo a maioria das as espécies de beta-rizobios parceiros de mimosas.

. Membros do género Paraburkholderia constituem os principais simbiontes de
Mimosa no Brasil, sendo dominante na maioria dos biomas estudados, principalmente
representando por estirpes da espécie P. tuberum.

o Cupriavidus encontram-se amplamente distribuidos ao longo do territério
Brasileiro, com excecdo do bioma Cerrado. Além disso, estes isolados ndo sao
exclusivamente influenciados pelo pH do solo, sendo encontrados tanto em solos neutro-
alcalinos quanto em solos acidos.

. As estirpes do género Cupriavidus sao filogeneticamente proéximas em todo o
mundo, sendo sua provavel origem das Américas. Contudo, existe diferencas na evolucao dos

genes simbidnticos nodC e nifH de estirpes da América sul e América central.

o Alfa-rizobios formam grupos expressivos no Cerrado e ao norte do bioma
Amazonia em simbiose com M. pudica.
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4. CAPITULO I1

RHIZOBIUM ALTIPLANISP. NOV.ISOLADO DE NODULOS
EFETIVOS EM MIMOSA PUDICA CRESCIDAS EM ATIiPICO SOLO
ALCALINO NO BRASIL CENTRAL
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4.1. RESUMO

Os rizébios foram isolados de nédulos de Mimosa pudica L. crescendo em solos neutro-
alcalinos do Distrito Federal no Brasil Central. A analise da sequéncia do gene 16S rRNA de
dez estirpes colocaram-nas dentro género Rhizobium proximos a espécies vizinhas (99% de
similaridade cada) sendo R. grahamii, R. cauense, R. mesoamericanum € R. tibeticum as mais
proximas. Esta alta similaridade, no entanto, ndo se confirmou por analise de sequéncia
Multilocus (MLSA) usando trés genes housekeeping (recA, ginll e rpoB), que revelaram que
a estirpe CCGE 501" de R. mesoamericanum é a mais proxima com 92% semelhanca de
sequéncias ou menos. Dados quimiotaxiondmicos, incluindo perfis de acidos-graxos (maioria
sendo de C 19: w8c 0 ciclo e Summed Feature 8§ C18: 1 w6c), contetdo de DNA G + C
(57,6% mol) e os padroes de oxidacao de fontes de carbono sustentaram o posicionamento das
estirpes dentro do género Rhizobium. Os resultados da analise de ANI (Average Nucleotide
Identity) diferenciou as novas estirpes das espécies mais proximas de Rhizobium, R.
mesoamericanum, R. grahamii e R. tibeticum com 89,0, 88,1 ¢ 87,8% de similaridade,
respectivamente. Os genes simbidticos essenciais para a nodulacdo (nodC) e fixacdo de
nitrogénio (nifH) foram mais semelhantes (99-100%) aos de R. mesoamericanum, que
também ¢ capaz de nodular espécies de mimosas. Com base nos dados atuais, estas dez
estirpes pertencem a uma nova espécie para a qual o nome Rhizobium altiplani sp. nov. (BR
10423T = HAMBI 3664T) ¢ proposto.

Palavras-chave: Rhizobium. Cerrado. Mimosa. Fixag¢ao biologica de nitrogénio.
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4.2. ABSTRACT

Root nodule bacteria were isolated from nodules on Mimosa pudica L. growing in neutral
alkaline soils from the Distrito Federal in Central Brazil. The 16S rRNA gene sequence
analysis of ten strains placed them into the genus Rhizobium with the closest neighboring
species (each with 99% similarity) being R. grahamii, R. cauense, R. mesoamericanum and R.
tibeticum. This high similarity, however, was not confirmed by multi locus sequence analysis
(MLSA) using three housekeeping genes (recA, ginll and rpoB), which revealed R.
mesoamericanum strain CCGE 501T to be the closest type strain (92% sequence similarity or
less). Chemotaxonomic data, including fatty acid profiles (with majority being C 19:0 cycle
w8c and Summed Feature 8 (C18:1 woéc), DNA G+C content (57,6% mol), and carbon
compound utilization patterns supported the placement of the novel strains in the genus
Rhizobium. Results of Average Nucleotide Identity (ANI) differentiated the novel strains from
the closest Rhizobium species, R. mesoamericanum, R. grahamii and R. tibeticum with 89,0,
88,1 and 87,8% similarity, respectively. The symbiotic genes essential for nodulation (nodC)
and nitrogen fixation (nifH) were most similar (99-100%) to those of R. mesoamericanum,
another Mimosa-nodulating species. Based on the current data, these ten strains represent a
novel species for which the name Rhizobium altiplani sp. nov. (BR 10423T = HAMBI 3664T)
is proposed.

Keywords: Rhizobium. Cerrado. Mimosa. Biological nitrogen fixation.
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4.3. INTRODUCAO

Mimosa pudica L. (Mimosoideae, tribo Mimosae) é uma leguminosa herbacea perene
nativa das américas e amplamente disseminada. Trata-se de uma espécie cuja dispersdo ¢
fortemente influenciada pelas atividades humanas (plantas ruderais) podendo se comportar
como plantas daninhas crescendo em pastos, beira de estradas, jardins urbanos e areas
perturbadas (BARNEBY, 1991; SIMON et al., 2011). Estas plantas representam importantes
fonte de néctar e polen para abelhas produtoras de mel (MARTINS et al., 2011).
Adicionalmente estudos recentes t€ém demonstrado potenciais usos biotecnologicos destas
plantas para fito-remediag¢do do solo contaminados com metais pesados.

Estas plantas apresentam a capacidade de fixar N em associagdo com rizdbios
incomuns para a maioria das leguminosas, e por isso tem sido objeto de muitos estudos nos
ultimos 15 anos. Varios estudos ao redor do mundo vém evidenciando que M. pudica tem
preferéncia em se associar com rizobios da subclasse Beta-proteobacteria, representados por
espécies noduliferas de Paraburkholderia e Cupriavidus (GYANESHWAR et al., 2011;
CHEN et al., 2001; CHEN et al., 2005a; CHEN et al., 2005b; BARRETT; PARKER, 2005;
BARRETT; PARKER, 2006; BONTEMPS et al., 2010; DOS REIS JUNIOR et al., 2010;
MISHRA et al., 2012; PLATERO et al., 2016; ELLIOTT et al., 2009; LIU et al., 2012;
KLONOWSKA et al., 2012; GEHLOT et al., 2013; MELKONIAN et al., 2014).

Alfa-rizobios do género Rhizobium ¢é outro grupo de bactérias que também se
associam com M. pudica (MISHRA et al., 2012; KLONOWSKA et al., 2012). Na maioria das
vezes, esta simbiose ocorre em menor expressdo e induz a formagdo de nddulos ndo-efetivos
ou com baixa eficiéncia em comparagdo com Beta-rizobios (BARRETT; PARKER, 2006;
ELLIOTT et al., 2009; MISHRA et al., 2012; KLONOWSKA et al., 2012; GEHLOT et al.,
2013; MELKONIAN et al., 2014). Para Klonowska et al. (2012) este fato sugere que espécies
de Rhizobium sdao simbiontes oportunistas para M. pudica. Entretanto, existem excegoes, tais
com estirpes de Rhizobium etli que pode nodular efetivamente M. pudica (ELLIOTT et al.,
2009; MISHRA et al., 2012).

As Savanas Brasileiras, o Cerrado, ¢ reconhecido como o principal centro de
diversidade do género Mimosa (BARNEBY, 1991; SIMON et al., 2011) e ao mesmo tempo
como o maior centro de diversidade de Paraburkholderia simbioticas, com as quais as
espécies de Mimosa nativa nodulam quase que exclusivamente, incluindo M. pudica
(BONTEMPS et al., 2010; DOS REIS JUNIOR et al., 2010). Este cenario se opde ao segundo
maior centro de origem, o México Central, onde espécies de Mimosa endémicas sio
principalmente noduladas por Alfa-rizobios (Rhizobium e Ensifer) (BONTEMPS et al., 2016)
e India, onde espécies nativas sdo noduladas de forma efetiva por espécies de Ensifer
(GEHLOT et al., 2013).

Embora ndo se conheca exatamente quais atributos da simbiose seja responsavel pela a
estrutura da comunidade rizobiana em mimosas de diferentes regides do mundo, algumas
caracteristicas dos parceiros simbidnticos e também do solo sdo apontadas como aquelas que
tém maior influéncia. Dentre estas pode-se citar: capacidade intrinseca dos parceiros
envolvidos (gendtipos de mimosa e competitividade dos rizdbios), fatores edaficos como pH e
fertilidade do solo, e at¢ mesmo a presenga de metais pesados no solo (BONTEMPS et al.,
2016; ELLIOTT et al., 2009; PLATERO et al., 2016). Bontemps et al. (2016) sustentam a
hipotese de que os solos neutro-alcalinos como os do México central, bem como o genotipo
foram determinantes para a dominancia de alfa-rizobios intolerantes a acidez, como espécies
de Rhizobium.
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Estudo recente (Capitulo I desta Tese) mostrou que no Brasil, bactérias do género
Rhizobium foram encontradas somente em nodulos de M. pudica e representou o grupo de
simbiontes de mimosa menos frequente. Entretanto, em um solo neutro-alcalino, atipico para
Cerrado, estes simbiontes foram dominantes e as analises preliminares baseadas na filogenia
dos genes 16S rRNA e recA mostraram que trés estirpes representantes do agrupamento DF-
G14 individuos do Distrito Federal eram distintas de qualquer outra espécie do género
Rhizobium. Assim o objetivo deste capitulo foi realizar uma caracterizacao polifasica destas
estirpes de Rhizobium encontrados no planalto central brasileiro, para a descrigdo de um novo
taxon, o qual propdem-se Rhizobium altiplani sp. nov.
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4.4. MATERIAL E METODOS
4.4.1. Area de coleta e analise solo

A descri¢ao de Rhizobium altiplani foi realizada com base dez estirpes selecionadas do
genogrupo DF-G14 (Anexo B) provenientes de nddulos espontaneos de Mimosa pudica
obtidos de um jardim da sede da Embrapa Cerrados, no Distrito Federal do Brasil (Tabela 9).
A area esta situada a aproximadamente 1000m acima do nivel do mar, na regido conhecida
como Planalto Central sob as coordenadas 15°43'50.6"S; 47°53'48.1"W. A area constitui um
ambiente ndo-natural composta por arvores de médio porte (5-10 m de altura) e gramineas
rasteiras dentro do perimetro urbano.

Tabela 9. Estirpes de Rhizobium altiplani utilizadas para a caracterizagao polifasica para a
descricao da espécie.

Identificacio no estudo Identiﬁcagio Caracterizagf‘w Caracter.izag:ﬁo
(CRB-JD) morfofisiologica genética
MIM 525 BR 10423" S S
MIM 521 BR 10424 NR S
MIM 531 BR 10425 NR S
MIM 538 BR 10426 NR S
MIM 542 BR 10427 S S
MIM 558 BR 10428 NR S
MIM 561 BR 10429 NR S
MIM 566 BR 10430 NR S
MIM 569 BR 10431 NR S
MIM 571 BR 10432 S S

T CRB-JD: Centro de Recursos Bioldgicos Johanna Débereiner (Embrapa Agrobiologia)
S = Sim; NR = N3o realizado.

De acordo com a classificagdo de Koppen, o clima ¢ Aw com média de precipitacao
anual de 1668 mm distribuidas em duas estagdes bem definidas: seca (maio a setembro) e
chuvosa (outubro a abril). A temperatura média gira entorno de 22 - 23° C, podendo atingir
maximas de 27 ° C e minimas proximas de 12 °C (Clima-Data, 2017).

As amostras de solo foram coletadas da camada de 0-20 cm e analisadas quanto aos
parametros de pH, teor de aluminio, composi¢do de macronutrientes (P, K, Ca e Mg) e
matéria organica do solo, seguindo os procedimentos descritos em Embrapa (2011).

4.4.2. Caracterizacao morfologica e fisiologica

As estirpes foram repicadas do estoque (Agua-glicerol 20%) para placas de Petri
contendo meio de cultura YMA (i de bromotimol), 1ncubadas em estufas bacteriologica tipo
B.O.D e apdés o crescimento da cultura, novamente repicadas para a certificacdo da
purificagdo das estirpes. Utilizando uma cultura pura de trés dias apds a repicagem, as estirpes
foram caracterizadas morfologicamente considerando os seguintes atributos: tempo de
crescimento, pH do meio de cultura, coloracdo da coldnia, forma da colonia, perfil da colonia
e producao de Exopolissacarideos (EPS). Com objetivo de descri¢dao das caracteristicas, todos
os testes foram comparados com as estirpes tipo das espécies mais proximas, neste caso, R.
mesoamericanum (CCGE 502") e R. grahamii (CCGE 5017).
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Além da morfologia das colonias, também foi avaliada a capacidade de crescimento
sob diferentes condicdes de pH, temperatura e concentracdo de sais. Para a avaliagdo da
amplitude de temperatura de crescimento, cada estirpe foi repicada em meio YMA e
incubadas sob as temperaturas de 12, 15, 20, 28, 35 e 37°C por um periodo maximos de dez
dias. Os resultados foram obtidos a partir de quatro repeticdes de cada tratamento
estirpe/temperatura, sendo a avaliacdo do crescimento por meio da observacdo da massa
bacteriana sobre as estrias de repicagem realizadas em quatro campos da placa de Petri.

Para o teste de tolerancia as concentracdes de sais, as estirpes foram cultivadas em
cinco meios de cultura YMA contendo concentragdes de 1, 1,25, 1,5, 1,75 e 2 g/L de NaCl..
Os resultados foram obtidos a partir da média de quatro repeticdes e apds de 3 dias de
incubagdo sob temperatura Otima crescimento (28°C). Foram considerados resultados
positivos as estirpes que apresentaram crescimento em pelo menos um campo da superficie do
meio inoculado.

A amplitude de crescimento em fun¢do do pH foi obtida a partir da inoculagdo das
estirpes em erlemyers contendo 20mL de meio de cultura YMA (jiquido) ajustados para os pH 4,
6,8, 8 e 10. Utilizou-se suspensdes bacterianas preparadas nos mesmos meios utilizados nos
testes, sendo a concentragdo das bactérias ajustadas para a densidade optica (D.O) de 0,1 em
espectrofotdmetro a 500nm. Foram preparadas quatro repetigdes para cada tratamento de
estirpe/pH, sendo a inoculagdo a partir de uma aliquota de 100uL das suspensdes. Os
erlemyers foram incubados em agitador orbital sob rotagdo de 150rpm e temperatura de 28°C.
Ap6s 3 dias foram retiradas aliquotas de 2uL das culturas para avaliar o crescimento por meio
do aumento da D.O. Foram considerados crescimento positivos todos as culturas que
apresentaram D.O. superior a 0,5.

4.4.3. Caracterizacio bioquimica

Os perfis de absor¢do de diferentes fontes de carbono e de atividade enzimatica foram
obtidos a partir dos kits Biolog GEN2 MicroPlate e API 20NE, respectivamente. Para isso
quatro estirpes representativas (BR 104237, BR 10424, BR 10427 ¢ BR 10432) foram
previamente cultivadas em placas de Petri contendo meio de cultura TY sem indicador de pH
por 72h para obtencao de culturas com pouca producao de EPS.

Para obtengdo dos perfis de assimilacdo de fontes de carbono, foram preparadas
suspengdes bacterianas utilizando tubos contendo fluido inoculante IF (Biolog®) até alcancar
transmitancia de 90% em espectrofotometro ajustado para o comprimento de 500nm. Em
seguida, aliquotas de 150mL de cada suspensdo foram distribuidas nos pocos das placas de
Biolog GEN2 e encubadas em estufa bacterioldgica tipo B.O.D. a 28°C na auséncia de luz.
Ap6s trés dias de crescimento as placas foram lidas em espectrofotometro sob comprimento
de onda de 550nm. Foram consideradas reacdes positivas os pocos com valores de
absorbancia 20% superior ao controle negativo em placa.

Para os testes enzimaticos, colonias de bactérias foram transferidas para tubos tipo
Falcon contendo 50mL de solucdo salina estéril a 0,85% (NaCl,) até atingir o padrdo de
turbidez 5 na escala McFarland. Estas suspensdes foram utilizadas para preencher os pogos do
Kit API 20NE seguindo as instru¢cdes do fabricante. As fitas-testes inoculadas foram
incubadas em estufa tipo B.O.D nas mesmas condi¢oes descrita para o teste Biolog GEN2.

Os perfis enzimaticos foram complementados com os testes de atividade das enzimas
oxidase e catalase. A oxidase foi avaliada realizando esfregacos de bactérias em tiras de
papeis filtro e adicionando uma gota de solu¢do de N,N,N’,N’-Tetrametil-p-fenilenodiamina
para observar a mudancga instantanea da coloragdo (reagdo positiva). Para a determinacao da
atividade da catalase uma solu¢do de perdxido de hidrogénio a 10% (v/v) foi adicionada sobre
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as culturas bacterianas em placa e observado a formag¢ao de bolhas sobre as colonias dentro de
1 minuto, indicando a reagao positiva.

4.4.4. Antibiograma

Os perfis de sensibilidade a antibidticos das estirpes foram obtidos a partir dos Kkits
antibiotic sensi-disc dispenser system (Oxoid®) e Biolog GENIII Microplate (Biolog)
totalizando treze tipos de antibidticos com diferentes concentragdes: Kanamicina (30mg);
Ampicilina (10mg; 25mg); Estreptomicina (10mg; 25mg); Eritromicina (15mg; 30mg);
Gentamicina (10mg; 30mg); Rifampicina (5mg; 30mg); Clorofenicol (30mg; 50mg);
Tetraciclina (10mg; 30mg); Troleadomicina; Rifamicina SV; Minociclina; Lincomicina;
Vancomicina (Biolog GENIII plate).

As estirpes foram inicialmente crescidas em tubos Falcon contendo meio de cultura
TY liquido durante o periodo de 48h em agitador orbital a 150rpm e temperatura de 28°C.
Estas culturas foram centrifugadas sob baixa rotacao (5.000rpm) por 5 minutos e, dentro de
uma camara de fluxo laminar, o sobrenadante foi drenado utilizando uma pipeta estéril. O
pellet de células foi ressuspendido adicionando 2mL de solugdo salina (0,85% NaCl,) e uma
aliquota de 100l desta suspensdo foi adicionada sobre a superficie do meio de cultura YMA
(sem indicador) € €spalhada utilizando al¢a de Drigalski estéril. Cada placa foi dividida em
quadrantes, onde foram adicionados os discos de um mesmo antibiotico. As placas foram
incubadas por 72h e em seguida foram observadas quanto a presenga ou auséncia dos halos de
inibi¢do ao redor dos discos, indicando sensibilidade ou resisténcia aos antibioticos,
respectivamente.

A sensibilidade a Troleadomicina, Rifamicina SV, Minociclina, Lincomicina,
Vancomicina foi avaliado a partir de placas de Biolog GENIII observando o crescimento
bacteriano nos pogos, indicado pela alteracdo da pigmentacdo da suspenc¢do inoculada. Os
procedimentos para a inoculacao das bactérias nas placas foram realizados como descrito para
o kit Biolog GEN2 (item 4.2.4), exceto pela substituicdo do liquido inoculante para IF-A
(Biolog).

4.4.5. Caracterizacio de acidos-graxos

Os perfis de Acidos-Graxos (FAME - Fatty Acid Methyl Ester) foram obtidos a partir
dos Acidos Graxos Totais Extraiveis pelo Procedimento Comercial MIDI® (MIDI-FA),
visando determinar o perfil qualitativo e quantitativo dos FAMEs de cada organismo para
comparagdo com banco dados de outros organismos ja descritos. Esta analise foi realizada na
unidade da Embrapa Meio Ambiente, com metodologia descrita em Fernandes e Chaer
(2010).

Os isolados selecionados foram cultivados em meio de cultura YMA (promotimory durante
48h a 28°C para obtencdao de células vidveis e estabilizadas em relagdo a composi¢ao dos
acidos graxos. Em seguida, fracdes do material microbiano (entre 40-50mg) foram
transferidas para tubos de ensaio para extracdo dos FAMEs procedendo os processos de
saponifica¢do, metilacdo, separagdo e lavagem descritos abaixo:

- Saponificagdo: ImL de uma base NaOH (3,75M) preparada em dgua:metanol (1:1,
v/v) foi adicionado nos tubos e agitado em vortex por 5 minutos, seguindo de uma incubagao
em banho-maria a 100°C por 5 minutos. Os tubos foram resfriados em temperatura ambiente e
novamente agitados por 10 segundos. Para potencializar a lise das células e desintegracdo dos
acidos-graxos da parede celular, uma nova incubacdo a 100°C foi realizada por mais 25
minutos e novamente resfriada.
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- Metilagdo: ApoOs as amostras serem saponificadas foram adicionados 2mL de
reagente de metilagdo (acido cloridrico 6,0M e metanol, na propor¢ao de 1:0,85) e mantidos
por 10 minutos em banho-maria a 80°C. Ao final desta etapa os dcidos-graxos sdo convertidos
em estéreis de metila (volatil) para posterior analise em cromatografia gasosa.

- Separagdo: As amostras devidamente metiladas passaram por um processo de
separagdo dos compostos (Fases organica e aquosa) adicionando 1,25mL de solvente de
extracdo (hexano). Os tubos foram homogeneizados em agitador orbital a 50rpm por 10
minutos e em seguida a fase organica (liquido superior) foi aspirada e transferida para um
novo tubo com rosca revestida com teflon.

- Lavagem: Para eliminar &cidos graxos livres e componentes acidos derivados dos
processos anteriores, 3mL de solu¢do basica fraca (0,3M de NaOH) foi adicionada a fase
extraida e misturada em agitador orbital a 50rpm por 5 minutos. Ao término, a fase organica
(liquido superior) foi transferida para frasco de cromatografia (CG vials).

Para identificagdo dos FAMEs, as amostras contidas nos CG vials foram injetadas no
cromatografo a gas, equipado com coluna cromatografica (5%  bifenil-95%
dimetilpolisiloxano, 25 a 30m) e detector de ionizagdo de chama (FID). O equipamento foi
programado para promover um incremento de 5°C por minuto a partir de 120°C até atingir
270°C. As temperaturas do injetor e do detector foram de 250°C e 280°C, respectivamente.

Os picos cromatograficos foram identificados com base nas comparagdes dos tempos
de retengdo de FAMEs microbianos das amostras e de padrdes comerciais.

4.4.6. Caraterizacao das estruturas celulares

As estirpes foram caracterizadas quanto a coloracdo de Gram, organizagdo celular e
motilidade das bactérias através da visualizagdo em microscopio Optico. Cada estirpe foi
cultivada em meio TY (iiquido) € diluida em solugdo salina até a concentracdo 10 UFC para
otimizar a visualizagao das células. Uma aliquota de aproximadamente 100uL da diluicao foi
adicionada sobre uma ldmina de microscopia, coberta com uma laminula e visualizada em
microscopio optico sob a objetiva de 40x.

A motilidade e organizagdo celular foram avaliadas por meio de observagdo direta,
sem a adicdo de corantes. Para o teste de coloragdo de Gram, uma por¢do da cultura foi
adicionada a uma lamina de microscopia, homogeneizadas adicionando uma gota de agua
destilada e fixadas passando a lamina rapidamente sobre a chama do bico de Bunsen. Em
seguida foram aplicados tratamentos com cristal violeta (1 min), lugol (3 min.), alcool 70%
(20 seg.) e safranina (1 min). O excesso de cada reagente foi removido aplicando um jato de
agua destilada sobre as laminas. Apds a secagem, em temperatura ambiente, as ldminas foram
observadas em microscopio optico sobre objetiva de 40X e100X com o6leo de imersao.

Para um maior detalhamento das estruturas e dimensdo das células foi realizada a
microscopia eletrénica de transmissdo das células da estirpe BR 10423". Esta analise foi
realizada no Instituto James Hutton, Escocia, procedendo as etapas de contraste das bactérias
para a visualizagdo em microscopio eletronico de transmissao.

O contraste foi realizado pelo método da gota (“Droplet/Float methods”) (HAYAT;
GIAQUINTA, 1970). A estirpe BR 10423 foi cultivada em meio de cultura TY (sem indicador)s
durante 3 dias e em seguida foi colocado um tubo cilindrico de vidro sobre uma coldnia
isolada. O tubo foi preenchido com aproximadamente 1mL de agua destilada estéril,
procedendo incubagdo por lh para o preparo da suspensdo bacteriana. Aliquotas de S0uL
foram adicionadas sobre a superficie de grades metalicas (stubs), previamente preparadas com
uma pelicula de parafilme, para fixacdo das bactérias. As grades foram colocadas sobre gotas
de acetato de uranila (5% diluido em 4gua destilada) durante 30 minutos e lavadas passando a
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superficie das grades sobre gotas de agua destilada. A cada etapa de lavagem, o excesso foi
removido por meio de absorcdo utilizando pedago de papel filtro. As grades foram colocadas
sobre uma gota de citrato de chumbo (30 min), procedendo a remog¢do do excesso como
descrito anteriormente. Por fim, as amostras foram transferidas para placas de Petri forradas
com papel filtro para secagem do material por um periodo de 24h a temperatura ambiente.

As grades foram analisadas em microscopio eletronico de transmissdo Jeol JEM-1400
e as imagens capturadas por meio da camera Gatan Orius CCD (4008 x 2672 pixels) acoplada
na base do equipamento.

4.4.7. Caracterizacio molecular

Para a caracterizagdo molecular foram selecionadas dez estirpes do genogrupo DF-
G14, incluindo BR 104257, BR 10427 ¢ BR 10432 inicialmente analisadas no capitulo
anterior. As estirpes foram cultivadas por 48h em tubos Falcon contendo meio de cultura TY,
centrifugadas (5.000rpm) e entdo, submetidas aos procedimentos de extragdo de DNA
utilizando o kit Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega®), seguindo as
recomendacoes do fabricante.

Os DNA foram amplificados para os genes ribossomal (16S rRNA), housekeeping
(recA, gyrB, rpoB e ginll), gene de nodulagdo (nodC) e fixagdo de nitrogénio (nifH),
utilizando o kit de PCR GOTaq polimerase (Promega®), seguindo as reagdes e condi¢des de
amplificacdo em anexo I. A qualidade dos fragmentos amplificados foi avaliada por meio de
eletroforese em gel de agarose 1% (corrida 1h a 90V) utilizando os marcadores 1kb plus DNA
ladder e Low Mass DNA Ladder (invitrogen®).

Para o sequenciamento, aliquotas de 10uL de produtos de PCR foram tratadas com
0,7uL de enzima FastAP™ (Thermo Scientific®) e 0,3uL de Exo I (Thermo Scientific®) e
incubadas em termociclador sob as temperaturas de 37°C (15min) e 85°C (20min), para a
eliminagdo dos excessos de primers, dNTPs e grupos fosfatos de proteinas. As reagdes de
sequenciamento foram realizadas em placas de 96 pogos, onde os produtos de PCR tratados
foram submetidos a uma reacdo de sequenciamento de 10uL contendo: 6,5uL de agua:PCR
(propor¢do de acordo com tamanho do gene), 1uL de primer (10uM), 1,5uL de tampao 1,5x e
1uL de Big Dye (Applied Biosystem). As amostras foram amplificadas procedendo 35 ciclos
de desnaturacao (96°C, 15seg.), anelamento (50°C, 15 seg.) e extensao (60°C, 4 min).

Para a precipitacdo dos fragmentos de DNA amplificados foi adicionado 1pL de
EDTA (125mM) na parede de cada pogo, procedendo um spin (10 seg. de centrifuga¢do em
rotacdo progressiva) para a descida do reagente. O mesmo procedimento foi realizado para o
acetato de sodio (3M). Em seguida 25uL de etanol absoluto foram adicionados em cada pogo,
sendo realizada uma homogeneizacio (quatro inversdes de placa) e centrifugacdo. As placas
foram incubadas no escuro e sob temperatura ambiente, e apds 15 minutos, estas foram
centrifugadas por 30 minutos a 3000 rpm com desaceleracdo lenta, para a preservacdo do
pellet de DNA no fundo de cada poco.

Para a purifica¢do dos fragmentos o sobrenadante foi descartado por meio de inversao
da placa e o residuo foi removido realizando um spin com rotagdo de 150rpm com placas
destampadas e invertidas. Para otimizar a purificacdo das amostras foi adicionado mais 35uL
de etanol 70% em cada pogo, procedendo uma centrifugagdo por 15 minutos a 1650 rpm. O
sobrenadante e o residuo de etanol foram eliminados por inversdo e centrifuga¢do, como
descrito anteriormente e entao, as placas foram mantidas abertas, no escuro, por no minimo lh
para volatizagdo do residuo de etanol.
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Para a obtencao dos eletroferogramas, as amostras foram ressuspendidas adicionando
10pL de formamida Hi-Di™ (Applied Biosystem) e injetadas no sequenciador ABI3500
(Applied Biosystems).

As sequéncias foram editadas utilizando o programa Bionumeric (Applied
Mathematics, Kortrijk, Bélgica, v.7.1) e depositadas no GenBank sob os nimeros de acessos
listados na tabela em anexo I. A reconstrucdo filogenética foi realizada a partir do
alinhamento multiplo das sequéncias utilizando a ferramenta ClustalW do programa MEGA
7.0 (KUMAR et al.,, 2016) e as arvores filogenéticas foram construidas pelo método
estatistico Maximum-Likehood com célculo de distancia pelo modelo Jukes-Cator (JUKES;
CATOR, 1969) com 1000 repeticdes. Para a analise de sequéncia multilocus (MLSA) as
sequéncias dos genes housekeeping foram alinhadas individualmente e em seguida,
concatenadas utilizando o programa Seaview v.4.0 (GALTIER et al., 2010).

A similaridade entre os genomas da estirpe BR 10423 estirpes tipo de espécies mais
proximas foi realizada através do método ANI (Average Nucleotide Identity). Para isso,
amostras de DNA da estirpe BR 10423 foram sequenciadas pela companhia Macrogen®
(Korea) e entdio pareadas com genomas de R. tibeticum (CCBAU 85039" - JGI Project I), R.
grahamii (CCGE 502" - NZ_AEYE00000000) ¢ R. mesoamericanum (CCGE 501" -
NZ_CANI00000000) utilizando o programa Jspecies (RICHTER E ROSSELLO-MORA,
2009).

4.4.8. Experimento de inoculacido cruzada com Rhizobium altiplani marcada com gene
GFP

A estirpe BR 10423 foi selecionada para ser transformada para expressar o fenotipo
verde fluorescente a partir da proteina GFP (GFP — Green Fluorescent Protein). Esta proteina
quando excitada por feixes de luz no comprimento de onda de 480nm reflete luz verdes
fluorescente contrastando com os demais tecidos vegetais, sendo indicada para observagao
dos processos de nodulagio.

Para a transformacao da estirpe foram executadas as seguintes etapas:

Obtencdo de células vidveis: A estirpe tipo de Rhizobium altiplani (BR 10423") foi
inoculada em erlemyers de 250mL contendo 100mL de meio cultura TY e incubadas por 48h
em agitador orbital a 28°C e 150rpm. Em seguida, aliquotas de 25ml da cultura foram
transferidas para tubos Falcon de 50mL e incubados em gelo a cada procedimento a seguir.
Os tubos Falcon foram centrifugados sob baixa temperatura e rotagdo (4°C; 5000rpm) por 5
minutos para obtencao de células viaveis. O sobrenadante formado foi descartado e as células
foram ressuspendidas adicionando 25mL de solugdo diluente (CaCl, a 2mM), realizando
suaveis rotagdes até formacdo de uma suspencdo homogénea. Os procedimentos de
centrifugagdo e ressuspensdo foram repetidos por mais duas vezes para eliminacdo dos sais
livres do meio de cultura, os quais interferem na etapa de eletroporagdo descrito abaixo:

- Inser¢do do plasmideo: O pellet foi ressupendido em 40mL de solucao diluente e
aliquotas de 40ul da suspengao bacteriana foram transferidas para cubetas de eletroporacao
estéreis, juntamente com 1pL de solucdo de plasmideo (Ing de DNA plasmidial em 1pL de
tampao Tris-EDTA, contendo os genes GFP e de resisténcia a Kanamicina). As cubetas foram
submetidas a um pulso elétrico de 1,8 kV, 25mF, para forcar os plasmideos adentrarem nas
células, sendo a constante de tempo de aproximadamente Sms.

- Selecdo das bactérias transformadas: Apds a eletroporacdo as amostras foram
cultivadas em tubos de ensaio contendo meio de cultura TY (iquido) € incubadas a 28°C sob
agitacdo de 150rpm durante 24h. Estas culturas foram repicadas em placas de Petri contendo
meio de cultura TY com antibiotico Kanamicina (50ppm, Km 50) para selecdo das bactérias
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que receberam os plasmideos. A partir das colonias crescidas foram preparadas ldminas de
microscopia para a comprovacao da fluorescéncia em microscopio confocal Zeiss 610 sob
comprimento de onda de 488nm. As colonias com o fendtipo fluorescente foram mantidas em
meio TY ou YMA contendo antibidtico Kanamicina e estocadas em freezer -80°C.

O experimento de nodulagdo foi realizado para atestar a capacidade nodulifera em
diferentes plantas hospedeiras, bem como para observar a disposi¢do das bacterdides no
interior dos nodulos. O experimento foi composto por tratamentos inoculados com bactérias
selvagens e estirpes transformadas com gene GFP, utilizando como plantas hospedeiras seis
leguminosas de cinco tribos distintas: Mimosa pudica (Mimoseae), Vigna unguiculata e
Phaseolus vulgaris (Phaseoleae), Arachis hypogaea (Dabergenedeae), Crotalaria juncea
(Crotalarideae) e Lupinus angustifolium (Genisteae).

As sementes de cada espécie foram desinfestadas (imersdo em dalcool por 30 seg.;
hipoclorito 5% por 5 min; sucessivas lavagens com agua estéril) e pré-germinadas em meio
agar-dgua 1%. Para sementes de M. pudica foi necessario um tratamento preliminar de quebra
de dorméncia, onde as sementes foram tratadas com &cido sulfirico concentrado por dez
minutos, e em seguida, lavadas com &agua destilada. Apds trés dias, as plantulas foram
transferidas para um sistema cultivo estéril composto por garrafas longneck de 500mL
contendo solug@o nutritiva de Noris sem nitrogénio (RADL et al., 2014). Nesse sistema, as
plantas ficaram suspensas entre duas tiras de papel germintest presas aos gargalos das garrafas
que se estendiam até o fundo das garrafas em contato com a solucao nutritiva.

A inoculagdo foi realizada aplicando 1mL de cultura bacteriana crescidas por 48h em
meio de cultura YM (contendo aproximadamente 107 células) sobre as radiculas. As garrafas
foram cobertas com sacos plasticos translucidos e colocadas em camaras de propagacgdo
vegetal sob condi¢des controladas de temperatura (28°C) e luminosidade (sistema Leds
Tecnal ajustado para fotoperiodo de 12h de luz).

Apos trinta dias, os nodulos foram colhidos e seccionados na espessura de
aproximadamente Imm ou menos, ¢ colocadas sofre laminas de microscopia contendo uma
gota de agua destilada e cobertas por uma laminula. As laminas foram analisadas em
microscopio confocal de varredura Zeiss 610 ajustado para detectar fluorescéncia de GFP
(comprimento de onda 480 nm) utilizando objetivas de 4x, 10x e 40x.
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4.5. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.5.1. Mimosa pudica do Cerrado sao noduladas por Alfa-rizobios

O solo coletado apresentou propriedades quimicas atipicas em comparagdo com as
condi¢des naturais dos solos do Cerrado, onde o pH foi de 7,7 e o teor de aluminio (Al) foi
pouco expressivo (tabela 10). Tais caracteristicas podem estar relacionadas ao sitio de coleta
que se localiza dentro da sede da Embrapa Cerrado, especificamente, nos jardins da unidade.
Assim, atividades como calagem e adubagdo para a manutengdo dos jardins podem ter
contribuido para elevagdo do pH e neutralizagdo do Al** do solo. O pH é uma propriedade do
solo que afeta, direta e/ou indiretamente, o crescimento das plantas e a atividade microbiana,
atuando principalmente nas reagdes que circundam a disponibilizam nutrientes e toxidez dos
elementos do solo (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Para a maioria dos nutrientes o pico de
disponibilidade ocorre na faixa de pH entre 6 e 6,5, mas a partir de pH 7 estes elementos
tendem a sofrer um declinio, sobretudo dos micronutrientes como ferro, manganés, cobre e
zinco (MALAVOLTA, 1980). Enquanto que o calcio, potdssio e magnésio, se mantém
constantes.

Embora plantas e micro-organismos possuam mecanismos para tolerar variagdes pH e
até mesmo suportar toxidez de alguns elementos quimicos do solo, as alteragcdes drasticas de
pH podem resultar em desequilibrio na estrutura populacional, naturalmente estabelecida ao
longo da evolugdo do habitat (solo). Neste caso, M. pudica foi parceiro simbidontico menos
afetado, considerando que esta planta ¢ rustica e ocorre em uma ampla faixa de pH do solo
(MISHRA et al., 2012; PLATERO et al., 2016; LIU et al., 2011; Capitulo I desta tese).

Tabela 10. Analise quimica do solo onde foram coletados os nodulos de Mimosa pudica
utilizados para e isolamento de estirpes de Rhizobium altiplani.

Macronutrientes
H AlS H+AIS M.0.)CS
P (cmol/d) (cmol/d) P sol K sol Mg sol Ca sol (%)
(mg/L) (mg/L) (cmol/d) (cmol/d)
7,75 0,005 0,751 1,52 66,00 0,76 8,10 2,43

Por outro lado, a comunidade rizobiana é mais sensivel a estas alteragoes e as
variagdes no equilibrio do pH natural poderiam trazer vantagens competitivas a diferentes
grupos bactérias nodulifera, considerando que cada organismo apresenta uma faixa de pH
otima de crescimento. Estudos realizados no Brasil e em outras partes do mundo mostram que
sob uma condicao de solo acido verifica-se uma dominancia de espécies Paraburkholderia
colonizando nédulos de mimosas (DOS REIS JUNIOR et al., 2010; BONTEMPS et al., 2010;
LIU et al., 2011; MISHRA et al., 2012). Enquanto que em regides de solos alcalinos verifica-
se ha uma participagdo expressiva de outros microssimbiontes de mimosa, tais como espécies
de Cupriavidus, Rhizobium e Ensifer (BONTEMPS et al., 2016; MISHRA et al., 2012;
GEHLOT et al., 2013).

Alfa-rizobios parecem ser beneficiados quando o solo encontra-se na faixa neutra ou
neutra-alcalina, tornando-se mais competitivos no processo de nodulacdo de mimosas.
Evidéncias provenientes do México e India, onde os solos estudados foram neutros ou
alcalinos, mostram que estes simbiontes sdo simbiontes dominantes entre espécies de
mimosas endémicas (BONTEMPS et al., 2016; GEHLOT et al., 2013). Contudo, entre as
espécies invasivas, como por exemplo M. pudica, constata-se que alfa-rizobios sdo os
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parceiros menos frequente e geralmente estabelecendo uma relacdo simbidtica de baixa
eficiéncia (KLONOWSKA et al., 2012). Em um estudo desenvolvido com 221 simbionte de
M. pudica da Guina Francesa, Mishra et al. (2012) encontraram apenas quatro isolados
pertencentes ao género Rhizobium, os quais foram provenientes de solos com pH 7,04.

Surpreendentemente, dos 128 isolados obtidos de M. pudica do Distrito Federal, 80
pertencem ao género Rhizobium. Com estes dados, € possivel perceber que o pH de fato tem
influéncia sobre a ocupacdo de nddulos diferentes géneros de rizdbios, entretanto vale
ressaltar a existéncia de outros fatores envolvido que poderiam contribuir com a
competitividade de Rhizobium.

De acordo com os resultados de Melkonian et al. (2014) e Elliott et al. (2009), tanto o
gendtipo da planta hospedeira, quanto o teor de N estdo envolvidos na alternincia de
dominancia de simbiontes em mimosa. Neste caso a MOS poderia servir como fonte de N
(humus, aminoécidos e outros compostos) para a comunidade do solo, alterando o balanco da
ocupacdo dos nodulos. Quanto ao K e Ca, pouco se conhece sobre a influéncia destes
elementos na competitividade dos rizobios pela planta hospedeira, porém o Ca™ esta
envolvido, indiretamente, no reconhecimento dos parceiros simbidnticos durante o estagio
pré-nodular, através dos chamados “picos de calcio” durante a infeccao dos pelos radiculares
(FRUGIER et al., 2008). No solo de origem de R. altiplani foi detectado niveis de K, Ca e
M.O. acima do se espera para um solo do Cerrado e acidez praticamente nula (Tabela 10).
Desta forma, neste sitio poderia estar sendo estabelecido um micro-habitat, com a
consequente alternancia de rizoébios dominantes.

4.5.2. Propriedades fenotipicas de estirpes de R. altiplani

As estirpes apresentaram crescimento rapido com tempo médio de dois a trés dias
quando cultivados em meio de cultura YMA a 28°C. Neste meio elas formaram colonias
circulares, convexas, opacas, de coloracao amareladas, com abundancia na produgao de EPS.
Este resultado se assemelha bastante com as caracteristicas culturais das estirpes de R.
mesoamericanum e R. grahamii cultivadas em meio PY (LOPEZ-LOPEZ et al., 2012), exceto
pela divergéncia quanto a producdo de EPS. Este fato, provavelmente se deve as fontes de
carbono utilizadas em cada meio. De fato, quando estas estirpes tipo (CCGE 501" ¢ CCGE
502") foram cultivadas em meio YMA, a produgdo de EPS foram mais expressivas, sendo
semelhante as verificadas entre as estirpes de R. altiplani.

Adicionalmente as estirpes de R. altiplani foram cultivadas em meio de cultura TY,
onde as caracteristicas foram essencialmente as mesmas reportadas para o meio YMA, exceto
pela reducdo na producao de EPS e a ocorréncia de dimorfismos das colonias das estirpes BR
10427, BR 10425, BR 10431 e BR 10432. Para estas estirpes foram encontrados pequenos
granulos no centro das colonias isoladas. Entretanto, quando as culturas foram comparadas
por meio dos perfis de Box-PCR com as outras seis estirpes, verificou-se que todas eram
geneticamente idénticas (Figura 18).
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Figura 19. Perfis de Box-PCR das dez estirpes utilizadas na caracterizagdo molecular de R.
altiplani. Linhas 1, 9, 14 e 15 s3o os marcadores 1 kb plus ladder. Linha 13 constitui o
controle negativo das reagdes. Linhas 2, 3, 4, 5, 6, 7, 10, 11 e 12 perfis de bandas gerado
a partir de colonias com e sem dimorfismo.

Os aspectos celulares foram observados por microscopia Optica e eletronica de
transmissdo, onde foi constatado que as estirpes de R. altiplani apresentam formato de
bastdes, com presenca de trés flagelos que sdo utilizados na motilidade. As dimensdes das
células foram de aproximadamente 1,5 x 0,4 um (Figura 19), e quando submetida a coloragao
de Gram, estas obtiveram coloragdo vermelha, indicando pertencer ao grupo de bactérias
Gram negativas.

Figura 20. Imagem de microscopia eletronica de transmissdo de célula de R. altiplani. As
setas indicam a presenca de trés flagelos polarizados. Barra de escala 0,5 pm.
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Quando cultivadas sob diferentes temperaturas verificou-se que a amplitude térmica de
crescimento das quatro estirpes de R. altiplani ficou entre 12 e 35°C. A temperatura 6tima
crescimento foi de 28°C, exibindo crescimento em todos campos da placa em apenas 2 dias
(Tabela 11). Enquanto que a 12°C as estirpes demoraram mais de 5 dias para obter
crescimento apenas no primeiro campo da placa, o qual possui uma maior concentragio de
células. Resultados semelhante também foram observados no outro extremo de temperatura,
porém ao invés de retardar o crescimento observou-se que as estirpes tiveram crescimento
significativamente inferior em relagdo a temperatura 6tima. De modo geral, os perfis das
estirpes de R. altiplani foram iguais aos observados para as estirpes tipo, exceto pelo fato de
R. grahamii ter sido capaz de se desenvolver na temperatura de 37°C (Tabela 11). A
temperatura ¢ um fator que afeta a velocidade do metabolismo celular, assim as baixas
temperaturas reduzem a respiracdo das bactérias, afetando por exemplo a assimilacdo de
nutrientes ¢ a replicacdo das células (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Por outro lado,
temperaturas muito altas podem prejudicar a conformagao proteicas, reduzir as atividades de
enzimaticas, além de acelerar a senescéncia celular (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Com relacdo ao pH, as estirpes de R. altiplani e estirpes tipo apresentaram crescimento
otimo em pH neutro-alcalino (6,8 — 8). Esta condi¢ao se assemelha bastante ao pH do solo de
origem das estirpes R. altiplani, evidenciando que sob estas condi¢des estas bactérias tendem
a se manter mais ativas. Entretanto, as condig¢des artificiais do meio de cultura sdo bastante
divergentes em relacdo aquelas encontradas no solo. Primeiro, as concentragdes de nutrientes,
principalmente de carbono e nitrogénio disponivel no solo sdo muito menores em relacao as
encontradas em condicdes in vitro. Segundo, o sistema solo-planta-bactéria ¢ muito dindmico
e além dos fatores abioticos, os demais microrganismos presentes no solo estabelecem
diversas relagdes ecoldgicas, como por exemplo a competi¢do por nutrientes, que podem
alterar a densidade da populacdo de uma determinada espécie de bactéria (MELKONIAN et
al., 2014).

Quando cultivadas em pH 10, as bactérias apresentaram crescimento satisfatorio,
porém a densidade de bactérias foi menor em relacdo ao resultado verificado nos ensaios a pH
6,8 ¢ 8. Apos cinco dias de cultivo verificou-se que todas estirpes modicaram o pH do meio
para uma faixa pouco abaixo de 8. Este fato pode estar relacionado a formagao e liberagdo de
substancias 4cidas, como o acido pirGivico, e prétons de hidrogénio (H") durante a respiracio
celular para o meio de cultura. Contudo, as estirpes de R. altiplani ndo cresceram em pH 4,
diferindo das duas estirpes mexicanas, das quais foram observados um leve crescimento
(Tabela 11). Segundo Bontemps et al. (2016), o género Rhizobium ¢é sensivel ao pH acido,
sendo mais expressivos na faixa de pH neutro.

Tabela 11. Perfis fisiologicos de estirpes de Rhizobium altiplani e estirpes tipo de R.
grahamii e R. mesoamericanum sob diferentes faixas de temperatura, pH e
concentragdes de NaCl apos 5 dias de cultivo. 1 = BR 10423T; 2 =BR 10424; 3 = BR
10427; 4 = BR 10432; 5 = CCGE 501";6 = CCGE 502"

Estirpes
Tratamentos 1 3 3 4 5 6
Temperatura (°C)
12 L L L L L L
15 + + + + + +
20 ++ + + ++ ++ + + + +

Continua...
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Continuacdo da Tabela 11.

Estirpes
Tratamentos 1 3 3 4 5 6
Temperatura (°C)
28 +++ + 4+ + +++ +++ + 4+ +++
35 F F F F + F
37 — — — — F —
Ph
4 — - - — + +
6,8 +++  +++  +++  +++ +++ Ft+
8 +++ + 4+ +++ 4+ + + 4+ +++
10 ++ + + ++ ++ + + ++
Concentragdes de NaCl (%)

0 +++ + 4+ +++ +++ + 4+ +++
1 +++ + 4+ +++ +++ + +
1,25 ++ + + ++ ++ + +
1,50 + + + + - F
1,75 + + + + _ _
2 F F F F — —

( +) Crescimento positivo; ( - ) Crescimento negativo; ( L ) Crescimento lento; ( F ) Crescimento fraco.

As maiores diferencas fisiologicas foram encontradas quanto a tolerancia as
concentragoes de NaCl. As estirpes de R. altiplani cresceram em todos os tratamentos testados
sendo observado uma reducao gradual no desenvolvimento a medida que foram aumentadas
as concentragdes até atingir o limite de 2% de salinidade. Enquanto que para as estirpes
CCGE 501" e CCGE 502" a concentracdo de 1% de NaCl resultou em uma dréastica reducdo
no crescimento microbiano (tabela 11). Quando cultivadas em meio contendo 1,25%
mantiveram os mesmos resultados que a 1%, mas na concentracdo de 1,5% de salinidade a
estirpe de R. mesoamericanum teve seu crescimento limitado ao primeiro campo da placa,
enquanto que R. grahamii foi incapaz de se desenvolver. As concentracdes de sais afetam
significativamente a populagdo microbiana do solo. Entre os organismos intolerantes, como ¢
o caso da estirpe de R. grahamii, os sais alteram o equilibrio osmético das células fazendo
com que estas se desidratem e se tornem invidveis. Entretanto, alguns microrganismos
possuem mecanismos de tolerancia. Segundo Graham (1992) a tolerancia ao estresse salino
pode ser atribuida as variagdes de pH, fonte de carbono soluvel e a presenca de solutos
osmoprotetores. Algumas bactérias halotolerantes conseguem tolerar concentragdes de sais de
5 a 10% superior a salinidade encontrada no mar (MADIGAN et al., 2016). Para isto, elas
possuem proteinas transportadoras de ions de K para equilibrar o balango osmotico entre o
ambiente e o citoplasma, evitando assim a lise celular (MADIGAN et al., 2016).

No teste de antibiograma a partir do cultivo com discos de impregnados com
antibidticos, as estirpes de R. altiplani apresentaram perfis de sensibilidade a kanamicina,
ampicilina, streptomicina, gentamicina, rifampicina, clorofenicol, tretraciclina, enquanto que
a resisténcia foi observada apenas para eritromicina. Perfil semelhante foi observado para
estirpe CCGE 501", exceto pela sensibilidade ao antibidtico eritromicina na concentracdo de
30mg. A estipes CCGE 502" diferiu de todas as outras por ser capaz de crescer na presenca de
ampicilina. Adicionalmente os perfis das estirpes de R. altiplani foram complementados com
antibidticos presentes nas placas de Biolog Genlll, onde verificou-se que as estirpes
apresentaram resisténcia a troleadomicina, rifamicina, lincomicina e vancomicina.
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Minociclina foi o tnico antibidtico que limitou o crescimento das estirpes neste teste (Anexo
G).

A composi¢ao dos acidos graxos (AG) foi coerente com o perfil caracteristico para o
género Rhizobium, ou seja, a fracdo de AG 16:0 relativamente baixa, ndo passando de 10%,
enquanto que o 19:0 ciclo @w8c constitui a maior fragdo dentre os AG determinado. De
maneira geral os perfis das estirpes de R. altiplani foram semelhantes ao de R.
mesoamericanum, diferindo basicamente no valor do acido graxo 16:0 30H, sendo a estirpe
CCGE 501" apresentou somente quantidades tragos (tabela 12 e anexo F).

Interessantemente ambas as espécies compartilham os mesmos simbiontes e a
composi¢do dos AG, podendo ser um dos fatores responsaveis pela compatibilidade destes
simbiontes com as leguminosas hospedeiras (LOPES-LOPES et al., 2012; MISHRA et al.,
2012, Este estudo, se¢do 4.3.5). Segundo Broughton et al. (2003) além dos fatores de
nodulagdo, outros elementos da superficie celular bacterianas, como exopolissacarideos (EPS)
e lipopolissacarideos (LPS), polissacarideos antigeno K e B-glucano ciclico ancorados na
membrana, sdo importantes nos primeiros estagios da nodulacdo (FRAYSSE et al., 2003;
LAUS et al., 2006; DOWNIE, 2010; SKORUPSKA et al. 2006; BECKER et al., 2005). Para
Broughton et al. (2003), estes componentes podem servir para o reconhecimento dos parceiros
simbidnticos durante a formagao do tubo infec¢do. No inicio da nodulagdo, plantas e bactérias
passam a se comunicar através de trocadas de sinais moleculares que desencadeia uma série
de respostas em ambas as partes, tornando os parceiros mais susceptiveis ao estabelecimento
da simbiose. Uma dessas respostas ocorre justamente quanto alteragdes nas caracteristicas dos
antigenos superficiais dos rizébios na presenca de exsudatos radiculares (FRAYSSE et al.
(2002).

Com relagio a estipes CCGE 502", diferencas significativas foram verificadas nas
fragdes de 17:0 ciclo, 18:00 e 19:0 ciclo w8c. R. grahamii foi a unica espécie com
quantidades detectaveis da fragdo 17:0 ciclo, enquanto que 18:0 foi em média 40% inferior
aos demais perfis e 19:0 ciclo w8c¢ foi cerca de 200 e 177% superior as médias das estirpes de
R. altiplani e R. mesoamericanum, respectivamente (anexo F).

Quanto a oxidacdo (assimilacdo) de fontes de carbono, verificou-se que as estirpes de
R. altiplani foram capazes de assimilar todas as fontes de carboidratos, exceto i-Eritritol.
Resultado semelhante foi obtido pela estirpe de R. mesoamericanum. A principal diferenga
ficou por conta do metabolismo de assimilacao xilitol e N-acetil-D-galactosamina, os quais as
estirpes de R. altiplani apresentaram reagdes negativas. A estirpe de R. grahamii foi a unica a
utilizar todas as fontes de carboidratos (Anexo E).

Tabela 12. Resumo das caracteristicas fenotipicas diferenciais entre as estirpes de
Rhizobium altiplani e estirpes tipo de espécies correlacionadas. 1 = BR 10423"; 2 = BR
10424; 3 = BR10427; 4 = BR 10432; 5 = CCGE 501T (R. mesoamericanum), 6 =
CCGES502" (R. grahamii).

Caracteristicas 1 2 3 4 5 6
Utilizagéo de fontes de carbono
N-acetil-D-Galactosamina + + + + — +
i-Eritritol - — - - — +
B-Metil-D-Glucoside F F F F + +
Malato + + + + + -
Continua...
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Continuagao da Tabela 12.
Caracteristicas 1 2 3 4 5 6
Utilizag&o de fontes de carbono

acido D-Glucosaminico - — - -
Acido Citrico - — - -
Acido cis-Aconitico
Acido D.L-Lactico
Acido Quinico
L-Alanina
Acido L-Aspartico
Acido y-Aminobutirico

| o+
| =+
I om o+
I+
! I+ 4+ o+
R !

M o
!
Mo
+ o+
!

!

L-Asparagina
Atividade enzimatica
Nitrato e nitrito redutase - — - — _ +
Catalase . + + + +
Oxidase — — _ — _

Ampicilina (10 mg) - — - - _
Eritromicina (15 mg) - — - _ +

+ + + +

Eritromicina (30 mg) - - — - -

Acido Graxo
Cis030H 2.1 2.0 1.8 2.0 Trago 2.3
Cio ciclo w8c 20.8 13.9 13.2 12.3 16.8 29.8
Condicdes de crescimento

Temperatura (°C) 12-35 12-35 12-35 12-35 12-37 12— 35

pH 68-10 68-10 6.8-10 6.8-10 4-10 4-10
Tolerancia NaCl (%) 1.0-2.0 1.0-20 1.0-20 1.0-20 1.0-125 1.0-1.5

(-) Negativo; ( +) positivo;( F ) reacdo fraca.

Na avaliacdo das fontes de 4acido carboxilico, o resultado foi oposto ao observado para
os carboidratos, ou seja, as estirpes foram incapazes de assimilar a maioria dos substratos-
testes (Anexo E). Contudo, os perfis foram mais informativos para a distin¢cao das espécies.
Assim as estirpes de R. altiplani diferiu de R. mesoamericanum por ndo oxidar 4cido citrico,
acido formico e acido D-glumosamina, mas apresentou reacao positiva acido D.L-lactico. As
estirpes de R. grahamii e R. altiplani foram capazes de assimilar acido cis-Acdnico e acido
quinico, enquanto CCGE 502" ndo obteve crescimento. Acido succinico foi o unico acido
carboxilico oxidado por todas as estirpes (Anexo E).

Vinte e quatro fontes de aminoacidos foram testadas, destas, treze foram utilizados por
pelo menos por uma estirpe, sendo que o acido L-glutdmico, L-histidina, hidroxi-L-prolina, L-
ornitina, L-prolina e acido urocdénico foram assimilados por todas as estirpes (Anexo E). R.
altiplani fo1 a Gnica espécie que utilizou foi L-asparagina e acido y-aminobutirico, enquanto
que L-Alanina, D.L-carnitina foram unicamente utilizadas por R. grahamii e R.
mesoamericanum, respectivamente.

As fontes de carbono proveniente de polimeros, alcoois, ésteres, amina, amida,
elementos bromados e fosfatados foram menos reativas. Nenhum composto fosfatado ou
aminicos foram assimilados, enquanto duas estipes de R. altiplani apresentaram reacgdes fracas
para amida L-alaminamida. Todas as estirpes assimilaram 4cido succinico bromo. Dentro dos
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polimeros, dextrina foi a Unica fonte com reacdo positiva, exceto para estirpe de R.
mesoamericanum. Perfis semelhantes foi observado para os ésteres metil piruvato e mono-
metil succinato. Os resultados estdo mais detalhados estdo em Anexo E.

Testes enzimaticos mostraram que R. altiplani possui atividade das enzimas uréase, b-
glucosidase e catalase, enquanto que a redugdo nitrato e nitrito, produ¢do de indol,
fermentacdo da glicose e arginina. Di-hidrolase, uréase e oxidase ndo foram detectados apds
trés dia de incubagdo a 28°C. Estes mesmos resultados também foram constatados na estirpe
de R. mesoamericanum. O perfil da estirpe R. grahamii foi bem contrastante com as demais
estirpes testadas, sendo a tnica com metabolismo de redugdo de nitrato, nitrito € com
atividade da enzima oxidase, e sem atividade catalase.

4.5.3. Filogenia da espécie R. altiplani

Dez bactérias representantes do grupo DF-G14 foram utilizadas para o estudo
filogenético do gene 16S rRNA. Foram obtidos fragmentos de 1356 bp, sendo 1011 (74,4%)
bases conservadas e 292 (21,5%) sitios de variacdo. Estas sequéncias foram alinhadas
juntamente com sequéncias de 16S rRNA de estirpes tipo de todas as espécies de Rhizobium
para avaliar as similaridades entre as espécies. Os resultados mostraram que as espécies R.
grahamii (CCGE 502"), R. mesoamericanum (CCGE501"), R. tibeticum (CCBAU 85039"), R.
metallidurans (ChimEc512") e R. cauense (CCBAU 101002") foram as espécies mais
proximas, compartilhando cerca de 98% dos nucleotideos com as dez estirpes de mimosa
(Anexo K). Quando analisadas através da filogenia Maximum-likehood, as estirpes de R.
altiplani formaram um grupo distinto de qualquer outra espécie de Rhizobium ja descrita,
sendo a confiabilidade dos agrupamentos verificada pelos altos valores de Bootstrap (80%).
Embora o gene 16S rRNA seja bastante conservado entre espécies e, em geral, tem pouco
poder de distingdo ao nivel de espécie, os resultados apontam que as dez estirpes analisadas
pertencam a um novo clado (Figura 20).

Para uma distingdo mais evidente foi realizada uma andlise de sequéncia multilocus
(MLSA) com base nas sequéncias dos genes ginll (534 bp), recA (418 bp) e rpoB (408 bp). A
partir do pareamento multiplo das sequéncias verificou-se que os sitios de variacdo de
nucleotideos ficaram em torno de 28,6 e 30%, o que se refletiu em um maior poder de
discriminacdo dos tdxons. Segundo (MENNA et al., 2009) os genes housekeeping sao
codificantes de proteina/enzima vitais para o metabolismo das bactérias, atuando por
exemplo, na replicacdo e transcricdo do DNA, e por isso se manteve relativamente conservado
ao longo da evolucdo. Apesar disso, estes genes exibem mais variagdes em relagdo ao 16S
rRNA, tornando-se ideais para a discriminagdo de espécies proximas. Os resultados
estatisticos das sequéncias confirmam aqueles obtidos anteriormente por Menna et al. (2009),
onde foram verificadas variagdes nos genes housekeeping entorno de 28% contra apenas 7%
do 16S rRNA. Entretanto os sitios de variagdes do gene 16S rRNA para o género Rhizobium
foram expressivamente mais altos em relacdo apresentados no estudo anteriormente citado,
alcangando 21,5%, sendo este semelhante aos obtidos para as sequéncias de genes
housekeeping. Isto explica a semelhanca entre as topologias das arvores filogenéticas obtidas.
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Figura 21. Filogenia Maximum-likehood baseada em sequéncias parciais do gene 16S rRNA
mostrando a relagdo entre as estirpes de R. altiplani sp. nov. (em destaque negrito) e
outros membros mais proximos do género Rhizobium. A significancia de cada ramo esta
indicada pelos valores de bootstrap (< 60%) calculado a partir de 1000 repeticdes. Barra
de escala, 2 substitui¢des por 100 posi¢des de nucleotideos. Os nimeros de acessos NCBI
das estirpes estao listadas em anexo J.

As espécies mais proximas das dez estirpes de R. altiplani (R. grahamii; R.
mesoamericanum ¢ R. tibeticum) compartilharam menos de 91, 88 e 92% de pareamentos dos
nucleotideos para os genes ginll, recA e rpoB, respectivamente (anexo K). R. tibeticum nao
foi incluida na filogenia do gene rpoB, pois ndo havia sequéncia de estirpe tipo depositada no
GenBank. Apesar disso, as filogenias dos outros dois genes mostraram que esta espécie esta
posicionada bem distante das dez estirpes de mimosa.
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Figura 22. Filogenia Maximum-likehood baseada em sequéncias parciais concatenadas dos
genes recA, ginll e rpoB mostrando a relagdo entre as estirpes de R. altiplani sp nov. (em
destaque negrito) e outros membros mais proximos do género Rhizobium. A significancia
de cada ramo esté indicada pelos valores de bootstrap (< 70%) calculado a partir de 1000
repeti¢oes. Barra de escala, 2 substitui¢des por 100 posi¢des de nucleotideos.

As divergéncias também foram analisadas a partir das arvores filogenéticas de cada
locus gene (anexo L, M e N), onde se observou que as estirpes de R. altiplani formaram
grupos bastante consistentes e distinto de qualquer estirpe tipo de Rhizobium, sendo os
resultados de agrupamento suportado por bootstrap de 100%. A estirpe de R. cauense, que foi
a mais proxima nas andlises dos genes recA e rpoB com 90 e 92% de identidade (Anexo K).
Enquanto, que R. mesoamericanum foi o mais préximo na comparagdo do gene g/nll com
90% de identidade.

Como as topologias das arvores filogenéticas de cada locus gene foram semelhantes
foi possivel realizar a concatenagdo dos genes (figura 21). As sequéncias concatenadas e
alinhadas resultaram em fragmentos de 1064 nucleotideos com cerca de 747 (70,2%) sitios
conservados e 317 (29,8%) de sitios de variagdo, sendo 239 referente a substituicdes de
nucleotideos em duas ou mais sequéncias (Pi — Parsim-informative sites) ¢ 78 substituigdes
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ocorrendo em um Unico sitio (S - Singleton site). Na arvore concatenada, as novas estirpes de
Rhizobium altiplani apresentaram 100% de identidade entre ela, ratificando os resultados
obtidos na filoginia do gene 16S rRNA. Enquanto as espécies mais proximas nao passaram
dos 89% de identidade, sendo a estirpe tipo R. mesoamericanum a mais proxima (Figura 21).

As divergéncias filogenéticas observadas através das analises do gene 16S rRNA e
MLSA foram novamente confirmadas a partir do pareamento dos genomas (ANI, e ANI,,) da
estirpe BR10423" com estipes tipo de R. grahamii, R. mesoamericanum e R. tibeticum.
Independentemente da estirpe comparada, a identidade ficou abaixo de 90% (tabela 13). Com
o aumento do numero de sequenciamento de genomas bacterianos completo, esta técnica tem
se tornado cada vez mais utilizadas para distingdo de espécies proximas em substitui¢do a
técnica padrao de hibridizagado DNA-DNA (HDD). Segundo Goris et al. (2007) a comparagao
por meio de ANI ¢ correlacionada com HDD, onde o ponto de corte 70% de HDD
corresponde a 95% de identidade em ANI. Assim, segundo os mesmos autores, organismos
que apresentam genomas com valores superiores a 94% de identidade podem ser considerados
da mesma espécie.

Em geral, o genoma da estipe BR 10423" foi composto por 8.0 Mb, sendo
identificadas cerca de 7328 proteinas codificantes. Com relacdo as bases nitrogenadas,
verificou-se que 59,5% correspondiam a soma das bases citosina e guanina (CG%), sendo este
valor semelhante aos encontrados nos genomas de R. grahamii € R. mesoamericanum e R.
tibeticum (tabela 13). Informagdes adicionais do genoma de BR 10423" podem ser
encontradas no GenBank sob o nimero de acesso NZ_LNCD00000000.

Tabela 13. Comparacio do genoma de Rhizobium altiplani (BR 10423") com estirpes tipo
de Rhizobium mesoamericanum (CCGE 501"), Rhizobium grahamii (CCGE 502") e
Rhizobium tibeticum (CCBAU 85039") a partir do método de ANL.

Estirpe Tipo CG% ANI, ANI,,
Rhizobium mesoamericanum 58,9° 88,4 89,8
Rhizobium grahamii 59,47 85,3 88,1
Rhizobium tibeticum 59,74 85.4 87.8

1 Dados obtidos de Lopez-Lopez et al. (2012); § Dados obtidos de Hou et al. (2009).
4.5.4. Filogenia de genes simbioticos da espécie Rhizobium altiplani

Com relagdo aos genes simbionticos nifH e nodC verificou-se que as estirpes de R.
altiplani apresentaram sequéncias idénticas ter si, sendo o resultado confirmado pelos
bootstrap de 98 e 100%, respectivamente.

A andlise do nodC foi baseada em fragmentos de 432 bp, sendo mais da metade
(60,1%) sitios com substituicdes de nucleotideos. O pareamento das sequéncias e o0s
agrupamentos gerado pela arvore Maximum-likehood evidenciaram a formacdao de seis
grandes grupos. No primeiro ficaram reunidas genes nodC de R. altiplani e estirpes tipo de R.
mesoamericanum, com sequéncias idénticas, € mais outras duas estirpes de R. grahamii ¢ R.
hainanense, que formaram um subgrupo com 93,7% de similaridade em relagdo as de R.
altiplani. Este resultado se assemelha aos encontrados por Lopéz-Lopéz et al. (2012), onde as
espécies tipo citadas apresentaram cerca de 1% de divergéncia filogenética para o gene nodC.
Por outro lado, as demais estirpes dos outros grupos continham sequéncias de gene nodC bem
distantes em relagdo aos membros do primeiro grupo, alcancando menos de 70% de
identidade (Anexo K).
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O fato mais intrigante ficou por conta das sequéncias de nodC das dez estirpes serem
compartilhada pela estirpe tipo de R. mesoamericanum. Neste caso, duas hipdteses podem
explicar esse resultado: 1. Ambas as espécies herdaram o gene nodC de um ancestral comum
e este permaneceu inalterado ao longo da evolugdo das espécies; 2. Ocorréncia de
transferéncia horizontal de R. mesoamericanum para R. altiplani, ou vice-versa. A pouca
variabilidade das sequéncias de nodC verificada entre as estirpes do primeiro grupo sugere
uma transmissdo vertical dos genes € uma origem comum recente, suportando a primeira
hipotese. Entretanto genes contidos em cromossomos plasmidiais ou em ilhas simbidnticas
podem ser transferidos horizontalmente, sendo um dos mecanismos existente para aquisi¢ao
de habilidade nodulifera (LAGUERRE et al., 2001). Moulin et al. (2001) evidenciaram
diferentes origens para o gene nodA de estirpes de Paraburkholderia tuberum proveniente da
Africa e Américas, sendo, provavelmente, o da estirpe africana obtido por transferéncia
horizontal de genes, uma vez que este se assemelha mais com sequéncias de nodA de espécies
de Bradyrhizobium.

Estes resultados além de apontar a transferéncias de genes simbidnticos, revelam a nao
congruéncia com a filogenia baseada em genes conservados, como o 16S rRNA e genes
housekeeping (LAGUERRE et al., 2001). Deste modo, a histéria evolutiva das espécies de
rizobios pode ser divergente com histdria evolutiva dos genes, sobretudo aqueles contidos em
plasmideos.

Independentemente do modo de aquisicdo do gene nodC das estirpes de R. altiplani e
R. mesoamericanum, o resultado apresentado levanta indicios de uma licdo entre estes
simbiontes das Américas do Sul e Central. Uma vez que ambas as espécies possuem genoma
completo sequenciado, estudo comparativo baseados no mapeamento genético, por exemplo,
para avaliar a existéncia de outros genes compartilhado, certamente trariam mais seguranca
para atestar a origem e a dispersao destes simbiontes pela América.

Adicionalmente aos dados da analise do gene nodC, estudos mostram que as estirpes
de R. altiplani ¢ R. mesoamericanum também compartilham plantas hospedeiras, como
Phaseolus vulgaris ¢ Mimosa pudica (MISHRA et al., 2012; LOPEZ-LOPEZ et al., 2012;
KLONOWSKA et al., 2012; Capitulo I desta tese). Para Laguerre et al. (2001) os estudos
filogenéticos baseados na sequéncia dos genes nod, em geral, apresentam correlacdo com o
tipo de planta hospedeira. Coincidentemente ambas as leguminosas tem a América central e
América do sul com centros de origens (KLONOWSKA et al., 2017) podendo este ser um
fator importante da biogeografia destes simbiontes que compartilham o mesmo gene.

Curiosamente, R. altiplani é capaz de nodular P. vulgaris e fixar nitrogénio de forma
eficiente (Figura 25) podendo este fator esta relacionado a expressdo do gene nodC. Segundo
Hungria et al. (1994), os genes nodABC sao responsaveis pela biossintese dos fatores Nod,
sendo essenciais para a divisdo das células do cortex e encurvamento dos pelos radiculares. O
gene nodC, especificamente, ¢ responsavel pela biossintese de molécula de
N-—acetilglucosaminatransferase, que por sua vez, age sobre o tamanho dos
lipoquitoligossacarideos (Fator nod), e portanto esta envolvido diretamente na determinagdo
de um hospedeiro especifico (KAMST et al., 1998).

Para a filogenia do gene nifH foram utilizadas sequéncias de 346 bp das estirpes BR
10423", BR 10427 e BR 10432 ¢ outras sequéncias de estirpe tipos de espécies mais
proximas. Apos o alinhamento multiplo, verificou-se que pouco mais de um terco (140) das
posicdes do apresentaram variagdes de nucleotideos. De modo geral, as topologias dos genes
simbionticos foram similares, destacando a proximidade das estirpes de R. altiplani com R.
mesoamericanum (Figura 22). Neste caso, as sequéncias do gene nifH das estirpes de R.
altiplani formaram um clado monofilético com 100% de identidade entre elas.
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Figura 23. Filogenia Maximum-likehood baseada em sequéncias parciais do gene nodC
mostrando a relagdo entre as estirpes de R. altiplani sp nov. (em destaque negrito) e
outros membros mais proximos do género Rhizobium. A significdncia de cada ramo esta
indicada pelos valores de bootstrap (< 60%) calculado a partir de 1000 repeti¢cdes. Barra
de escala, 5 substitui¢cdes por 100 posigdes de nucleotideos. Os nimeros de acessos NCBI
das estirpes estdo listadas em anexo J.

Diferente da analise do gene nodC nenhuma estirpe tipo foi agrupada juntas com as
estirpes de R. altiplani. Entretanto as divergéncias filogenéticas ndo ultrapassaram 2%, sendo
as sequéncias mais proximas as de R. mesoamericanum, R. grahamii, R. hainanense, R.
azibense, R. galicum. Os resultados evidenciam que o gene nifH destas espécies tem uma
origem comum € que se manteve conservado ao longo da evolugdo dos taxons.
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Figura 24. Filogenia Maximum-likehood baseada em sequéncias parciais do gene nifH
mostrando a relacdo entre as estirpes de R. altiplani sp nov. (em destaque negrito) e
outros membros mais proximos do género Rhizobium. A significancia de cada ramo esta
indicada pelos valores de bootstrap (< 50%) calculado a partir de 1000 repeticdes. Barra
de escala, 2 substitui¢des por 100 posi¢des de nucleotideos. Os nimeros de acessos NCBI
das estirpes estdo listadas em anexo J.

4.5.5. Experimento de inocula¢ido cruzada de isolados de Rhizobium altiplani

A capacidade nodulifera foi detectada logos aos 16 dias apds a inoculagdo (DAI).
Neste primeiro momento foram retiradas amostras de nddulos para verificar a viabilidade do
fenotipo fluorescente das bactérias marcadas com gene GFP. Todas as leguminosas
apresentaram nodulacdo positiva em ambos os tratamentos inoculados com bactérias
selvagem e transformadas, exceto Arachis hypogaea (tabela 14).

As plantas tiveram respostas diferenciadas com relagdo a nodulagdo, efetividade e
resposta da FBN. Quando avaliado a variavel nodulagdo, constatou-se que P. vulgaris foi a
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planta hospedeira que mais formou nddulos com a estirpe BR 10423 com média de 43
nddulos por planta, contrastando com as demais espécies de leguminosas que variaram entre 2
e 10 nodulos por planta, incluido M. pudica. Este fato pode indicar que R. altiplani seja um
simbionte eventual de M. pudica e outras leguminosas, considerando que sua fisiologia ¢
ajustada para a parceria com P. vulgaris, semelhante ao comportamento verificado para R.
mesoamericanum.

Tabela 14. Capacidade nodulifera da estirpe da R. altiplani BR 10423" com sua hospedeira
original e cinco leguminosas de diferentes tribos apos 16 dias de cultivo.

Leguminosa hospedeira Tribo Nodulagao Resposta da FBN
Mimosa pudica Mimoseae ++ ++
Phaseolus vulgaris Phaseoleae +++ +++
Vigna unguiculata Phaseoleae + +
Crotalaria juncea Crotalarideae I +
Lupinus angustifolium Genisteae I +
Arachis hypogaea Dabergenedeae — —

(+) Nodulagdo positiva; (—) Sem nodulaggo; ( I ) ndédulos inefetivos.

Ao avaliar efetividade dos nddulos através da atividade da leg-hemoglobina, somente
as plantas das familias Mimoseae ¢ Phaseoleae foram efetivos. Os nodulos de Crotalaria
juncea e Lupinus angustifolium apresentaram caracteristicas de nddulos pequenos, coloragio
esbranquigcadas e com massa intranodular esverdeado, indicando ndo haver atividade da leg-
hemoglobina. Estas caracteristicas foram confirmadas através de imagens obtidas através de
microscopio confocal, onde foram observadas a presenca de poucas células com sinais
fluorescentes (Figura 24). Para estas duas leguminosas hospedeiras, a estirpe BR 104237
induziu a formag¢ao de nddulos inefetivos, sugerindo uma incompatibilidade entre os parceiros
simbionticos.

Assim como discutido no capitulo anterior, as plantas possuem um sofisticado sistema
defesa capaz de detectar e selecionar organismos eficientes na FBN (MORTIER et al., 2012).
Este sistema envolve mecanismos de autorregulardo da nodulacdo baseado na resposta
feedback na presenca de elementos constitutivos das células dos rizobios e moléculas
exsudadas por eles, como por exemplo, os fatores de nodulacdo especificos. Na presenga de
organismos ineficientes, rotas de defesas sdo ativadas com o objetivo de limitar o
desenvolvimento da nodulagcdo em todos os estagios (SHUMPP; DEAKIN, 2010; MORTIER
et al., 2012). Isto envolve a expressao de varios genes responsaveis pela producdo de
substancias inibidoras da nodulacdo, como por exemplo, fito-hormonios etileno, acido
abscisico e jasmonato, que podem ter feito negativo nos eventos de reconhecimentos de picos
de Ca™ (MORTIER et al., 2012). O resultado destes mecanismos repressores podem ser
verificados em uma limitagdo do nimero de nodulos. Em estagios mais avangados, os nddulos
colonizados por rizdbios ineficientes podem sofrer “puni¢des” a partir do aumento da
permeabilidade celular do cortex radicular ao oxigénio, limitando assim seus crescimentos
(SHUMPP e DEAKIN, 2010).
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Figura 25. Testes da capacidade nodulifera da estirpe de BR 10423" em diferentes plantas
hospedeiras de leguminosas apos 16 dias de inoculagdo. A — E: Mimosa pudica; B — F:
Phaseolus vulgaris; C — G: Vigna unguiculata; D — H: Crotalaria juncea. As imagens
foram obtidas a partir de fotografias convencionais e microscopio LSM700 (Zeiss) apos a
excitacdo de espécimes com um laser de 488 nm. Painéis inferiores mostram imagens
integradas de luz transmitida (tons de cinza) e fluorescéncia verde (bacterdides).
Tamanho das barras: 100 um.

A nodulacdo em Vigna unguiculata foi semelhante a verificada para C. juncea e L.
angustifolium, embora apresentasse nodulos com atividade da leg-hemoglobina e mais células
infectadas (Figura 25).

Apesar de R. altiplani ter sido isolado originalmente de Mimosa pudica, esta espécie
apresentou uma nodulagao pouco efetiva. No total foram observados apenas dois nodulos de
tamanho grande ¢ exibindo a atividade de FBN, evidenciada pela presenca de leg-
hemoglobina ativa (rosea). A presencga de bactérias expressando o fendtipo verde fluorescente
foi detectado ocupando quase todo o nddulo (figura 25). Portanto o processo de nodulagdo de
mimosa induzido pela estirpe BR 10423" parece ter sido limitado nos estagios pré-nodulares,
reduzindo o nimero de nddulos. Com relagdo ao desenvolvimento das partes aéreas das
plantas de M. pudica, verificou-se que a estirpe de R. altiplani ndo contribuiu significativa
para a planta hospedeira original, apresentando folhas com tonalidade de verde-amarelado.
Este resultado sugere que aos 16 DAL a estipe BR 10423" estabelece uma relagio de
comensalismos, ou mesmo parasitismo transitorio. Barrett e Parker (2006) constataram que
duas estirpes de Rhizobium sp. que induziram nodulos com atividade de redu¢@o do acetileno
nao contribuiram para o aumento da biomassa vegetal de M. pudica, mesmo apos 41 dias de
cultivo. Uma série de estudos vém evidenciando que espécies do género Rhizobium induzem
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nodula¢do ndo-efetiva em M. pudica (MISHRA et al., 2012; KLONOWSKA et al., 2012; LIU
et al., 2011, BARRETT; PARKER, 2006).

Surpreendentemente a nodulagio de Phaseolus vulgares pela estirpe BR 10423 foi a
unica que apresentou alto nivel de FBN, sendo observado através do visivel incremento da
parte aérea e pela tonalidade verde escura das folhas decorrente de um maior acimulo de N
nos tecidos vegetais. Adicionalmente, todos os nodulos mostraram ativos, altamente
infectados e sem sinais de limitagdes (figura 25). Estes resultados sugerem que para estes
parceiros simbidnticos foi estabelecida uma relagdo de protocoperacdo em poucos dias,
diferindo do hospedeiro original. A FBN de alta eficiéncia ¢ um dos pré-requisitos para a
recomendacdo de estirpes para producgdo de inoculantes, portanto, vale cogitar a possibilidade
de estudos complementares para avaliar outros atributos para fins biotecnoldgicos. Lopez-
Lopez et al. (2012) verificaram que estirpes de R. mesoamericanum, uma espécie irma de R.
altiplani, também foi capaz de induzir nodulacio efetiva em P. vulgaris, porém, a partir de
analises da reducgdo do acetileno verificou-se que os niveis de fixacdo de N foram menores em
comparagdo com o controle positivo inoculado com R. etli.

vl

Figura 26. Mudas de Phaseolus vulgaris nodulada pela estirpe BR 10423" (R. altiplani) aos
16 DAL A) Raiz amplamente nodulada com significativo efeito sobre a parte aérea; B)
Imagem confocal dos nodulos mostrando efetivo processo de infecgdo das células
vegetais; C) Imagem confocal mostrando detalhes das células vegetais oculpadas por
bacteroides. As setas destacam as caracteristicas de nodulacao e processo de colonizagao
efetivos.
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4.5.6. Descricio da espécie Rhizobium altiplani

A nomenclatura da espécie provém da regido do planalto central do Brasil, localizados
no Bioma Cerrado a 1000m de altitude, Rhizobium altiplani (al.ti.pla.ni. L. adj. Altus = alto;
planum = plano).

As células de R. altiplani sao moveis com 2-3 flagelos, Gram-negativa, medindo
aproximadamente 1,5x0,4 pm, aerobica e nao formadora de esporos. Colonias em meio YMA
sdo circulares, com pigmento amarelo, opaca e tendo didmetro de 3mm dentro de 4 dias de
crescimento a 28°C. A amplitude de pH de crescimento em YMA ¢ de 6,8-10,0, com
crescimento 6timo a pH 6,8-7,0. O crescimento ocorre entre 12°C e 35°C, com crescimento
6timo a 28-30°C. Nio cresce em concentragdes de NaCl (w/v) maiores que 2,0%. Apresenta
reacdo positiva para utilizagdo das fontes de carbono N-acetil-D-galactosamina, N-acetil-D-
glucosamina, Adonitol, L-arabinose, D-arabitol, celobiose, D-frutose, L-fucose, D-galactose,
Gentiobiose, a-D-glucose, mio-inositol, a-D-lactose, lactulose, Maltose, D-manitol, D-
manose, melibiose, Metil-B-D-glucosido, D-psicose, rafinose, L-ramnose, D-sorbitol,
sacarose, trealose, turanose, xilitol, 4cido cis-aconitico, dcido DL-lactico, 4cido quinico, L-
asparagina, acido L-aspartico, acido L-glutamico, L-histidina, hidroxi-L-prolina, L-ornitina,
L-prolina, &cido y-aminobutirico, acido urocanico, dextrina, glicerol, Metil piruvato,
Monometil succinato e acido bromossuccinico. Também apresenta reagdo positiva para as
atividades das enzimas catalase, uréase, B-glucosidase, hidrolise da esculina e -galactosidase,
enquanto que a reducao do nitrato, triptofano desaminase, fermentagdo da glicose, arginina di-
hidrolase e hidrolise de gelatin sdo negativas. Os 4cidos graxos mais abundantes s3o ¢j9.9 ciclo
®8c e soma das caracteristicas 8 (Cig; ®7¢/Cigj06¢). Constitui-se uma espécie
geneticamente proxima R. mesoamericanum ¢ R. grahamii havendo uma clara distingdo nas
sequéncias de housekeeping e analise de ANI menor que 85,3%.
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4.6. CONCLUSOES

. De acordo com as caracteristicas fenotipicas e genotipicas as dez estirpes isolados de
nddulos de Mimosa pudica crescida em solo alcalino do Distrito Federal do Brasil Central sao
distintas das espécies mais proximas (R. grahamii € R. mesoamericanum) € pertencem a uma
nova espécie, da qual foi denominada Rhizobium altiplani.

. As espécies R. altiplani e R. mesoamericanum possuem homologias quanto as
sequéncias dos genes simbidnticos nifH e nodC, o que é condizente com uma ancestralidade
em comum.

. R. altiplani é capaz de nodular outras espécies de leguminosas de diferentes tribos

além de seu hospedeiro original, incluido Phaseolus vulgaris que apresentou um elevado
desenvolvimento da parte aérea em decorréncia atividade de FBN.
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5. CONCLUSOES GERAIS

. Beta-rizobios sdo dominantes em espécies de mimosas do Brasil. Os resultados desta
tese corroboram os estudos prévios realizados no Cerrado e Caatinga (BONTEMPS et al.,
2010; DOS REIS JUNIOR et al., 2010), mas acrescentam novas informagdes importantes
para o melhor entendimento ecologia deste simbionte no maior centro de diversidade
mimosas do Mundo. Neste novo cenario as espécies de Cupriavidus sdo simbiontes
amplamente disseminado fazendo uma ligagcdo entre os isolados de encontrados no Uruguai
at¢ a Guiana Francesa. A América do Sul, portanto constitui-se um grande centro de
diversidade de Cupriavidus.

. Embora as populagdes de Cupriavidus sejam geneticamente muito semelhantes,
quando comparados pelos seus genes 16S rRNA e recA, o mesmo nao se reflete para os genes
simbionticos, havendo uma clara distin¢ao entre isolados Sul-americanos e de outras partes do
mundo.

. Mimosas do Cerrado sao noduladas por alfa-rizobios, entretanto as condigdes naturais
exercem uma pressdo seletiva beneficiando Paraburkholderia. Quando as condigdes se
alteram pelo aumento do pH Rhizobium tornam-se mais competitivos € podendo se tornar o
simbionte predominante.

108



6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ACHOUAK, W.; CHRISTEN, R.; BARAKAT, M.; MARTEL, M. H.; HEULIN, T.
Burkholderia caribensis sp. nov., an exopolysaccharide-producing bacterium isolated from
vertisol microaggregates in Martinique. International Journal of Systematic Bacteriology.
v. 49, n. 2, p. 787-794, 1999.

ACINAS, S. A;; MARCELINO, A. L.; KLEPAC-CERAJ, V.; POLZ, M. F. Divergence and
redundancy of 16S rRNA sequences in genoma with multiple rrn operons. Journal of
Bacteriology. v .189, n. 9, p. 2629-2635, 2004.

ALVARES, C. A.; STAPE, J. L.; SENTELHAS, P. C.; GONCALVES, J. L. DE M.;
SPAROVEK, GERD. Koppen’s climate classification map for Brazil. Meteorologische
Zeitschrift, v. 22, n. 6, p. 711-728, 2014.

ALLEONI, L. R. F.; CAMARGO, O. A. Oxidos de ferro e de aluminio ¢ a mineralogia da
fracdo argila deferrificada de latossolos acricos Iron and aluminium oxides and the

mineralogy of iron free clay fraction of acric oxisols. Scientia Agricola, v. 52, n. 3, p. 416-
421, 1995.

ANDAM, C. P.; MONDO, S. J.; PARKER, M. A. Monophyly of nod4 and nifH genes across
Texan and Costa Rican populations of Cupriavidus nodule symbionts. Applied and
Environmental Microbiology, v. 73, p. 4686-4690, 2007

ANDRUS, A. D.; ANDAM, C.; PARKER, M. A. American origin of Cupriavidus bacteria
associated with invasive Mimosa legumes in the Philippines. FEMS Microbiology Ecology,
v.80,n. _ , p.747-750, 2012.

ANGUS, A. A.; HIRSCH, A. M. Insights into the history of the legume betaproteobacterial
symbiosis. Molecular Ecology, v. 19, n. 1, p. 28-30, 2010.

ANYANGO, B.; WILSON, K. J.; BEYNON, J. L.; GILLER, K. E. Diversity of rhizobia
nodulating Phaseolus vulgaris L. in two Kenyan soils with contrasting pHs. Applied and
Environmental Microbiology, v. 61, n. 11, p. 40164021, 1995.

AOKI, S.; ITO, M.; IWASAKI, W. From (- to a-Proteobacteria: The Origin and evolution of
rhizobial nodulation genes nodlJ. Molecular Biology and Evolution, v. 30, n. 11, p. 2494-
2508, 2013.

ARAUJO, W. F.; ANDRADE JUNIOR, A. S. DE; MEDEIROS, R. D. DE; SAMPAIO, R. A.
Precipitagao pluviométrica mensal provavel em Boa Vista, Estado de Roraima, Brasil
provavel em Boa Vista, Estado de Roraima, Brasil provdavel em Boa Vista, Estado de

Roraima, Brasil. Revista Brasileira de Engenharia Agricola e Ambiental, v.5, n.3, p.563-
567, 2001.

ASERSE, A. A.; WOYKE, T.; KYRPIDES, N. C.; WHITMAN, W. B.; LINDSTROM, K.
Draft genome sequence of type strain HBR26T and description of Rhizobium aethiopicum
gen. nov. Standards in Genomic Sciences, v.12, n.1, p. 1, 2017.

BALDANI, V. L.; BALDANI, J. I.; DOBEREINER, J. Inoculation of rice plants with the
endophytic diazotrophs Herbaspirillum seropedicae and Burkholderia spp. Biology and
Fertility of Soil, v. 30, n. 5-6, p. 485-491, 2000.

109



BARAUNA, A. C.; ROUWS, L. F. M; SIMOES-ARAUJO, J. L.; DOS REIS JUNIOR, F. B ;
IANNETTA, P. P. M.; MALUK, M.; GOI, S. R.; REIS, V. M.; JAMES, E. K.; ZILLL J. E.
Rhizobium altiplani sp. nov., isolated from effective nodules on Mimosa pudica growing in
untypically alkaline soil in central Brazil. International Journal of Systematic and
Evolutionary Microbiology. v. 66, p. 1-7, 2016.

BARBOSA, R. L.; CAMPOS, C.; PINTO, F.; FEARNSIDE, P. M. The “Lavrados” of
Roraima: biodiversity and conservation of Brasil’s Amazonian savannnas. Ecosystems and
Communities. v. 1, n. 1, p. 1-26, 2007.

BARBOSA, T. R. L.; SILVA, M. P. S. E.; BARROSO, D. G. Plantio do sabiazeiro em
pequenas e médias propriedades. Niteroi: Programa Rio Rural, 2008.

BARCELLOS, F. G.; MENNA, P.; BATISTA, J. S. DA S.; HUNGRIA, M. Evidence of
horizontal transfer of symbiotic genes from a Bradyrhizobium japonicum inoculant strain to
indigenous diazotrophs Sinorhizobium (Ensifer) fredii and Bradyrhizobium elkanii in a
brazilian savannah soil. Applied and Environmental Microbiology, v. 73, n. 8, p. 2635-
2643, 2007.

BARNEBY, R. C. Sensitivae censitae: A description of the genus Mimosa Linnaeus
(Mimosaceae) in the New World. Memoirs of the New York Botanical Garden, v. 65, p. 1-
835, 1991.

BARRETT, C. F.; PARKER, M. A. Prevalence of Paraburkholderia sp. nodule symbionts on
four mimosoid legumes from Barro Colorado Island, Panama. Systematic and Applied
Microbiology, v.28, n. 1, p. 57-65, 2005.

BARRETT, C. F.; PARKER, M. A. Coexistence of Paraburkholderia, Cupriavidus, and
Rhizobium sp. Nodule Bacteria on two Mimosa spp. in Costa Rica. Applied and
Environmental Microbiology, v. 72, n. 2, p. 1198-1206, 2006.

BECKER, A.; FRAYSSE, N.; SHARYPOVA, L. Recent Advances in Studies on Structure
and Symbiosis-Related Function of Rhizobial K-Antigens and Lipopolysaccharides.
Molecular Plant-Microbe Interactions. v. 18, n. 9, p. 899-905, 2005.

BEHRENDT, U.; KAMPFER, P.; GLAESER, S. P.; AUGUSTIN, J.; ULRICH, A.
Characterization of the N,O-producing soil bacterium Rhizobium azooxidifex gen. nov.,
International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, v. 66, n. 6, p. 2354-
2361, 2016.

BERRADA, H.; FIKRI-BENBRAHIM, K. Taxonomy of the Rhizobia: Current perspectives.
British Microbiology Research Journal, v. 4, n. 6, p. 616-639, 2014.

BINDE, D. R.; MENNA, P.; BANGEL, E. V.; BARCELLOS, F. G.; HUNGRIA, M. rep-PCR
fingerprinting and taxonomy based on sequencing of the 16S rRNA gene of elite comercial
rhizobial strains. Applied Microbiology and Biotechnology, v.83, n. 5, p. 897-908. 2009.

BONTEMPS, C.; ELLIOTT, G. N.; SIMON, M. F.; DOS REIS JUNIOR, F. B.; GROSS, E.;
LAWTON, R. C.; NETO, L. E.; LOUREIRO, M. F.; DE FARIA, S. M.; SPRENT, J. L
JAMES, E. K.; YOUNG, J. P. W. Paraburkholderia species are ancient symbionts of
legumes. Molecular Ecology, v. 19, n. 1, p. 44-52. 2010.

110



BOMFETI, C. A; FLORENTINO, L. A.; GUIMARAES, A. P.; CARDOSO, P. G;
GUERREIRO, M. C.; MOREIRA, F. M. S. Exopolysaccharides produced by the symbiotic
nitrogen-fixing bacteria of leguminosae. Revista. Brasileira de Ciéncias do Solo, v. 35, n. 3,
p. 657-671, 2011.

BONTEMPS, C.; ROGEL, M. A.; WIECHMANN, A.; MUSSABEKOVA, A.; MOODY, S.;
SIMON, M. F.; MOULIN, L.; ELLIOTT. G. N.; LACERCAT-DIDIER, L.; DASILVA, C.;
GRETHER, R.; CAMARGO-RICALDE, S. L.; CHEN, W.; SPRENT, I. I.; MARTINEZ-
ROMERO, E.; YOUNG, J. P.; JAMES, E. K. Endemic Mimosa species from Mexico prefer
alphaproteobacterial rhizobial symbionts. New phytologist, v. 209, n. 1, p. 319-333, 2016.

BOURNAUD, C.; FARIA, S. M. de; DOS SANTOS, J. M. F.; TISSEYRE, P.; SILVA, M.
Burkholderia species are the most common and preferred nodulating symbionts of the
Piptadenia Group (tribe Mimoseae). Plos One, v. 8, n. 5, p. 63476. 2013.

BROUGHTON, W. J.; ZHANG, F.; PERRET, X.; STAEHELIN, C. Signals exchanged
between legume and Rhizobium: agricultural uses and perspectives. Plant and Soil, v. 252, n.
1, p. 129-137, 2003.

BROUGHTON, W. I.; HANIN, M.; RELIC, B.; KOPCINSKA, J.; GOLINOWSKI, W.;
SIMSEK, S.; OJANEN-REUHS, T.; REUHS, B.; MARIE, C.; KOBAYASHI, H;
BORDOGNA, B.; LE QUERE, A.; JABBOURI, S.; FELLAY, R.; PERRET, X.; DEAKIN,
W. J. Flavonoid-inducible modifications to rhamnan O antigens are necessary for Rhizobium
sp. strain NGR234-legume symbioses. Journal of Bacteriology, v. 188, n. 10, p. 3654-3663,
2006.

CAIN, C. C.; HENRY, A. T.; WALDO, R. H.; CASIDA, L. J.; FALKINHAM, J. O.
Identification and characteristics of a novel Burkholderia strain with broad-spectrum
antimicrobial activity. Applied and Environmental Microbiology, v. 66, n. 9, p. 4139-4141,
2000.

CAMPELO, A. B.; CAMPELO, C. R. Eficiéncia da inoculagdo cruzada entre espécies da
subfamilia Mimosoideae. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, v. 5, n. 1, p. 333-337, 1970.

CARVALHO, A. M.; ALVES, B. J. R.; PEREIRA, L. L. Emissao de 6xido nitroso do solo
com aplicacio de fontes de fertilizantes nitrogenados em sistema plantio direto no

cerrado. Planaltina: Embrapa Cerrados, 2010. 14 p. (Boletim de Pesquisa e Desenvolvimento
281).

CELADOR-LERA, L.; MENENDEZ, E.; PEIX, A.; IGUAL, J. M.; VELAZQUEZ, E.;
RIVAS, R. Rhizobium zeae gen. nov., isolated from maize (Zea mays L.) roots. International
Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, v. 67, n. 7, p. 2306-2311, 2017.

CHAKRAVORTY, S.; HELB, D.; BURDAY, M.; CONNELL, N.; ALLAN, D. A detailed
analysis of 16S ribosomal RNA gene segments for the diagnosis of pathogenic bacteria.
Journal of Microbiological Methods. v. 69, n. 2, p. 330-339. 2007.

CHANG, Y. L.; WANG, J. Y.; WANG, E. T.; LIU, H. C.; SUIL, X. H.; CHEN, W. X.
Bradyrhizobium lablabi sp. nov., isolated from effective nodules of Lablab purpureus and
Arachis hypogaea. International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology,
v. 61, n. 10, p. 2496-2502, 2011.

111



CHEN, W. M.; LAEVENS, S.; LEE, T. M.; COENYE, T.; DE VOS, P.; MERGEAY, M.;
VANDAMME, P. Ralstonia taiwanensis sp. nov., isolated from root nodules of Mimosa
species and sputum of a cystic fibrosis patient. International Journal of Systematic And
Evolutionary Microbiology. v. 51, n. 5, p. 1729-35, 2001.

CHEN, W. -M.; JAMES, E. K.; PRESCOTT, A. R.; KIERANS, M.; SPRENT, J. L
Nodulation of Mimosa spp. by the B-proteobacterium Ralstonia taiwanensis. Molecular
Plant-Microbe Interactactions. v. 16, n. 12, p. 1051-1061, 2003a.

CHEN, W. -M.; MOULIN, L.; BONTEMPS, C.; VANDAMME, P.; BENA, G.; BOIVIN-
MASSON, C. Legume symbiotic nitrogen fixation by B-proteobacteria is Widespread in
nature. Journal of Bacteriology, v. 185, n. 24, p. 7266-7272, 2003b.

CHEN, W. -M; de FARIA, S. M.; ROSANGELA, S.; PITARD R. M.; ARAUJO, J. L. S.;
CHOU, J. -H.; CHOU, Y.-J.; BARRIOS, E.; PRESCOTT, A. R.; ELLIOTT, G. N.; SPRENT,
J. 1; YOUNG, J. P. W.; JAMES, E. K. Proof that Burkholderia Strains Form Effective
Symbioses with Legumes: a Study of Novel Mimosa-Nodulating Strains from South America.
Applied and Environmental Microbiology, v. 71, n. 11, p. 7461-7471, 2005a.

CHEN, W. -M.; JAMES, E. K.; CHOU, JUL -H.; SHEU, S. -Y.; YANG, S. -Z.; SPRENT, J.
I. Beta rhizobia from Mimosa pigra, a newly discovered invasive plant in Taiwan. New
Phytologist, v. 168, n. 5, p. 661-675, 2005b.

CHEN, W. -M.; JAMES, E. K.; COENYE, T.; CHOU, J. -H.; BARRIOS, E.; de FARIA, S.
M.; ELLIOTT, G. N.; SHEU, S. -Y.; SPRENT, J. I;, VANDAMME, P. Burkholderia
mimosarum sp. nov., isolated from root nodules of Mimosa spp. from Taiwan and South
America. International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, v. 56, n. §,
p. 1847-1851, 2006.

CHEN, W.-M.; FARIA, S. M. de; JAMES, E. K.; ELLIOTT, G. N.; LIN, K. -Y.; CHOU, J. —
H.; SHEU, S. -Y.; CNOCKAERT, M.; SPRENT, J. I.;, VANDAMME, P. Paraburkholderia
nodosa sp. nov., isolated from root nodules of the woody Brazilian legumes Mimosa

bimucronata and Mimosa scabrella. International Journal of Systematic and Evolutionary
Microbiology, v. 57, n. 5, p.1055-1059, 2007.

CHEN, W. -M.; WU, C. -H.; JAMES, E. K.; , J. -S. Metal biosorption capability of
Cupriavidus taiwanensis and its effects on heavy metal removal by nodulated Mimosa pudica.
Journal of Hazardous Materials. v. 151, n. 2-3, p. 364-371, 2008a.

CHEN, W. -M.; FARIA, S. M. de; CHOU, J.-H.; JAMES, E. K.; ELLIOTT, G. N.; SPRENT,
J. I.; BONTEMPS, C.; YOUNG, J. P. W.; VANDAMME, P. Paraburkholderia sabiae sp.
nov., isolated from root nodules of Mimosa caesalpiniifolia. International Journal of
Systematic and Evolutionary Microbiology. v. 58, n. 9, p. 2174-2179, 2008b.

CHIARINI, L.; BEVIVINO, A.; TABACCHIONI, S.; DALMASTRI C. Inoculation of
Burkholderia cepacia, Pseudomonas fluorescens and Enterobacter sp. on Sorghum bicolor:
Root colonization and plant growth promotion of dual strain inocula. Soil Biology and
Biochemistry, v. 30, n. 1, p. 81-87, 1998.

CHOU, Y.-J.; ELLIOTT, G. N.; JAMES, E. J.; LIN, K.-Y.; CHOU, J.-H.; SHEU, S. Y.;
SHEU, D.-S.; SPRENT, J. I.; CHEN, W.-M. Labrys neptuniae sp. nov., isolated from root

112



nodules of the aquatic legume Neptunia oleracea. International Journal of Systematic and
Evolutionary, v. 57, n. 3, p. 577-581, 2007.

CLIMA-DATA. Clima: Brasilia. 2007. Disponivel em: < https://pt.climate-data.org/america-
do-sul/brasil/distrito-federal/brasilia-852/>. Acesso em: 07 abr. 2017.

COELHO, M. R.; MARTINS, V. M.; VIDAL-TORRADO, P.; SOUZA, C. R. DE G
PEREZ, X. L. O.; VAZQUEZ, F. M. Relagio solo-relevo-substrato geoldgico nas restingas da
planicie costeira do estado de Sdo Paulo. Revista Brasileira de Ciéncia do Solo, v. 34, n. 3,
p. 833-846, 2010.

COENYE, T.; VANDAMME, P. Diversity and significance of Burkholderia species
occupying diverse ecological niches. Environmental Microbiology, v. 5, n. 9, p. 719-729,
2003.

COENYE, T.; HENRY, D.; SPEERT, D. P.; VANDAMME, P. Burkholderia phenoliruptrix
sp. nov., to accommodate the 2.,4,5-trichlorophenoxyacetic acid and halophenol-degrading
strain AC1100. Systematic and Applied Microbiology. v. 27, n. 6, v. 623-627, 2004.

COMPANT, S.; NOWAK, JI.; COENYE, T.;CLEEMENT, C.; BARKA, E. A. Diversity and
occurrence of Burkholderia spp. in the natural environment. FEMS Microbiology Reviews,
v.32,n. 4, p. 607-626, 2008.

CORDEIRO, A. B.; RIBEIRO, R. A.; HELENE, L. C. F.; HUNGRIA, M. Rhizobium
esperanzae gen. nov., a N2-fixing root symbiont of Phaseolus vulgaris from Mexican soils.
International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, v. 67,n. 10, p. 3937-
3945, 2017.

CORREA, M.; KER, J.; BARRON, V.; TORRENT, J.; CURI, N.; PEREIRA TORRES, T.
Caracterizacdo fisica, quimica, mineralogica e micromorfolégica de horizontes coesos e
fragipas de solos vermelhos e amarelos do ambiente tabuleiros costeiros. Revista Brasileira
de Ciéncia do Solo, v. 32, n. 1, p. 297-313, 2008.

COSTA, G. S.; FRANCO, A. A.; DAMACENO, R. N.; FARIA S. M. Aporte de nutrientes
pela serapilheira em uma 4area degradada e revegetada com leguminosas arboreas. Revista
Brasileira de Ciéncias do Solo. v. 28, n. 5, p. 919-927, 2004.

COUTINHO, L.M. O Bioma do Cerrado. In: Eugen Warming e o cerrado brasileiro: um
século depois / Aldo Luiz Klein (org). Sao Paulo: Editora UNESP; Imprensa Oficial do
Estado, 2002.

COUTINHO, L.M. O conceito de Bioma. Acta bot. Bras. v.20, n. 1, p. 13-23, 2006

COUTINHO, L.M. Aspectos do Cerrado. Disponivel em: <
http://ecologia.ib.usp.br/cerrado/aspectos_bioma.htm >. Acesso em: 26 dez. 2016.

CUNHA, C. O.; ZULETA, L. F. G.; ALMEIDA, L. G. P.; CIAPINA, L. P.; BORGES, W. L.;
PITARD, R. M.; BALDANI, J. I.; STRALIOTTO, R.; FARIA, S. M. de; HUNGRIA, M.;
CAVADA, B. S.; MERCANTE, F. M.; VASCONCELOS, A. T. R. Complete Genome
Sequence of Paraburkholderia phenoliruptrix BR3459a (CLA1), a Heat-Tolerant, Nitrogen-
Fixing Symbiont of Mimosa flocculosa. Journal of Bacteriology, v. 194, n. 23, p. 6675-
6676, 2012.

113



DALL’AGNOL, R. F.; RIBEIRO, R. A.; DELAMUTA, J. R. M. O.; ORMENO-ORRILLO,
E.; ROGEL, M. A.; ANDRADE, D. S.; MARTI{-NEZ-ROMERO, E.; HUNGRIA, M.
Rhizobium paranaense gen. nov., an effective N2-fixing symbiont of common bean

(Phaseolus vulgaris L.) with broad geographical distribution in Brazil. International Journal
of Systematic and Evolutionary Microbiology, v. 64, n. 9, p. 3222-3229, 2014.

DALL’AGNOL, R. F.; BOURNAUD, C.; FARIA, S. M. de; BENA, G.; MOULIN,
L.;HUNGRIA, M. Genetic diversity of symbiotic Paraburkholderia species isolated from
nodules of Mimosa pudica (L.) grow in soils of the brazilian Atlantic Forest (Mata Atlantica).
FEMS Microbiology Ecolology. v. 93, n. 4, p. 1-15, 2017.

DAMASCENO, M. M. Composi¢ao bromatologica de forragem de espécies arboreas da
caatinga paraibana em diferentes altitudes. 2007. 61 f. Tese (Mestrado em Zootecnia) —
CENTRO DE SAUDE E TECNOLOGIA RURAL, Universidade Federal de Campina
Grande, Patos. 2007.

DAVILA. G; PALACIOS, R. Origins of Genomics in Nitrogen-fixing research. in: Palacios,
R.; Newton, W. E. Ed. Genomes and Genomics of Nitrogen-fixing Organisms. Dordrecht:
Springer, 2006.

DEGANO, I.; BIESAGA, M.; COLOMBINI, M. P.; TROJANOWICZ, M. Historical and
archaeological textiles: An insight on degradation products of wool and silk yarns. Journal of
Chromatography A, v. 1218, n. 34, p. 5837-5847, 2011.

DENG, Z. S.; ZHAO, L. F.; KONG, Z. Y.; YANG, W. Q.; LINDSTROM, K.; WANG, E. T ;
WEI, G. H. DIVersity of endophytic bacteria within nodules of the Sphaerophysa salsula in
different regions of Loess Plateau in China. FEMS Microbiology Ecology. v. 76, n.3, p. 463-
475.2011.

DE CASTRO PIRES, R.; DOS REIS JUNIOR, F. B.; ZILLI, J. E.; FISCHER, D.;
HOFMANN, A.; JAMES, E. K.; SIMON, M. F. Soil characteristics determine the rhizobia
in association with different species of Mimosa in central Brazil. Plant Seil, v. 423, n. 1-
2, p. 411-428, 2018.

DE MEYER, E.; CNOCKAERT, M.; ARDLEY, J. K.; TRENGOVE, R. D.; GARAU, G.;
HOWIESON, J. G.; VANDAMME, P. Burkholderia rhynchosiae sp. nov., isolated from
Rhynchosia ferulifolia root nodules Sofie. International Journal of Systematic and
Evolutionary Microbiology, v. 63, n. 11, p. 3944-3949, 2013a.

DE MEYER, S. E.; CNOCKAERT, M.; ARDLEY, J. K.; MAKER, G.; YATES, R,
HOWIESON, J. G.; VANDAMME, P. Burkholderia sprentiae sp. nov., isolated from
Lebeckia ambigua root nodules. International Journal of Systematic and Evolutionary
Microbiology, v. 63, n. 11, p. 3950-3957, 2013b.

DIAS, L. E. O papel das leguminosas arboreas noduladas e micorrizadas na recuperagao de
areas degradadas (parte 2). In: BALENSIFER, M. (Org.). Recuperacio de areas
degradadas: curso de atualizagdo. Curitiba: FUPEF, 1996. p. 17-28.

DOS REIS JUNIOR, F. B.; SIMON, M. F.; GROSS, E.; BODDEY, R. M.; ELLIOTT, G. N;
NETO, N. E.; LOUREIRO, M. de F.; DE QUEIROZ, L. P.; SCOTTI, M. R.; CHEN, W. -M.;
NOREN, A.; RUBIO, M. C.; FARIA, S. M. de; BONTEMPS, C.; GOI, S. R.; YOUNG, J. P.

114



W.; SPRENT, J. I.; JAMES, E. K. Nodulation and nitrogen fixation by Mimosa spp. in the
Cerrado and Caatinga biomes of Brazil. New Phytologist, v. 186, n. 4, p. 934-946, 2010.

DOWNIE, J. A. The roles of extracellular proteins, polysaccharides and signals in the
interactions of rhizobia with legume roots. FEMS Microbiology Reviews, v. 34, n. 2, p. 150-
170, 2010.

DUTRA, V. F.; MORIM, M. P. Mimosa in Lista de Espécies da Flora do Brasil. Jardim
Botanico do Rio de Janeiro, 2015. Disponivel em:
<http://floradobrasil.jbrj.gov.br/jabot/floradobrasil/FB23084>. Acesso em 4 mar 2018.

EAGLESHAM, A. R. J.; AHMAD, M. H.; HASSOUNA, S.; GOLDMAN, B. J. Cowpea
Rhizobia Producing Dark Nodules: Use in Competition Studies. Applied And
Environmental Microbiology, v. 44, n. 3, p. 611-618, 1982.

EKHATOR, F.; UYI, O. O.; IKUENOBE, C. E.; OKEKE, C. O. The distribution and
problems of the invasive alien plant, Mimosa diplotricha c. wright ex sauvalle (Mimosaceae)
in Nigeria. American Journal of Plant Sciences, v. 4, n. 4, p. 866-877, 2013.

ELLIOTT, G. N.; CHEN, W -M.; CHOU, J. -H.; WANG, H. -C.;, SHEU, S. -Y; PERIN, L.;
REIS, V. M.; MOULIN, L.; SIMON, M. F.; BONTEMPS, C.; SUTHERLAND, J. M,;
BESSI, R.; FARIA, S. M. de; TRINICK, M. J.; PRESCOTT, A. R.; SPRENT, J. I.; JAMES,
E. K. Paraburkholderia phymatum is a highly effective nitrogen-fixing symbiont of Mimosa
spp. and fixes nitrogen ex planta. New Phytologist, v. 173, n. 1, p. 168-180, 2007.

ELLIOTT, G. N.; CHOU, J.-H. ; CHEN, W. -M.; BLOEMBERG, G. V.; BONTEMPS, C.;
MARTINEZ-ROMERO, E.; VELAZQUEZ, E.; YOUNG, J. P. W.; SPRENT, J. L.; JAMES,
E. K.. Paraburkholderia spp. are the most competitive symbionts of Mimosa, particularly
under N-limited conditions. Environmental Microbiology, v. 11, n. 4, p. 762-778, 20009.

EMBRAPA. Manual de Métodos de Analise de Solo. 2% ed., Rio de Janeiro: Embrapa Solos,
2011. 230 p.

ESTRADA, P; MAYINGUI, P.; COURNOVER, B.; FONTAINE, F.; BALANDREAU, J;
CABALLERO-MELLADO, J. A N2-fixing endophytic Burkholderia sp. associated with
maize plants cultivated in Mexico. Canadian Journal of Microbiology, v. 48, n, 4, p. 285-
294, 2002.

ESTRADA-DE LOS SANTOS, P.; BUSTILLOS-CRISTALES, R.; CABALLERO-
MELLADO, J. Burkholderia, a genus rich in plant-associated nitrogen fixers with wide

environmental and geographic distribution. Applied and Environmental Microbiology, v.
67,n. 6, p. 2790-2798, 2001.

FALEIRO, F. G. Marcadores genético-moleculares aplicados a programas de
conservacio e uso de recursos genéticos. Planaltina: Embrapa Cerrados, 2007. 102 p.

FARIA, S. M. de; HAY, G. T.; SPRENT, J. 1. Entry of rhizobia into roots of Mimosa
scabrella bentham occurs between epidermal cells. Microbiology, v. 134, n. 8, p. 2291-2296,
1988.

FARIA, S. M. de; MACHADO, R. L.; UCHOAS, E. S. Dependéncia de fungos micorrizicos
arbusculares na selecdo de estirpes de rizobios para pau jacaré (Piptadenia gonoacantha

115



(Mart.) Macbr), em substrato autoclavado. Seropédica: Embrapa Agrobiologia, 2005. 4 p.
(Comunicado técnico 83).

FRAYSSE, N; JABBOURI, S.; TREILHOU, M.; COUDERC, F.; POINSOT, V. Symbiotic
conditions induce structural modifications of Sinorhizobium sp. NGR234 surface
polysaccharides, Glycobiology, v. 12, n. 11, p. 741-748, 2002.

FRAYSSE, N.; COUDERC, F.; POINSOT, V. Surface polysaccharide involvement in
establishing the rhizobium—legume symbiosis. European Journal of Biochemistry, v. 270,
n. 7, p. 1365-1380, 2003.

FERGUSON, B.; MATHESIUS, U. J. Signaling interactions during nodule development.
Journal of Plant Growth Regulation, v. 22, n. 1, p. 47-72, 2003.

FERNANDES, M. F.; CHAER, G. M. Analise de perfis de acidos graxos como ferramenta
para estudos em microbiologia do solo. Aracaju: Embrapa Tabuleiros Costeiros, 2010. 37 p.
(Documentos 163).

FERNANDES JUNIOR, P. I.; REIS, V. M. Algumas limitagdes a fixagdo bioldgica de
nitrogénio em leguminosas. Seropédica: Embrapa Agrobiologia, 33 p, 2008. (Documento
252).

FERNANDEZ-LUQUENO, F.; ESPINOSA-VICTORIA, D. Bioquimica, fisiologia y
morfologia de la senescéncia nodular: uma revision critica. Terra Latinoam., v. 26, n. 2, p.
133-144, 2008.

FISCH, G.; MARENGO, J. A.; NOBRE, C. A. Clima da Amazoénia. Disponivel em:
<http://climanalise.cptec.inpe.br/~rclimanl/boletim/cliesp10a/fish.html>, Acesso em: fev-
2017.

FLORENTINO, L. A.; GUIMARAES, A. P.; RUFINI, M.; SILVA, K.; MOREIRA, F. M. S.
Sesbania virgata stimulates the occurrence of its microsymbiont in soils but does not inhibit
microsymbionts of other species. Scientia Agricola, v.66, n.5, p.667-676, 2009.

FLORENTINO, L. A.; NUNES, A. P. P.; REZENDE, A. V.; MANTOVANI, J. R.; SOUZA,
F. R. C.; JUNQUEIRA, G. A. Ocorréncia e eficiéncia do microssimbionte de Sesbania

virgata (Cav.) Pers. em fun¢do das propriedades do solo. Revista de Ciéncias Agrarias, v.
38, n. 4, p. 528-534, 2015.

FONTES, M. P. F.; CAMARGO, O. A.; SPOSITO, G. Eletroquimica das particulas coloidais
e sua relacdo com a mineralogia de solos altamente intemperizados. Scientia Agricola., v. 58,
n. 3, p. 627-646, 2001.

FRANK, B. Uber die Pilzsymbiose der Leguminosen. Berichte der Deutschen Botanischen
Gesellschaft, v. 7, p. 332-346, 1889.

FRANCO, A. A.; CAMPELLO, E. F.; SILVA, E. M. R.; FARIA, S. M. Revegetacio de
solos degradados. Seropédica: EMBRAPA-CNPAB, 1992. 11 p. (EMBRAPA-CNPAB.
Comunicado Técnico, 9).

FRANCO, A. A.; CAMPELLO, E. F. C. Manejo nutricional integrado na recuperagdo de
areas degradadas e na sustentabilidade dos sistemas produtivos utilizando a fixacdo bioldgica

116



de nitrogénio como fonte de nitrogénio. p. 201-220. In: AQUINO, A. M.; ASSIS, R. L (Ed.).
Processos biologicos no sistema solo-planta — ferramentas para uma agricultura
sustentavel. Brasilia: Embrapa, 2005. 368p.

FRANCA TEIXEIRA, M. L.; FRANCO, A. A. Infestacdo por larvas de Cerotoma arcuata
(Olivier) (Coleoptera: Chysomelidae) em nddulos de feijoeiro em cultivo com cobertura
morta ou em consorcio com milho ou com caupi. Ciéncia Rural, v. 37, n. 6, p. 1529-1535,
2007.

FRED, E. B.; WAKSMAN, S. A. Yeast Extract — Mannitol agar for laboratory manual of
general microbiology. New York: McGraw Hill, 1928. 145 p.

FREITAS, A. D. S.; SAMPAIO, E. V. S. B.; FERNANDES, A. R.; SANTOS, C. E. R. S.
Biological nitrogen fixation in legume trees of the Brazilian Caatinga. Journal of Arid
Environments. v. 74, n. 3, p. 344-349, 2010.

FREITAS; A. D. S.; BORGES, W. L.; ANDRADE, M. M. M.; SAMPAIO, E. V. S. B;
SANTOS, C. E. R. S.; PASSOS, S. R; XAVIER, G. R.; MULATO, B. M.; LYRA, M. C. C.
P. Characteristics of nodule bacteria from Mimosa spp grown in soils of the Brazilian
semiarid region. African Journal of Microbiology Research, v. 8, n. 8, p. 788 - 796, 2014.

FRUGIER, F.; KOSUTA, S.; MURRAY, J. D.; CRESPI, M.; SZCZYGLOWSKI, K.
Cytokinin: secret agent of symbiosis. Trends in Plant Science v. 13, n. 3, p. 115-120, 2008.

GEHLOT, H. S.; PANWAR, D.; TAK, N; TAK, A.; SANKHLA, 1. S.; POONAR, N.;
PARIHAR, R.; SHEKHAWAT, N. S.; KUMAR, M.; TIWARI, R.; ARDLEY, J.; JAMES, E.
K.; SPRENT, J. I. Nodulation of legumes from the Thar desert of India and molecular
characterization of their rhizobia. Plants Soil, v. 357, n. 1-2, p. 227-243, 2012.

GEHLOT, H. S.;TAK, N.; KAUSHIK, M.; MITRA, S.; CHEN, W. —-M.; POWELEIT, N.;
PANWAR, D.; POONAR, N.; PARIHAR R.; TAK, A.; SANKHLA, I. S.; OJHA, A.; RAO,
S. R.; SIMON, M. F., DOS REIS JUNIOR., F. B.; PERIGOLO, N.; TRIPATHI, A. K.;
SPRENT, J. I.; PETER, W. Y.; JAMES, E. K.; GYANESHWAR, P. An invasive Mimosa in
India does not adopt the symbionts of its native relatives. Annals of Botany, v. 112, n. 1, p.
179-196, 2013.

GOMES, J. B. V. Caracterizacao, gene e uso de solos de trés sitios de restinga sob
diferentes coberturas vegetais no Estado do Rio de Janeiro. 1995. Tese (Doutorado).
Universidade Federal de Vigosa, Minas Gerais.

GOORMACHTIG, S.; CAPOEN, W.; JAMES, E. K.; HOLSTERS, M. Switch from
intracellular to intercellular invasion during water stress-tolerant legume nodulation. PNAS,
v. 101, n. 16, p. 6303-6308, 2004.

GORIS, J.; KONSTANTINIDIS, K. T.; KLAPPENBACH, J. A., COENYE, T,
VANDAMME, P.; TIEDJE, J. M. DNA-DNA hybridization values and their relationship to
whole-genome sequence similarities. International Journal of Systematic and
Evolutionary Microbiology. v. 57, n. 1, p. 81-91, 2007.

GALTIER, N.; GOUY, M.; GAUTIER, C. SeaView and Phylo win, two graphic tools for
sequence alignment and molecular phylogeny. Computer Applications in the Biosciences,
v. 12, n. 6, p. 543-548, 1996.

117



GRAHAM, P. H. Stress tolerance in Rhizobium and Bradyrhizobium, and nodulation under
adverse soil conditions. Canadian Journal of Microbiology, v. 38, n. 6, p. 475-484, 1992.

GRAHAM, P. H. Ecology of the root-nodule bacteria of legumes. p. 23-58. In: DILWORTH,
M. J.; JAMES, E. K.; SPRENT, J. [.; NEWTON W. E (Ed.). Nitrogen-fixing leguminous
symbioses. Netherlands: Springer, 2008. 404 p.

GUAN, Z.-B.; DENG, W.-H.; HUANG, Z.-L.; HUANG, N.-Y.; Al L; LI, C.-Y. A
preliminary investigation on the alien invasive plants in Xishuangbanna. Tropical
Agricultural Science and Technology, v. 29, n. 4, p. 35-38, 2006.

GYANESHWAR, P.; HIRSCH, A. M.; MOULIN, L.; CHEN, W. -M.; ELLIOTT, G. N,;
BONTEMPS, C.; ESTRADA-DE LOS SANTOS, P.; GROSS, E.; DOS REIS JUNIOR, F. B.;
SPRENT, J. I; YOUNG, J. P. W.; JAMES, E. J. Legume nodulating B-proteobacteria:
diversity, host range and future prospects. Molecular Plant-Microbe Interactions, v. 24, n.
11, p. 1276-1288, 2011.

HAN, T. X.; WANG, E. T.; WU, L. J.; CHEN, W. F.; GU, J. G.; GU, C. T.; TIAN, C. F,;
CHEN W. X. Rhizobium multihospitium gen. nov., isolated from multiple legume species
native of Xinjiang, China. International Journal of Systematic and Evolutionary
Microbiology. v. 58, n. 7, p.1693-1699, 2008.

HARA, F. A. S., OLIVEIRA, L. A. Caracteristicas fisiologicas e ecoldgicas de isolados de
rizobios oriundos de solos acidos e alicos de Presidente Figueiredo, Amazonas. Acta
Amazoénica, v. 34, n. 3, p. 343-357, 2004.

HARA, F. A. S., OLIVEIRA, L. A. Caracteristicas fisiologicas e ecoldgicas de isolados de
rizobios oriundos de solos acidos de Iranduba, Amazonas. Pesquisa Agropecuaria
Brasileira. v.40, n.7, p. 667-672, 2005.

HAUSE, B.; SCHAARSCHMIDT, S. The role of jasmonates in mutualistic symbioses
between plants and soil-born microorganisms. Phytochemistry, v. 70, n.13-14, p. 1589-1599,
2009.

HAYAT, M. A.; GIAQUINTA, R. Rapid fixation and embedding for electron microscopy.
Tissue and Cell, v. 2, n. 2, p. 191-195, 1970.

HOWIESON, J. G.; YATES, R. J.; FOSTER, K. J.; LEAL, D.; BESIER, R. B. Prospects the
future of use legumes. p. 363-393. In: DILWORTH, M. J.; JAMES, E. K.; SPRENT, J. L;
NEWTON W. E (Ed.). Nitrogen-fixing leguminous symbioses. Netherlands: Springer, 2008.
404 p.

HUNGRIA, M., Sinais moleculares envolvidos na nodulacdo das leguminosas por rizobio.
Revista Brasileira de Ciéncia do Solo, v.18, n.3, p.339-364, 1994.

HUNGRIA, M; CAMPO, R. J.; MENDES, 1. C. A importancia do processo de fixacido
biolégica de nitrogénio para a cultura da soja — componente essencial para a
competitividade do produto Brasileiro. Londrina: Embrapa Soja, 2007. 80 p. (Documento
283).

HUNGRIA, M; CHUEIRE, L. M. O.; MENNA, P.; BANGEL, E. V. Caracterizacio
genética de rizobios e outras bactérias diazotroficas e promotoras de crescimento de
plantas por BOX-PCR. Londrina: Embrapa Soja, 2008. (Comunicado técnico 79).

118



IBGE. Mapa de Biomas e de Vegetacdo. Comunicacdo social, 2004a. Disponivel
em:<https://ww2.ibge.gov.br/home/presidencia/noticias/21052004biomashtml.shtm>, acesso
em: 14 jan. 2017.

IBGE. Mapa de Bioma do Brasil. Escala 1:5.000.000. Rio de Janeiro, 2004b. Disponivel
em: <http://www.ibge.gov.br/home/presidencia/noticias/21052004biomashtml.shtm>. Acesso
em: 23 dez. 2016.

IBF. Bioma Mata Atlantica. Disponivel em https://www.ibflorestas.org.br/bioma-mata-
atlantica.html. Acesso em: 30 de jan. 2017.

JACCARD, P. The distribution of flora in the alpine zone. New Phytologist. v. 11, n. 1, p. 37—
50, 1912.

JARVIS, B. D. W.; VAN BERKUM, P.; CHEN, W. X.; NOUR, S. M.; FERNANDEZ, M. P.;
CLEYET-MAREL, J. C.; GILLIS, M. Transfer of Rhizobium loti, Rhizobium huakuii,
Rhizobium ciceri, Rhizobium mediterraneum, and Rhizobium tianshanense to Mesorhizobium
gen. nov. International Journal of Systematic Bacteriology, v. 47, n.3, p. 895-898, 1997.

JESUS, E. C.; SCHIAVO, J. A; FABIA, S. M de. Dependéncia de micorrizagdo de
leguminosas arbdreas tropicais. Revista Arvore, v. 29, n. 4, p. 545-552, 2005.

JIAO, Y. S.; YAN, H.; JI, Z. J.; LIU, Y. H.; SUI, X. H.; WANG, E. T.; GUO, B. L.; CHEN,
W. X.; CHEN, W. F. Rhizobium sophorae gen. nov., and Rhizobium sophoriradicis gen. nov.,
nitrogen-fixing rhizobial symbionts of the medicinal legume Sophora flavescens.
International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, 65, n. 2, p. 497-503,
2015.

JORDAN, D. C. Transfer of Rhizobium japonicum Buchanan 1980 to Bradyrhizobium gen.
nov., a genus of slow-growing, root nodule bacteria from leguminous plants. International
Journal of Systematic Bacteriology. Ames, v. 32, n. 1, p. 136-139, 1982.

JUKES, T. H.; CANTOR, C. R. Evolution of protein molecules. In Munro HN, editor,
Mammalian Protein Metabolism, London: Academic Press, 1969.

KAIYA, S.; RUBABA, O.; YOSHIDA, N.; YAMADA, T.; HIRAISHI, A. Characterization
of Rhizobium naphthalenivorans sp. nov. with special emphasis on aromatic compound
degradation and multilocus sequence analysis of housekeeping genes. The Journal of
General and Applied Microbiology, v. 58, n. 3, p. 211-224, 2012.

KAMST, E.; SPAINK, H. P.; KAFETZOPOULOS, D. Biosynthesis and Secretion of
Rhizobial Lipochitin-Oligosaccharide Signal Molecules. In: BISWAS, B. B., DAS H. K. (eds)
Plant-Microbe Interactions. Subcellular Biochemistry, v. 29. Boston: Springer, 1998.

KARAFIN, M.; ROMAGNOLI, M.; FINK, D. L.; HOWARD, T.; RAU, R.; MILSTONE, A.
M.; CARROLL, K. C. Fatal Infection Caused by Cupriavidus gilardii in a Child with Aplastic
Anemia? Journal of Clinical Microbiology. v. 48, n. 3, p. 1005-1007, 2010.

KIM, C.-H. L.; KIM, H.-G.; LEE, H.-S. Anthraquinones isolated from Cassia tora
(Leguminosae) seed show an antifungal property against phytopathogenic fungi. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, v. 52, n. 20, p. 6096-6100, 2004.

119



KLINK, C. A.; MACHADO, M. B. A conservagdo do Cerrado Brasileiro. Megadiversidade,
v. I,n. 1, p. 147-155, 2005.

KLONOWSKA, A.; CHAINTREUIL, C.; TISSEYRE, P.; MELKONIAN, L. M. R;
DUCOUSSO, M.; LAGUERRE, G.; BRUNEL, B.; MOULIN, L. Biodiversity of Mimosa
pudica rhizobial symbionts (Cupriavidus taiwanensis, Rhizobium mesoamericanum) in New
Caledonia and their adaptation to heavy metal-rich soils. FEMS Microbiology Ecology. v.
81,n. 3, p. 618-635, 2012.

KLONOWSKA, A.; LOPEZ-LOPEZ, A.; MOULIN, L.; ARDLEY, J.; GOLLAGHER, M.;
MARINOVA, D.; TIAN, R.; HUNTEMANN, M.; REDDY, T.B.K.; VARGHESE, N.;
WOYKE, T.; MARKOWITZ, V.; IVANOVA, N.; SESHADRI, R.; BAESHEN, M. N;
BAESHEN, N. A.; KYRPIDES, N.; REEVE, W. High-quality draft genome sequence of
Rhizobium mesoamericanum strain STM6155, a Mimosa pudica microsymbiont from New
Caledonia. Standards in Genomic Sciences, v. 12, n. 1, p.1, 2017.

KOBAYASHI, H.; BROUGHTON, W. J. Fine-tuning of symbiotic genes in rhizobia:
flavonoid signal transduction cascade. p. 117-152. In: DILWORTH, M. J.; JAMES, E. K;
SPRENT, J. I.; NEWTON W. E (Ed.). Nitrogen-fixing leguminous symbioses. Netherlands:
Springer, 2008. 404 p.

KULKARI, S; NAUTIYAL. Effects of salt and pH stress on temperature-tolerant Rhizobium
sp. NBRI330 nodulating Prosopis juliflora. Current Microbiology, v. 40, n. 4, p. 221-226,
2000.

KUMAR, V.; PATHAK, D. V.; DUDEJA, S. S.; SAINL, R.; GIRI, R.; NARULA, S.;
ANAND, R. C. Legume nodule endophytes more diverse than endophytes from roots of

legume or non legumes in soil of haryana, India. Journal of Microbiology and
Biotechnology Research. v. 3, n. 3, p. 83-92, 2013.

KUMAR, S.; STECHER, G.; TAMURA, K. MEGA7: Molecular Evolutionary Genetics
Analysis Version 7.0 for Bigger Datasets. Molecular Biology and Evolution, v.33, n. 7, p.
1870-1874, 2016.

LAGUERRE, G.; NOUR, S.M.; MACHERET, V., SANJUAN, J.; DROUIN, P;
AMARGER, N. Classification of rhizobia based on nodC and nifH gene analysis reveals a
close phylogenetic relationship among Phaseolus vulgaris symbionts. Microbiology, v.147,
n. 4, p.981-993, 2001.

LARKIN, R. P.; FRAVEL, D. R. Efficacy of various fungal and bacterial biocontrol
organisms for control of Fusarium Wilt of Tomato. Plant Disease, v. 82, n. 9, p. 1022-1028,
1998.

LAUS, M. C.; LOGMAN, T. J.,; LAMERS, G. E.; BRUSSEL, A. A. N. V.; KIINE,
RUSSELL, W. C. J. W. A novel polar surface polysaccharide from Rhizobium

leguminosarum binds host plant lectin. Molecular Microbiology. v. 59, n. 6, p. 1704-1713,
2006.

LATTANZIO, V.; LATTANZIO, V. M. T.; CARDINALI, A. Role of phenolics in the
resistance mechanisms of plants against fungal pathogens and insects. In: IMPERATO, F.
Phytochemistry: Advances in Research, 2006. p. 23-67.

120



LEAL, I. R.; TABARELLI, M.; SILVA, J. M. C. Ecologia e conservacio da caatinga.
Recife: Editora Universitaria UFPE, 2003. 822 p.

LEINZ, V. Contribui¢do a geologia dos derrames basalticos do sul do Brasil. Boletim da
Faculdade de Filosofia Ciéncias e Letras, Universidade de Sao Paulo, Geologia, v. 5, p. 1-
59, 1949.

LEWIS, G. P.; SCHRIRE, B. D.; MACKINDER, B. A.; LOCK, J. M. Legumes of the world.
London: Royal Botanic Gardens, Kew, 2005.

LIMA, L. C. L. Espécies de Mimosa L. (Leguminosae) do semi-arido nordestino:
palinologia, fenologia, biologia floral e potencial apicola. 2007. 96 f. Tese (Doutorado em
Botanica) — Universidade estadual de Feira de Santana, Feira de Santana. 2007.

LIU, X. Y.; WU, W.; WANG, E. T.; ZHANG, B.; MACDERMOTT, J.; CHEN, W. X.
Phylogenetic relationships and diversity of b-rhizobia associated with Mimosa species grown
in Sishuangbanna, China. International Journal of Systematic and Evolutionary
Microbiology, v. 61, n. 2, p. 334-342, 2011.

LIU, X. Y.; WEIL, S.; WANG, F.; JAMES, E. K.; GUOI, X. Y.; ZAGAR, C.; XIA, L. G;
DONG, X.; WANG, Y. P. Burkholderia and Cupriavidus spp. are the preferred symbionts of
Mimosa spp. in Southern China. FEMS Microbiology Ecology, v. 80, n. 2, p. 417-426, 2012.

LOPEZ-LARA, 1. M.; ORGAMBIDE, G.; DAZZO, F. B.; OLIVARES, J.; TORO, N.
Characterization and symbiotic importance of acidic extracellular polysaccharides of
rhizobium sp. strain GRH2 isolated from acacia nodules. Journal of Bacteriology, v. 175, n.
10, p. 2826-2832, 1993.

LOPEZ-LOPEZ, A.; ROGEL, M. A.; ORMENO-ORRILLO. E.; MARTINEZ-ROMERO, J.;
MARTINEZ-ROMERO, E. Phaseolus vulgaris seed-borne endophytic community with novel
bacterial species such as Rhizobium endophyticum gen. nov., Systematic and Applied
Microbiology, v. 33, n. 6, p. 322-327, 2010.

LOPEZ-LOPEZ, A.; ROGEL-HERNANDEZ, M. A.; BAROIS, 1.; ORTIZ CEBALLOS, A.
I; MARTINEZ, J.; ORMENO-ORRILLO, E.; MARTINEZ-ROMERO, E. Rhizobium
grahamii sp. nov., from Dalea leporina, Leucaena leucocephala and Clitoria ternatea
nodules and Rhizobium mesoamericanum sp. nov., from Phaseolus vulgaris, siratro, cowpea

and Mimosa pudica nodules. International Journal of Systematic and Evolutionary
Microbiology, v. 62, p. 2264-2271, 2012.

LOUREIRO, R. S.; SARAIVA, J. M.; SARAIVA, I; SENNA, R. C.; FREDO, A. S. Estudo
dos eventos extremos de precipitagdo ocorridos em 2009 no Estado do Pard. Revista
Brasileira de Meteorologia, v. 29, p. 83-94, 2014.

LOWE, S.; BROWNE, M; BOUDIJELAS, S.; POORTER, M. DE. 100 of the world’s worst
invasive alien species: A selection from the global invasive species database. World
Conservation Union (IUCN), Auckland, New Zealand. 2000.

MACHADO, R. B.; RAMOS NETO, M. B.; PEREIRA, P.; CALDAS, E.; GONCALVES, D.;
SANTOS, N.; TABOR, K.; STEININGER, M. Estimativa de perda da area do Cerrado
Brasileiro. Conservagao Nacional do Brasil, Brasilia, 2004.

121



MADIGAN, M. T.; MARTINKO, J. M.; BENDER, K. S.; BUCKLEY, D. H.; STAHL, D. A.
Microbiologia de Brock. 14 ed. Porto Alegre: Artmed, 2016.

MAGNAGO, L. F. S.; MARTINS, S. V.; SCHAEFER, C. E. G. R.; NERI, A. V. Gradiente
fitofisiondmico-edafico em formagdes florestais de Restinga no Sudeste do Brasil. Acta
Botanica Brasilica. v. 24, n. 3, p. 734-746. 2010.

MAKKAR, N. S.; CASIDA Jr., L. E. Cupriavidus necator gen. nov., sp. nov.: a nonobligate
bacterial predator of bacteria in soil. International Journal of Systematic Bacteriology, v.
37,n. 4, p. 323-326, 1987.

MALAVOLTA, E. Elementos de nutricio mineral de plantas. S3o Paulo: Agrondmica
Ceres, 1980.

MARCHETTI, M.; CATRICE, O.; BATUT, J.; MASSON-BOIVIN, C. Cupriavidus taiwanensis
bacteroids in Mimosa pudica indeterminate nodules are not terminally differentiated. Applied
and Environmental Microbiology, v. 77, n. 6. p. 2161-2164 2011.

MARKMANN, K.; GICZEY, G.; PARNISKE, M. Functional adaptation of a plant receptor
kinase paved the way for the evolution of intracellular root symbioses with bacteria. Plos
Biology, v. 6, n. 3, p. 497-506, 2008.

MARTINEZ-AGUILAR, L.; SALAZAR-SALAZAR, C.; MENDEZ, R. D.; CABALLERO-
MELLADO, J.; HIRSCH, A. M.; VASQUEZ-MURRIETA, M. S.; ESTRADA-DE LOS
SANTOS, P. Burkholderia caballeronis sp. nov., a nitrogen fixing species isolated from
tomato (Lycopersicon esculentum) with the ability to effectively nodulate Phaseolus vulgaris.

Antonie van Leeuwenhoek, v. 104, n. 6, p 1063-1071, 2013.

MARTINS, A. C. L.; REGO, M. M. C.; CARREIRA, L. M. M.; de ALBUQUERQUE, P. M.
C. Espectro polinico de mel de tiiba (Melipona fasciculata Smith, 1854, Hymenoptera,
Apidae). Acta Amazonica, v. 41, n. 2, p. 183-190, 2011.

MARTINS, P. G. S.; JUNIOR, M. A. L.; FRACETTO, G. G. M.; DA SILVA, M. L. R. B;;
VINCENTIN, R. P.; LYRA, M. do C. C. P. de. Mimosa caesalpiniifolia rhizobial isolates

from different origins of the Brazilian Northeast. Archives of Microbiology, v. 197, n. 3, p.
459-469, 2015.

MATHE, L; TOTH, E.; MENTES, A.; SZABO, A.; MARIALIGETI, K.; SCHUMANN P.;
FELFOLDI, T. A new Rhizobium species isolated from the water of a crater lake, description
of  Rhizobium  aquaticum  sp. nov. Antonie van Leeuwenhoek, 2018.
https://doi.org/10.1007/s10482-018-1110-0.

MELKONIAN, R.; MOULIN, L.; BENA, G.; TISSEYRE, P.; CHAINTREUIL, C.; HEULIN,
K.; REZKALLAH, N.; KLONOWSKA, A.; GONZALEZ, S.; SIMON, M.; CHEN, W. -M,;
JAMES, E. K.; LAGUERRE, G. The geographical patterns of symbiont diversity in the
invasive legume Mimosa pudica can be explained by the competitiveness of its symbionts and
by the host genotype. Environmental Microbiology, v. 16, n. 7, p. 2099-2111, 2014.

MENNA, P.; BARCELLOS, F. G.; HUNGRIA, M. Phylogeny and taxonomy of a diverse
collection of Bradyrhizobium strains based on multilocus sequence analysis of the 16S rRNA

122


https://doi.org/10.1007/s10482-018-1110-0

gene, ITS region and glnll, recA, atpD and dnaK genes. International Journal of
Systematic and Evolutionary Microbiology, v. 59, n.12, p. 1-17, 2009.

MERCANTE, F. M.; CUNHA, C. de O.; STRALIOTTO, R.; RIBEIRO JUNIOR, W. Q.
VANDERLEYDEN, J.; FRANCO, A. A. Lecaena leucocefhala as a trap — host for Rhizobium
tropici strain from the brasilian “Cerrado” region. Revista de Microbiologia, v. 29, n. 1, p.
49-58, 1998.

MERCANTE, F. M.; GOI S. R.; FRANCO, A. A. Importancia dos compostos fendlicos nas
interacdes entre espécies leguminosas e rizobio. Revista. Universidade. Rural, Série.
Ciéncias, v. 22, n. 1, p. 65-81, 2002.

MEYER, S. L. F.; MASSOUD, S. I.; DAVID, J. Evaluation of Trichoderma virens and
Burkholderia cepacia for antagonistic activity against root-knot nematode, Meloidogyne
incognita. Nematology, v. 2, n. 8, p. 871-879, 2000.

MIRANDA, H. S.; SATO, M. N.; NETO, W. N.; AIRES, F. S. Fires in the Cerrado, the
Brazilian savanna. in: MARK, A. C. Tropical Fire Ecology: Climate Change, Land Use,
and Ecosystem Dynamics. Berlin: Springer, 2009. p. 427-450.

MISHRA, R. P. N.; TISSEYRE, P., MELKONIAN, R.; CHAINTREUIL, C,;
KLONOWSKA, L. M. A;; GONZALEZ, S.; BENA, G. LAGUERRE, G.; MOULIN, L.
Genetic diversity of Mimosa pudica rhizobial symbionts in soils of French Guiana:
investigating the origin and diversity of Burkholderia phymatum and other beta-rhizobia.
FEMS Microbiology Ecology, v. 79, n. 2, p. 487-503, 2012.

MNASRI, B.; LIU, T. Y.; SAIDIL, S.; CHEN, W. F.; CHEN, W. X.; ZHANG, X. X
MHAMDI, R. Rhizobium azibense gen. nov., a nitrogen fixing bacterium isolated from root-

nodules of Phaseolus vulgaris. International journal of systematic and evolutionary
microbiology, v. 64, n. 5, p. 1501-1506, 2014.

MOREIRA, F. M. S.; SIQUEIRA, J. O. Microbiologia e Bioquimica do Solo. 2 ed. Lavras:
Editora UFLA, 2006.

MORTIER, V.; HOLSTERS, M.; GOORMACHTIG, S. Never too many? How legumes
control nodule numbers. Plant,Cell and Environment. v. 35, n. 2, p. 245-258, 2012.

MOULIN, L.; MUNIVE, A.; DREYFUS, B.; BOIVIN-MASSON, C. Nodulation of legumes
by the beta-subclass of Proteobacteria. Nature, v. 411, p. 948-950, 2001.

MURESU, R.; POLONE, E.; SULAS, L., BALDAN, B.; DELOGU, A. T. G
CAPPUCCINELLI, P.; ALBERGHINI, S.; BENHIZIA, Y.; BENGUEDOUAR, H. B. A;;
MORI, B.; CALAMASSI, R.; DAZZO, F. B.; SQUARTINI, A. Coexistence of
predominantly nonculturable rhizobiawith diverse, endophytic bacterial taxa within nodules
of wild legumes. FEMS Microbiol Ecol., v. 63, n. 3, p. 383-400, 2008.

NORRIS, D. O.; T’TMANNETIE, L. The symbiotic specialization of African Trifolium spp. In

relation to their taxonomy and their agronomic use. East African Agricultural and Forestry
Journal, v. 29, n. 3, p. 214-235, 1964.

123



NUNES, F. S.; RAIMONDI, A. C.; NIEDWIESKI, A. C. Fixacao de nitrogénio: estrutura,
funcdo e modelagem bioinorganica das nitrogenases. Quimica Nova, v. 26, n. 6, p. 8§72-879,
2003.

NURUDDIN, A. A.; CHANG, M. Responses of herbaceous mimosa (Mimosa strigillosa), a
new reclamation species, to soil pH. Resources, Conservation and Recycling, v. 27, n. 3, p.
287-298, 1999.

OLDROYD, G. E. D., ENGSTROM, E. M.; LONG, S. R. Ethylene inhibits the Nod factor
signal transduction pathway of Medicago truncatula. Plant Cell. v.13, n. 8, p. 1835-1849,
2001.

OLDROYD, G. E. D.; DOWNIE, J. A. Calcium, kinases and nodulation signaling in legumes.
Nature Reviews Molecular Cell Biology, Biol. v.5, p. 566-576, 2004.

OLIVEIRA, L. J.; ROGGIA, S.; SALVADORI, J. R.; AVILA, C. J.; FERNANDES, P. M.;
OLIVEIRA, C. M. Insetos que atacam raizes ¢ nddulos da soja. In:. HOFFMANN-CAMPO,
C. B.; CORREA-FERREIRA, B. S.; MOSCARDI, F. Soja: manejo integrado de insetos e
outros artropodes-praga, cap. 2. Brasilia: Embrapa, p. 75- 144, 2012.

PALLERONI N. J.; KUNISAWA, R.; CONTOPOULOU, R.; DOUDOROFF, M. Nucleic
Acid Homologies in the Genus Pseudomonas. International Journal of Systematic
Bacteriology, v. 23, n. 4, p. 333-339, 1973.

PARTE, A. C. LPSN — List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature
(bacterio.net), 20 years on. Nucleic Acids Research, v. 68, n. D1, p. 1825-1829, 2018.

PEIX, A.; MATEOS, P. F.;;RODRIGUEZ-BARRUECO, C; MARTINEZ-MOLINA, E,;
VELAZQUEZ, E. Growth promotion of common bean (Phaseolus vulgaris L.) by a strain of
Burkholderia cepacia under growth chamber conditions. Seil Biology and Biochemistry, v.
33, n. 14, p. 1927-1935, 2001.

PENG, G.; YUAN, Q.; LI, H.; ZHANG, W.; TAN, Z. Rhizobium oryzae gen. nov., isolated
from the wild rice Oryza alta. International Journal of Systematic and Evolutionary
Microbiology, v. 58, n.9, p. 2158-2163, 2008.

PERIN, L.; MARTINEZ-AGUILAR, L.; CASTRO-GONZALES, R.; ESTRADA-DE- LOS
SANTOS, P; CABELLOS-AVELAR, T.; GUEDES, H.V.; REIS, V.M.; CABALLERO-
MELLADO. J. Diazotrophic Burkholderia species associated with field-grown Maize and
sugarcane. APPLIED AND ENVIRONMENTAL MICROBIOLOGY, v.72, n. 5, p. 3103-
3110, 2006a.

PERIN, L.; ARAUJO, J. L. S.; REIS, V. M. O género Burkholderia: Um importante
componente da comunidade microbiana. Seropédica: Embrapa Agrobiologia. Documentos
219, 2006D.

PERRET, X.; STAEHELIN, S.; BROUGHTON, W. L. Molecular Basis of Symbiotic
Promiscuity. Microbiology and Molecular Biology Reviews, v. 64, n. 1, p. 180-201, 2000.

PLATERO, R.; JAMES, E. K.; RIOS, C.; IRIARTE, A.; SANDES, L.; ZABALETA, M.;
BATTISTONI, F.; FABIANO, E. Novel Cupriavidus strains isolated from root nodules of

124



native Uruguayan Mimosa species. Applied and Environment Microbiology, 2016.
DOI:10.1128/AEM.04142-15

POLY F.; JOCTEUR MONROZIER, L.; BALLY, R. Improvement in RFLP procedure to
study the community of nitrogen fixers in soil through the diversity of nifH gene. Research in
Microbiology, v.152, n. 1, p. 95-103, 2001.

PONTES, M. M. C. M.; PONTES NETO, C. P.; CHAVES, L. DE F. DE C,
ALBUQUERQUE, S. F. DE; OLIVEIRA, J. DE P.; FIGUEIREDO, M. DO V. B. Dupla
inoculacdo B-rizobio e micorriza em sabiazeiro visando a recuperacdo de areas degradadas.
Pesquisa Agropecuaria Pernambucana, v. 17, n. 1, p. 37-45, 2012.

PRADO, D. E. As caatingas da América do Sul. In: LEAL, R. I.; TABARELLI, M.; SILVA,
J. M. C. (Eds.) Ecologia e conservacdo da caatinga. Recife: Ed. Universitaria da UFPE,
2003. 823p.

QUEIROZ, L. P. Leguminosas da Caatinga, Universidade Estadual de Feira de Santana,
Royal Botanic Gardens, 2009.

RADL, V.; SIMOES-ARAUJO, J. L.; LEITE, J.; PASSOS, S. P.; MARTINS, L. M. V;
XAVIER, G. R.; RUMJANEK, N. G.; BALDANI, J. I.; ZILLI, J. E. Microvirga vignae sp.
nov., a root nodule symbiotic bacterium isolated from cowpea grown in semi-arid Brazil.

International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, v. 64, n. 3, p. 725-
730, 2014.

RAMIREZ-BAHENA, M. H.; GARCIA-FRAILE, P.; PEIX, A.; VALVERDE, A.; RIVAS,
R.; IGUAL, J. M.; MATEOS, P. F.; MARTINEZ-MOLINA, E.; VELAZQUEZ, E. Revision
of the taxonomic status of the species Rhizobium leguminosarum (Frank 1879) Frank
1889AL, Rhizobium phaseoli Dangeard 1926AL and Rhizobium trifolii Dangeard 1926AL. R.
trifolii is a later synonym of R. leguminosarum. Reclassification of the strain R.
leguminosarum DSM 30132 (=NCIMB 11478) as Rhizobium pisi sp. nov International
Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology. 58, p. 11, p. 2484-2490, 2008.

RECEPE, K.; SAHIN, F.; DEMIRCI, E.; EKEN, C. Biological control of the potato dry rot
caused by Fusarium species using PGPR strains, Biological Control, v. 50, n. 2, p. 194-198
2009.

REN, D. W.; CHEN, W. F.; SUL X. H.; WANG, E. T.; CHEN, W. X. Rhizobium vignae gen.
nov., a symbiotic bacterium isolated from multiple legume species. Int. J. Syst. Evol.
Microbiol., v. 61, n. 3, p. 580-586, 2011.

RIBASKI, J.; LIMA, P. C. F.; OLIVEIRA, V. R. de; DRUMOND, M. A. Sabia (Mimosa
caesalpiniifolia): arvore de multiplo uso no Brasil. Colombo: Embrapa Florestas, 2003. 4p.
(Embrapa Florestas. Comunicado Técnico, 104).

RIBEIRO, R. A.; BARCELLOS, F. G.; THOMPSON, F. L.; HUNGRIA, M. Multilocus
sequence analysis of Brazilian Rhizobium microsymbionts of common bean (Phaseolus
vulgaris L.) reveals unexpected taxonomic diversity. Research in Microbiology, v. 160, n. 4,
p- 297-306, 2009.

125



RIBEIRO, R. A.; MARTINS, T. B.; ORMENO-ORRILLO, E.; MARCON DELAMUTA, M.
J. R;; ROGEL, M. A.; MARTINEZ-ROMERO, E.; HUNGRIA, M. Rhizobium ecuadorense
gen. nov., an indigenous N2-fixing symbiont of the Ecuadorian common bean (Phaseolus

vulgaris L.) genetic pool. International journal of systematic and evolutionary
microbiology, v. 65,n. 9, p. 3162-3169, 2015.

RICHTER, M.; ROSSELLO-MORA, R. Shifting the genomic gold standard for the
prokaryotic species definition. Proceedings of The National Academy of Sciences Of The
United States Of America-Biological Sciences, v. 106, p. 19126-19131, 2009.

RIVAS, R.; WILLEMS A.; PALOMO, J. L.; GARCIA-BENAVIDES, P.; MATEOS, P. F.,
MARTINEZ-MOLINA E.; GILLIS, M. and VELAZQUEZ, E. Bradyrhizobium betae sp.
nov., isolated from roots of Beta wvulgaris affected by tumour-like deformations.
International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, v. 54, n. 4, p. 1271-
1275.2004.

RIVAS, R.; MARTENS, M.; LAJUDIE, P.; WILLEMS, A. Multilocus sequence analyse of
the genus Bradyrhizobium. Systematic and Applied Microbiology. Stuttgart, v. 32, n. 2,
p.101-110, 2009.

RIZZINIL C. T. Tratado de Fitogeografia do Brasil: aspectos ecologicos, sociologicos e
Floristicos. Rio de Janeiro: Ambito Cultural Edi¢des Ltda., 1997. 747p.

ROSOLEM, C. A. Brazil: acid soils and agriculture. 4p. (Documento apresentado antes do
International Steering Committee of the Symposium Plant-Soil Interactions at Low pH,
Beckley, USA, 24-29 June 1990).

ROSSELLO-MORA, R.; AMANN. R. The species concept for prokaryotes. FEMS
Microbiology Reviews, v. 25, n. 1, p. 39-67, 2001.

SAINI, R.; KUMAR, V.; DUDEJA, S. S.; PATHAK, D. V. Beneficial effects of inoculation
of endophytic  bacterial isolates from roots and nodules in chickpea.
Int.J.Curr.Microbiol.App.Sci, v. n. 10, p. 207-221, 2015.

SALLES, J. F.; ELSAS, J. D.; VEEN, J. A. Effect of agricultural management regime on
Burkholderia community structure in soil. Microbial Ecology, v. 52, n. 2, p 267-279, 2006.
SAMAC, D. A.; GRAHAM, M. A. Recent advances in legume-microbe interactions:
recognition, defense response, and symbiosis from a genomic perspective. Plant Physiology,
v. 144, n. 2, p. 582-587, 2007.

SAFRONOVA, V. I; PILUZZA, G.; ZINOVKINA, N. Y.; KIMEKLIS, A. K.; BELIMOV,
A. A.; BULLITTA, S. Relationships between pasture legumes, rhizobacteria and nodule

bacteria in heavy metal polluted mine waste of SW Sardinia. Symbiosis, v. 58, n. 1-3, p. 149-
159, 2012.

SNEATH, P. H. A.; SOKAL, R. R. Numerical taxonomy: the principles and practice of
numerical classification. San Francisco: W. H. Freeman e Cia, 1973. 573 p.

126



SANO, E. E.; ROSA, R.; BRITO, J. L. S; FERREIRA, L. G. Mapeamento de cobertura
vegetal do bioma Cerrado. Planaltina: Embrapa Cerrados. Boletim de Pesquisa e
Desenvolvimento 205, p.60, 2008.

SANTOS, L. A.; REIS, V. M. A forma¢iao do nédulo em leguminosas. Seropédica:
Embrapa agrobiologia, Documento 251, 2008.

SAWANA, A.; ADEOLU, M.; GUPTA, R. S. Molecular signatures and phylogenomic
analysis of the genus Burkholderia: proposal for division of this genus into the emended
genus Burkholderia containing pathogenic organisms and a new genus Paraburkholderia gen.
nov. harboring environmental species. Frontiers in Genetics, v. 5, 2014. doi:
10.3389/fgene.2014.00429

SCHUMPP, O; CREVECOEUR, M.; BROUGHTON, W. J.; DEAKIN, W. J. Delayed
maturation of nodules reduces symbiotic effectiveness of the Lotus japonicus—Rhizobium sp.
NGR234 interaction. Journal of Experimental Botany, v. 60, n. 2, p. 581-590, 2009.

SCHUMPP, O.; DEAKIN, W. J. How inefficient rhizobia prolong their existence within
nodules? Trends in Plant Science, v. 15, n. 4, p. 1360-138, 2010.

SEO, H. S; LI, J.; LEE, S.-Y.; YU, J.-W.; KIM, K.-H.; LEE, S.-H.; LEE, L.-J.; PAEK, N.-C.
The Hypernodulating nts Mutation Induces Jasmonate Synthetic Pathway in Soybean Leaves.
Molecules and Cells, v. 24, n. 2, p. 185-193, 2007.

SFB. Os Biomas e Suas Florestas. Brasilia, 2016. Disponivel em:
<http://www.florestal.gov.br/snif/recursos-florestais/os-biomas-e-suas-florestas. Acesso em:
23 dez. 2016.

SHEU, S. Y.; CHOU, J. H.; BONTEMPS, C.; ELLIOTT, G. N.; GROSS, E.; JAMES, E. K.;
SPRENT, J. I.; YOUNG, J. P. W.; CHEN, W. M. Burkholderia symbiotica sp. nov., isolated
from root nodules of Mimosa spp. native to north-east Brazil. International Journal of
Systematic and Evolutionary Microbiology, v. 62, n. 9, p. 2272-2278, 2012.

SHEU, S. Y.; CHOU, J. H.; BONTEMPS, C.; ELLIOTT, G. N.; GROSS, E., dos REIS
JUNIOR F. B.; MELKONIAN, R.; MOULIN, L.; JAMES, E. K.; SPRENT, J. I.; YOUNG, J.
P. W.; CHEN, W. M.. Burkholderia diazotrophica sp. nov., isolated from root nodules of

Mimosa spp. International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, v. 63,
n. 2, p. 435-441, 2013.

SHEU, S. -Y.; HUANG, H. -W.; YOUNG, C. -C.; CHEN, W. -M. Rhizobium alvei gen. nov.,
isolated from a freshwater river. International Journal of Systematic and Evolutionary
Microbiology, v. 65, n. 2, p. 472-478, 2015.

SHIRAISHI, A.; MATSUSHITA, N.; HOUGETSU, T. Nodulation in black locust by the
Gammaproteobacteria Pseudomonas sp. and the Beta-proteobacteria Paraburkholderia sp.
Systematic and Applied Microbiology, v.33, n. 5, p. 269-274, 2010.

SILVA, K.; FLORENTINO, L. A.; DA SILVA, K. B.; BRANDT, E.; VANDAMME, P.;
MOREIRA, F. M. S. Cupriavidus necator isolates are able to fix nitrogen in symbiosis with

127



different legume species. Systematic and Applied Microbiology, v. 35, n. 3, p. 175-182,
2012.

SILVA, G. B. S.; MELLO, A. Y. I.; STEINKE, V. A. Unidades de conserva¢ao no bioma
cerrado: desafios e oportunidades para a conservagdo no Mato Grosso. Geografia, v. 37, n. 3,
p. 541-554,2012.

SIMON, M. F; PROENCA C. Phytogeographic patterns of Mimosa (Mimosoideae,
Leguminosae) in the Cerrado biome of Brazil: an indicator genus of high altitude centers of
endemism? Biological Conservation. v. 96, n.3, p. 279-296, 2000.

SIMON, M. F.; GRETHER R.; DE QUEIROZ, L. P.; SARKINEN, T. E.; DUTRA, V. F.;
HUGHES, C. E. The evolutionary history of Mimosa (Leguminosae): towards a phylogeny of
the sensitive plants. American Journal of Botany, v. 98, p. 1201-1221. 2011.

SKORUPSKA, A.; JANCZAREK, M.; MARCZAK, M.; MAZUR, A.; KROL, J. Rhizobial
exopolysaccharides: genetic control and symbiotic functions. Microbial Cell Factories,
Volume 5, Number 7, p. 1-19, 2006.

SOPHEARETH, M.; CHAN, S.; NAING, K.W.; LEE, Y S.; HYUN, H.N.; KIM, Y.C.; Kim,
K.Y. Biocontrol of late blight (Phytophthora capsici) disease and growth promotion of pepper
by Burkholderia cepacia MPC-7. Plant Pathol J., v. 29, n. 1, p. 67-76, 2013.

SOUZA FILHO, A. P. S.; ALVES, S. M.; FIGUEIREDO, F. J. C.; DUTRA, S. Germinagao
de sementes de plantas daninhas de pastagens cultivadas: Mimosa pudica e Ipomoea
asarifolia. Planta daninha, Vicosa , v. 19, n. 1, p. 23-31, 2001.

SOS MATA ATLANTICA. Rio Doce - O retrato da qualidade da agua. 2016. Disponivel
em: <https://www.sosma.org.br/wp-content/uploads/2017/03/SOSMA_Expedicao_Rio-
Doce.pdf> Acesso em: 14 fev 2018.

SPAINK, H. P. Root nodulation and infection factors produced by rhizobial bacteria. Annual
Review of Microbiology. v. 54, n. 1, p. 257-288, 2000.

SPRENT, J. I. Legume trees and shrubs in the tropics: N2 fixation in prespective. Soil
Biology and Biochemistry, v. 27, n. 4-5, p. 401-407, 1995.

SPRENT, J. I. Legume nodulation: A global perspective. Wiley-Blackwell: Chichester,
2009. 184 p.

SPRENT, J. I.; ARDLEY, J.; JAMES, E. K. Biogeography of nodulated legumes and their
nitrogen-fixing symbionts. New phytologist, v. 215, n. 1, p. 40-56, 2017.

STACKEBRANDT, E.; MURRAY, R. G. E.; TRUPER, H. G. Proteobacteria classis nov., a
name for the phylogenetic taxon that includes the ‘purple bacteria and their relatives.
International Journal of Systematic Bacteriology, v. 38, n. 3, p. 321-325, 1988.

STACKEBRANDT, E. Defining Taxonomic Ranks. In: Dworkin, M.; Falkow, S.; Rosenberg,
E.; Schleifer, K. H.; Stackebrandt, E. (eds) The Prokaryotes. New York: Springer, 2006.

STRALIOTTO, R. Diversidade do rizébio — Evolucdo dos estudos taxondmicos. p. 222-254.
In: AQUINO, A. M.; ASSIS, R. L (Ed.). Processos biologicos no sistema solo-planta —

128



ferramentas para uma agricultura sustentavel. Brasilia: Embrapa Agrobiologia, 2005.
368p.

SUN, J.; CARDOZA, V.; MITCHELL, D. M.; BRIGHT, L.; OLDROYD, G.; HARRIS, J. M.
Crosstalk between jasmonic acid, ethylene and Nod factor signaling allows integration of
diverse inputs for regulation of nodulation. The Plant Journal. v. 46, p. 961-970, 2006. doi:
10.1111/5.1365-313X.2006.02751.x

TABARELLIL M; PINTO, L.P. SILVA, JM.C.; HIROTA, M.M. & BEDE, L.C. Desafios ¢
oportunidades para a conservacdo da biodiversidade na Mata Atlantica. Megadiversidade,
v.1,n. 1, p. 132-138, 2005.

TAULE, C.; ZABALETA, M.; MAREQUE, C.; PLATERO, R.; SANJURJO, L.; SICARDI,
M.; FRIONI, L.; BATTISTONI, F.; FABIANO, E. New Betaproteobacterial Rhizobium
strains able to efficiently nodulate Parapiptadenia rigida (Benth.) Brenan. Applied and
Environmental Microbiology, v. 78, n. 6, p.1692-1700, 2012.

TROVAO, D. M. DE B. M.; FERNANDES, P. D.; DE ANDRADE, L. A.; NETO, J. D.
Variagdes sazonais de aspectos fisioldgicos de espécies da Caatinga. Revista Brasileira de
Engenharia Agricola e Ambiental, v.11, n.3, p. 307-311, 2007.

URANQO, F. S.; PIRES, A. V.; SUSIN, L.; MENDES, C. Q.; RODRIGUES, G. H.; ARAUJO,
R. C. DE; MATTOS, W. R. S. Desempenho e caracteristicas da carcaga de cordeiros
confinados alimentados com graos de soja. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, v.41, n.10, p.
1525-1530, 2006.

VAN BERKUM, P.; BEYENE, D.; EARDLY, B. D. Phylogenetic relationships among
Rhizobium species nodulating the common bean (Phaseolus vulgaris L.). International
journal of systematic bacteriology, v.46, n. 1, p. 240-244, 1996.

VAN BERKUM, P.; BEYENE, D.; BAO, G.; CAMPBELL, T. A.; EARDLY, B. D.
Rhizobium mongolense sp. nov. is one of three rhizobial genotypes identified which nodulate
and form nitrogen-fixing symbioses with Medicago ruthenica [(L.) Ledebour]. International
journal of systematic bacteriology. v. 48, n. 1, p. 13-22 1998.

VANDAMME, P.; GORIS, J.; CHEN, W.-M.; VOS, P.; WILLEMS, A. Paraburkholderia
tuberum sp. nov. and Paraburkholderia phymatum sp. nov., nodulate the roots of tropical
legumes. Systematic and. Appleid Microbiology. v. 25, n. 4, p. 507-512, 2002.

VANDAMME, P.; COENYE, T. Taxonomy of the genus Cupriavidus: a tale of lost and
found. International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, v. 54, n. 6, p.
2285-2289, 2004.

VANDAMME, P.; GIOVAN, J.; LIPUMA, J. J. Diversity and role of Burkholderia spp. In.
COENYE, T.; VANDAMME, P. (Eds). Burkholderia: Molecular Biology and Genomics.
Norwich: Horizon Scientific Press, 2007, pp. 1-27.

VALE JUNIOR, J. F.; DE SOUZA, M. I. L; DO NASCIMENTO, P. P. R. R.; CRUZ, D. L. S.
Solos da Amazodnia: etnopedologia e desenvolvimento sustentavel. Revista Agroambiente
on-line, v. 5, n. 2, p.158-165, 2011.

129



VALVERDE, A.; VELAZQUEZ, E.; GUTIERREZ, C.; CERVANTES, E.; VENTOSA, A ;
IGUAL, J. M. Herbaspirillum lusitanum sp. nov., a novel nitrogen-fixing bacterium
associated with root nodules of Phaseolus vulgaris. International Journal of Systematic
and Evolutionary Microbiology, v. 53, n. 6, p. 1979-1983, 2003.

VALVERDE, A.; IGUAL, J. M.; PEIX, A.; CERVANTES, E.; VELAZQUEZ, E. Rhizobium
lusitanum gen. nov., a bacterium that nodulates Phaseolus vulgaris. Int. J. Syst. Evol.
Microbiol., 56, n. 11, p. 2631-2637, 2006.

VINUESA, P.; SILVA, C.; WERNER, D.; MARTINEZ-ROMEROA, E. Population genetics
and phylogenetic inference in bacterial molecular systematics: the roles of migration and
recombination in Bradyrhizobium species cohesion and delineation. Molecular
Phylogenetics and Evolution, v. 34, n. 1, p. 29-54, 2005.

YABUUCHI, E.; KOSAKO, Y.; OYAIZU, H.; YANO, 1.; HOTTA, H.; HASHIMOTO, Y .;
EZAKI, T.; ARAKAWA, M.. Proposal of Burkholderia gen. nov. and transfer of seven
species of the genus Pseudomonas homology group II to the new genus, with the type species

Burkholderia cepacia (Palleroni and Holmes 1981) comb. nov. Microbiology and
Immunology. v. 36, n. 12, p. 1251-1275, 1992.

YOUNG, J. M.; KUYKENDALL, L. D.; MARTINEZ-ROMERO, E.; KERR, A.; SAWADA
H. A revision of Rhizobium Frank 1889, with an emended description of the genus, and the
inclusion of all species of Agrobacterium Conn 1942 and Allorhizobium undicola de Lajudie
et al. 1998 as new combinations: Rhizobium radiobacter, R. rhizogenes, R. rubi, R. undicola
and R. vitis. International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, v. 51, n.
1, p. 89-103, 2001.

YOUNG, J. M. Renaming of Agrobacterium larrymoorei Bouzar and Jones 2001 as
Rhizobium larrymoorei (Bouzar and Jones 2001) comb. nov., International Journal of
Systematic and Evolutionary Microbiology, v. 54, n. 1, p. 149, 2004.

WALLACE, A. R. On the monkeys of the Amazon. Proceedings of the Zoological Society
of London., v. 14, n.84, p. 451-454, 1852.

WANG, R.; CHANG, Y. L.; ZHENG, W. T.; ZHANG, D.; ZHANG, X. X.; SUL, X. H.
WANG, E. T.; HU, J. Q.; ZHANG, L. Y; CHEN W. X. Bradyrhizobium arachidis sp. nov.,
isolated from effective nodules of Arachis hypogaea grown in China. Systematic and
Applied Microbiology, v. 36, n. 2, p. 101-105, 2013a.

WANG, J. Y.; WANG, R.; ZHANG, Y. M,; LIU, H. C.; CHEN, W. F.; WANG, E. T.; SUI,
X. H.; CHEN, W. X. Bradyrhizobium daqgingense sp. nov. isolated from nodules of soybean
grown in Daqing City of China. International Journal of Systematic and Evolutionary
Microbiology, v. 63, n. 2, p. 616-624, 2013b.

WALSBY, A. E. Cyanobacterial heterocysts: terminal pores proposed as sites of gas
exchange. Trends in Microbiology, v.15, n. 8, p. 340-349, 2007.

WEISBURG, W. G.; BARNS, S. M.; PELLETIER, D. A.; LANE, D. J. 16S ribosomal DNA
amplification for phylogenetic study. Journal of Bacteriology, v. 173, n. 2, p. 697-703, 1991.

WINK, M. Chapter 11 - Importance of plant secondary metabolites for protection against
insects and microbial infections. In. RAI, M.; CARPINELLA, M. C. Advances in

130



Phytomedicine (Ed.). Advances in Phytomedicine. Elsevier, v. 3, 2006. p. 251-268.
doi.org/10.1016/S1572-557X(06)03011-X.

ZHANG, X.; LI, B.; WANG, H.; SUIL, X.; MA, X.; HONG, Q.; JIANG, R. Rhizobium
petrolearium gen. nov., isolated from oil-contaminated soil. International Journal of
Systematic and Evolutionary Microbiology, v. 62, n. 8, p. 1871-1876, 2012.

ZHANG, X. -X.; TANG, X.; SHEIRDIL, R. A.; SUN, L.; MA, X. -T. Rhizobium rhizoryzae
gen. nov., isolated from rice roots. International Journal of Systematic and Evolutionary
Microbiology, v. 64, n. 4, p. 1373-1377, 2014.

ZHANG, X. X.; GAO, J. S.;; CAO, Y. H.; SHEIRDIL, R. A.; WANG, X. C.; ZHANG, L.
Rhizobium oryzicola gen. nov., potential plant-growth-promoting endophytic bacteria isolated
from rice roots. International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, v.
65,n. 9, p. 2931-2936, 2015.

ZHANG, S.; YANG, S.; CHEN, W.; CHEN, Y.; ZHANG, M.; ZHOU, X.; FAN, G.; FENG,
F. Y. Rhizobium arenae gen. nov., isolated from the sand of Desert Mu Us, China.

International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, v. 67, n. 7, p. 2098-
2103, 2017.

ZHAO, J. J.; ZHANG, J.; SUN, L.; ZHANG, R. J.; ZHANG, C. W.; YIN, H. Q.; ZHANG, X.
X. Rhizobium oryziradicis sp. nov., isolated from rice roots. International Journal of
Systematic and Evolutionary Microbiology, v. 67, n. 4, p. 963-968, 2017.

ZILLL, J. E.;; VILARINHO, A. A.;; ALVES, J. M. A. A cultura do feijao-caupi na
Amazonia Brasileira. Boa Vista: Embrapa Roraima, 2009a. 356p.

ZILLIL J. E.; MARSON, L. C.; MARSON, B. F.; RUMJANEK, N. G.; XAVIER, G. R.
Contribuicao de estirpes de rizobio para o desenvolvimento e produtividade de grdos de
feijdo-caupi em Roraima. Acta Amazoénica. v. 39, n.4, p. 749-758, 2009b.

ZULETA, L. F. G.; CUNHA, C. O.; DE CARVALHO, F. M.; CIAPINA, F.A M.; SOUZA,
R. C.; MERCANTE, F. M.; FARIA, S. M. de; BALDANI, J. I.; STRALIOTTO, R.;
HUNGRIA, M.; VASCONCELOS, A. T. R. The complete genome of Paraburkholderia
phenoliruptrix strain BR3459a, a symbiont of Mimosa flocculosa: highlighting the
coexistence of symbiotic and pathogenic genes. BMC Genomics, v. 15, n. 1, p. 535. 2014.

131



7.1. Anexo A - Sitios de Coleta

Tabela 15. Dados de localizagdo, caracteristicas e analise quimica do solo dos sitios de coleta.

7. ANEXOS

Analise Quimica do solo

Sitio de coleta Localizacio Altitude Caracteristicas da drea H+Al AL" Mg Ca P K CcoT
------------------------ (U111 [\ 1) 1 S —— (%)
1. Boa Vista (RR) 2°49'48.8", N 60°42'50.0"W 90 m Perimetro urbano 4,96 - 0,34 0,06 0,12 0,01 0,07 0,21
2. Caracarai (RR) 1°49'49.6"N, 61°07'18.0"W 52 m Solo antropizado - Terra baldio 5,73 - 0,08 0,16 2,59 0,01 0,06 1,28
3. Itapemirim (ES) 20°53'48.9"S, 40°46'47.5"W 5m Solo antropizado - Guarapari 6,68 0,04 0,00 0,5 2,52 0,04 0,40 -
4. Itapemirim (ES) 20°53'58.1"S 40°46'53.8"W 7m Solo antropizado - Guarapari 6,08 0,05 - 0,12 1,17 0,02 0,04 -
5. Seropédica (RJ) 22°45'58.3"S, 43°40'33.1"W 20 m Perimetro urbano 6,85 0,00 - 1,04 5,21 0,13 0,43 -
6. Seropédica (RJ) 22°45'37.3"S,43°41'30.2"W 34 m Proximo ao Lago da UFRRIJ 490 536 0,56 0,11 0,35 0,01 0,07 1,52
7. Seropédica (RJ) 22°45'34.2"S,43°41'14.3"W  31m Beira de estrada (PESAGRO) 547 477 0,16 1,36 2,19 0,02 0,43 1,55
8. Rio de Janeiro (RJ) 23°2'56.0"S, 43°31'52.6"W 11m Reserva ecoldgica de Grumari - - - - - - - -
9. Casimiro de Abreu (RJ) 2422020%?2352,,\;’ 16 m Beira de estrada 4,88 0,14 - 0,25 2,26 0,04 0,16 -
10.Pentecoste (CE) 3°49'31.4"S, 39°20'38.9"W - Caatinga/campo limpo 5,57 12,05 0,20 6,70 5,80 0,00 1,98 3,00
11. Fortaleza (CE) 3°4424.7"S, 38°3425.2"W - Campus da UFC 535 990 0,20 2,60 12,60 0,01 2,76 2,67
12. Brasilia (DF) 15°43'50.6"S, 47°53'48.1"W 1016 m Jardim da Embrapa CPAC 7,75 0,75 0,00 0,775 8,10 0,00 0,17 2,43
13. Brasilia (DF) 15°43'46.3S", 47°38'17.3"W 983 m Antropizada/cobertura de mata 5,45 0,00 0,05 0,86 3,63 0,01 0,72 -
14. Brasilia (DF) 15°43'54.1"S 47°53'48.7"W 1016 m Jardim da Embrapa CPAC 7,60 0,00 - 0,54 8,74 0,01 0,26 -
15. Bananal (SP) 22°37'26.2"S, 44°14'30."3W 484 m Beira de estrada/Pasto 7,70 - 0,00 0,69 2,85 0,09 0,36 -
16. Bananal (SP) 22°37'26.2"S, 44°14'30."3W 484 m Beira de estrada/Pasto 6,00 - 0,01 0,25 2,33 0,01 0,31 -
17. Patrocinio de Muria¢ (MG) 21°07'43.7"S, 42°11'58.5"W 196 m Beira de estrada 5,54 - 0,05 1,22 1,65 0,02 0,12 -
18. Lavras (MG) 21°13'00.1"S, 45°02'00.0"W - Area de pasto 5,60 - 0,10 2,44 4,17 0,04 0,66 -
19. Morretes (PR) 25°26'43.4"S,48°48'36.3"W 22 m Estrada proxima a mata nativa 5,50 2,40 0,00 1,00 2,90 0,08 0,07 1,08
20. Paranagua (PR) 25°34'17.6"S, 48°39'16.9"W 50 m Area desmatada para pasto 490 3,70 0,60 1,20 1,50 0,01 0,12 1,60
21. Ibicarai (BA) 14°53'25.3"S 39°36'50.9"W 34m Campo limpo/pasto 5,84 - 0,00 2,82 3,98 0,01 0,19 -
22. Uruguca (BA) 14°28'12.2"S, 39°04'30.6"W 107 Beira de e“;?stf/ proximoa - sg6 . 0,00 883 5,26 0,05 0,09 -
23. Ilhéus (BA) 14°47'47.4"S,39°10' 26.8"W 28 m Areas do Campus da UESC - - - - - - - -
24. Pirendpolis (GO) 15°48'11.0"S, 48°5029.0"W 1212 m Cerraddo/vegetagdo nativa - - - - - - - -
25. Pirendpolis (GO) 15°48'15.0"S, 48°55'05.0"W 980 m Cerradao/vegetagao nativa - - - - - - - -
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7.2. Anexo B — Isolados em M. pudica

Tabela 16. Resultado da autenticag@o dos isolados representantes da cole¢ao em M. pudica
aos 45 dias de cultivo. Sendo: NBR = Numero de bactérias representadas; NN =
Numero de nodulos; T Isolados selecionados para a caracterizagdo molecular estdo
destacados em negrito; { Padrdes de nodulagdo de acordo com a Figura 12; Noédulo:
Pequeno (< 2mm), Médio (2 - 4 mm), Grande (> 4mm).

Isolado Hospedeiro Grupo NBR NN Perfil de BLASTn
original Nodulagiio}
Bahia
MIM 608 M. tenuiflora BA-G1 6 27 (A) Pequeno/Claro/Ativo P. nodosa
MIM 614 M. tenuiflora BA-G1 * 23 (A) Pequeno/Claro/Ativo P. nodosa
MIM 507 M. pudica BA-G2 1 0 SN -
MIM 511 M. pudica BA-G3 1 19 (A) Pequeno/Claro/Ativo P. phymatum
MIM 512 M. pudica BA-G3 1 13 (A) Pequeno/Claro/Ativo P. tuberum
MIM 600 M. pudica BA-G4 3 0 SN -
MIM 573 Mimosa sp. BA-G5 5 0 SN C. gilardii
MIM 585 Mimosa sp. BA-GS5 * 0 SN Lys. boronitolerans
MIM 584 Mimosa sp. BA-G5 * 0 SN C. gilardii
MIM 574 Mimosa sp. BA-GS5 * 0 SN Lys. macroides
MIM 589 M. pudica BA-G6 27 15 (A) Pequeno/Claro/Ativo P. tuberum
MIM 594 M. pudica BA-G6 * 10 (A) Pequeno/Claro/Ativo P. tuberum
MIM 508 M. pudica BA-G6 2 15 © Peq“eﬁf; gi‘(‘)“’/ Ativo e P. diazotrophica
MIM 509 M. pudica BA-G6 * 17 © Pequeﬁg gizm/ Ativoe P. diazotrophica
MIM 588 M. pudica BA-G6 * 11 (E) Médio/Claro/Ativo P. tuberum
MIM 578 M. pudica BA-G7 1 SN -
MIM 582 M. pudica BA-G8 2 SN Lysi. fusiformis
MIM 577 M. pudica BA-G9 3 0 SN -
MIM 510 M. pudica BA-G10 1 10 (E) Médio/Claro/Ativo P. diazotrophica
MIM 611 M. pudica BA-G11 1 0 SN -
MIM 576 M. pudica BA-G12 2 0 SN -
MIM 579 M. pudica BA-G12 * 0 SN -
MIM 586 M. pudica BA-G13 1 0 SN -
MIM 581 M. pudica BA-G14 1 0 SN -
Ceara
MIM 155 M. quadrivalvis CE -G1 4 12 (E) Médio/Claro/Ativo C. taiwanensis
MIM 150 M. tenuiflora CE-G2 1 0 SN -
MIM 144 M. pudica CE-G3 1 0 SN Ba. subtilis
MIM 151 M. tenuiflora CE-G4 1 0 SN -
MIM 129 Mimosa sp. CE-G5 2 0 SN Pse. Alcaligenes
MIM 165 M. pudica CE-G6 1 0 SN Paeni. jamilae
MIM 153 M. pudica CE-G7 1 0 SN -
MIM 148 Mimosa sp. CE-G8 2 13 © Peque;lr?;g\l/z(l)ro/Ativo ¢ P. diazotrophica
Continua...
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MIM 200.1 M. pudica CE-G9 7 7 (E) Médio/Claro/Ativo P. diazotrophica
MIM 238b M. pudica CE-G10 1 18 © Peque}lri);t(ii\l/zro/Ativo ¢ P. diazotrophica
MIM 223.1 M. pudica CE-Gl11 2 5 (A) Pequeno/Claro/Ativo -
MIM 212 M. pudica CE-G12 16 9 (A) Pequeno/Claro/Ativo P. diazotrophica
MIM 188 M. tenuiflora CE-G13 1 10 (E) Médio/Claro/ativo C. taiwanensis
MIM 231 M. tenuiflora CE-G14 2 8 (E) Médio/Claro/Ativo -
MIM 223 M. pudica CE-G15 11 6 (A) Pequeno/Claro/ativo C. taiwanensis
MIM 224 M. pudica CE-G15 * 8 (A) Pequeno/Claro/ativo C. taiwanensis
MIM 225 M. pudica CE-G15 * 14 (A) Pequeno/Claro/ativo C. taiwanensis
MIM 205 M. pudica CE-G16 20 12 © Pequeilr(l);g\lle(l)ro/Ativo ¢ P. diazotrophica

MIM 221.1 M. pudica CE-G17 1 0 SN Dyella marensis
MIM 149 M. tenuiflora CE-G18 1 14 (A) Pequeno/Claro/ativo C. taiwanensis
MIM 162 M. quadrivalvis CE-G19 1 0 SN -

MIM 209 M. pudica CE-G20 1 14 (B) Pequeno/Claro/inativo R. multihospitium

Distrito Federal ----------------—-—---
MIM 401 M. caesalpiniifolia  DF-G1 1 0 SN -
MIM 357 M. pudica DF-G2 26 2 (J) Grande/Claro/Ativo R. altiplani
MIM 373 M. pudica DF-G2 * 3 (J) Grande/Claro/Ativo R. altiplani
MIM 382 M. pudica DF-G3 14 8 (D) g;’g;f)‘;z/fvlzm ¢ P. tuberum
MIM 413 M. setosa DF-G4 * 16 (A) Pequeno/Claro/Ativo -
MIM 417 M. setosa DF-G4 14 23 (A) Pequeno/Claro/Ativo P. tuberum
MIM 412 M. setosa DF-G4  * 20 (©)Pequeno/Claro/Ativo e -
Inativo

MIM 424 M. candolei DF-G5 1 0 SN -
MIM 425 M. pudica DF-G6 1 14 (A) Pequeno/Claro/Ativo P. tuberum
MIM 395 M. candolei DF-G7 2 0 SN -
MIM 400 M. candolei DF-G8 4 9 (E) Médio/Claro/Ativo -
MIM 377 M. candolei DF-G9 1 0 SN -
MIM 371 M. pudica DF-G10 1 0 SN -
MIM 399 M. candolei DF-Gl11 1 0 SN -
MIM 423 M. pudica DF-G12 1 0 SN -

MIM 378.1 M. candolei DF-GI3 2 15 © Peq”eﬁf; gif)m/ Ativoee P. diazotrophica
MIM 525 M. pudica DF-G14 57 3 (J) Grande/Claro/Ativo R. altiplani
MIM 542 M. pudica DF-G14 * 2 (J) Grande/Claro/Ativo R. altiplani
MIM 571 M. pudica DF-G14 * 3 (J) Grande/Claro/Ativo R. altiplani
MIM 540 M. pudica DF-G14 * 3 (J) Grande/Claro/Ativo R. altiplani
MIM 528 M. pudica DF-G15 1 0 SN P. phenoliruptrix
MIM 553 M. pudica DF-G16 1 0 SN Sphi. Endophytica

Espirito Santo -----------=====---=---
MIM 317  Ma. atropurpureum  ES-G1 1 0 SN -
MIM 320  Ma. atropurpureum  ES-G2 1 0 SN -
MIM 319  Ma. atropurpureum  ES-G3 1 0 SN -
Continua...
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MIM 156 Mimosa sp. ES-G4 2 11 (A) Pequeno/Claro/Ativo C. taiwanensis
MIM 157b Mimosa sp. ES-G4 * 13 (A) Pequeno/Claro/Ativo C. taiwanensis
MIM 316 M. pudica ES-G5 1 13 ©) MédiI(r)l/iilsf)o/Ativo ¢ P. mimosarum
MIM 326 M. candollei ES-G6 1 34 (B) Pequeno/Claro/Inativo P. phenoliruptrix
MIM 159 Mimosa sp. ES-G7 3 SN

MIM 322 M. candollei ES-G8 4 SN

MIM 323  Ma. atropurpureum  ES-G9 1 35 ©) MédiI(I)l/iilsgo/Ativo ¢ P. mimosarum
MIM 158 Mimosa sp. ES-G10 1 0 SN -

Goias

MIM 404 M. setosa GO-G1 1 0 SN Pse. intermedium
MIM 402 M. setosa GO-G2 2 0 SN

MIM 406 M. setosa GO-G3 2 0 SN -

MIM 407 M. candollei GO-G4 2 20 (A) Pequeno/Claro/Ativo P. tuberum
MIM 736 M. gracilis GO-G5 11 9 (A) Pequeno/Claro/Ativo P. tuberum
MIM 739 M. pyrinea GO-G5 * 13 (A) Pequeno/Claro/Ativo P. tuberum
MIM 741 M. pyrinea GO-G5 * 10 (A) Pequeno/Claro/Ativo P. tuberum
MIM 730 M. speciosissima GO-G5 4 25 (A) Pequeno/Claro/Ativo P. nodosa
MIM 735 M. speciosissima GO-G5 * 22 (A) Pequeno/Claro/Ativo P. nodosa
MIM 753 M. somnians GO-G6 8 15 (A) Pequeno/Claro/Ativo P. tuberum
MIM 745 M. pyrinea GO-G6 * 14 (A) Pequeno/Claro/Ativo P. tuberum
MIM 761 M. radula GO-G6 2 20 (A) Pequeno/Claro/Ativo P. nodosa
MIM 763 M. radula GO-G7 2 13 (A) Pequeno/Claro/Ativo P. mimosarum
MIM 749 M. macrocephala  GO-G8 2 12 (A) Pequeno/Claro/Ativo P. tuberum
MIM 759 M. radula GO-G8 16 27 (A) Pequeno/Claro/Ativo P. nodosa
MIM 734 M. speciosissima GO-G8 * 30 (A) Pequeno/Claro/Ativo P. nodosa

Minas Gerais ------------=-==------—-

MIM 472 Ma. atropurpureum MG-G1 2 0 SN

MIM 471  Ma. atropurpureum  MG-G2 5 0 SN -

MIM 476  Ma. atropurpureum MG-G3 1 0 SN

MIM 501 V. unguiculata MG-G4 1 0 SN Brady. elkanii
MIM 499 V. unguiculata MG-G5 5 0 SN

MIM 466  Ma. atropurpureum  MG-G6 5 0 SN -

MIM 444 M. pudica MG-G7 46 11 (Hysvclﬁi‘)‘/’fn]j;° ¢ P. tuberum
MIM 450 M. pudica MG-G8 1 9 (H%gls\giii,%({‘i]j:,o ¢ C. taiwanensis
MIM 474  Ma. atropurpureum  MG-G9 1 0 SN -

MIM 475  Ma. atropurpureum MG-G10 1 0 SN

MIM 470  Ma. atropurpureum MG-G11 1 0 SN -

MIM 463  Ma. atropurpureum MG-G12 2 0 SN

MIM 502 V. unguiculata MG-G13 1 0 SN -

MIM 468  Ma. atropurpureum MG-G14 1 0 SN

MIM 479 S. virgata MG-GI15 1 0 SN

Continua...
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MIM 484 S. virgata MG-G16 1 0 SN Az. Doebereinerae
MIM 313 M. pudica MG-G17 11 0 SN -

MIM 485 S. virgata MG-G17 * 0 SN -

MIM 473  Ma. atropurpureum MG-G18 1 4 (D) Pequeno/_Claro ¢ Rhizobium pisi

Escuto/Ativo
Parana

MIM 619 M. pudica PR-G1 2 12 (A) Pequeno/Claro/Ativo P. mimosarum
MIM 622 M. pudica PR-G2 14 SN -

MIM 633 M. pudica PR-G2 * SN -

MIM 631 M. pudica PR-G3 13 15 (B) Pequeno/Claro/Inativo -

MIM 647 M. pudica PR-G3 * 14 (B) Pequeno/Claro/Inativo -

MIM 626 M. pudica PR-G4 1 13 (A) Pequeno/Claro/Ativo P. mimosarum
MIM 646 M. pudica PR-G5 14 0 SN Enterobacter asburiae
MIM 650 M. pudica PR-G5 * 0 SN -

MIM 660 M. pudica PR-G5 * 0 SN -

MIM 648 M. pudica PR-G6 2 0 SN -

Rio de Janeiro ----------------------

MIM 146 M. pudica RJ-G1 16 0 SN -
MIM 430 M. pudica RJ-G2 1 21 (A) Pequeno/Claro/Ativo C. taiwanensis
MIM 255 Mimosa sp. RJ-G3 28 11 (E) Médio/Claro/Ativo P. mimosarum
MIM 139 M. pudica RJ-G4 1 20 (B) Pequeno/Claro/Inativo Rhizobium sp.
MIM 86 M. pudica RJ-G5 38 16 (B) Pequeno/Claro/Inativo P. mimosarum
MIM 327 M. pudica RJ-G6 10 (A) Pequeno/Claro/Ativo P. mimosarum
MIM 103 M. pudica RJ-G7 0 SN Ba. pumilus
MIM 330 M. pudica RJ-G8 2 9 © Peque}lr?;t(ii\l/zro/Ativo ¢ P. mimosarum
MIM 56 M. pudica RJ-G9 3 12 (A) Pequeno/Claro/Ativo C. taiwanensis
MIM 79 M. pudica RJ-G10 18 13 (E) Médio/Claro/Ativo C. taiwanensis
MIM 69 M. pudica RJ-G11 4 12 (A) Pequeno/Claro/Ativo C. necator
MIM 67 M. pudica RJ-G12 5 13 (E) Médio/Claro/Ativo C. taiwanensis
MIM 85 Mimosa sp. RJ-G13 2 0 SN -

MIM 251 Mimosa sp. RJ-G14 3 13 © Peque;lr:) ;S\l,er/AtiVO ¢ P. mimosarum
MIM 73 M. pudica RIJ-G15 2 (A) Pequeno/Claro/Ativo P. tuberum
MIM 10 M. pudica RIJ-G16 3 9 (B) Pequeno/Claro/inativo P. sabiae

MIM 283.1 Mimosa sp. RIJ-G17 3 16 (B) Pequeno/Claro/Inativo P. sabiae

MIM 137 M. pudica RJ-G18 3 0 SN -

MIM 270 Mimosa sp. RJ-G19 4 5 (E) Médio/Claro/Ativo -

MIM 37 Mimosa sp. RIJ-G20 14 23 (D) g:glizl;%icézro ¢ P. nodosa
MIM 51 Mimosa sp. RJ-G20 * 48 (D) E:g;ir/lz/ﬁc‘izm ¢ P. nodosa

MIM 506  Phaseolus vulgaris  RJ-G21 2 0 SN -

MIM 492 V. unguiculata RJ-G21 0 SN -

MIM 167 M. pudica RJ-G22 1 0 SN -

MIM 166  Sophora tomentosa  RJ-G23 1 0 SN -

Continua...
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MIM 84 Mimosa sp. RJ-G24 1 0 SN -
MIM 78 M. pudica RJ-G25 1 13 (E) Médio/Claro/Ativo R. multihospitium
MIM 263 Mimosa sp. RI-G26 3 9 © Peq“eﬁfz: t%z“’/ Ativo e -
MIM 145 M. pudica RIJ-G27 1 0 SN -
MIM 23 M. pudica RJ-G28 10 23 (A) Pequeno/Claro/Ativo P. phymatum
MIM 12 M. quadrivalvis RJ-G29 * 11 (A) Pequeno/Claro/Ativo -
MIM 14 M. pudica RJ-G29 12 17 (A) Pequeno/Claro/Ativo P. phymatum
MIM 27 M. pudica RJ-G30 4 11 (A) Pequeno/Claro/Ativo P. nodosa
MIM 29 M. pudica RJ-G31 7 15 (B) Pequeno/Claro/Inativo -
MIM 59 M. pudica RJ-G32 3 17 (E) Médio/Claro/Ativo C. taiwanensis
MIM 147 M. pudica RJ-G33 1 0 SN -
MIM 57 M. pudica RIJ-G34 3 14 SN Herb. aquacticum
MIM 260 Mimosa sp. RJ-G35 1 14 (F) Médio/Claro/Inativo P. mimosarum
MIM 83 Mimosa sp. RJ-G36 1 0 SN -
MIM 54 M. pudica RJ-G37 1 17 (Hys\gﬁi‘)‘/’fn]jg" ¢ C. necator
MIM 62 M. pudica RJ-G38 1 SN Labrys neptuniae
MIM 140 M. pudica RJ-G39 1 SN -
MIM 126 Mimosa sp. RJ-G40 1 SN -
MIM 127 Mimosa sp. RJ-G41 1 0 SN -
MIM 49 Mimosa sp. RJ-G42 1 16 SN Paeni. favisporus
MIM 52 Mimosa sp. RJ-G43 1 36 (D) g:g;zl/l%ic‘lfo ¢ P. nodosa
MIM 53 Mimosa sp. RJ-G44 1 31 (H%Ezgsf(‘)j’fn]j? ¢ P. nodosa
MIM 617 M. velloziana RJ-G45 2 15 (A) Pequeno/Claro/Ativo P. tuberum
MIM 618 M. velloziana RJ-G46 1 0 SN -
Sdo Paulo
MIM 331 M. pudica SP-G1 2 16 (E) Médio/Claro/Ativo C. taiwanensis
MIM 332 M. pudica SP-G1 * 12 (E) Médio/Claro/Ativo C. taiwanensis
MIM 333 M. pudica SP-G2 1 15 (B) Pequeno/Claro/Inativo P. phenoliruptrix
Roraima
MIM 347 Mimosa sp. RR-G1 1 9 (E) Médio/Claro/Ativo P. diazotrophica
MIM 339 Mimosa sp. RR-G2 2 9 (B) Pequeno/Claro/Inativo P. phenoliruptrix
MIM 338 Mimosa sp. RR-G3 1 11 (D) gjgif,‘}j;fvlf" ¢ P. phenoliruptrix
MIM 340 Mimosa sp. RR-G3 9 9 (D) g:glizr;%?‘:zm ¢ P. tuberum
MIM 345 M. pudica RR-G4 2 12 (I) Médio/Escuro/Ativo P. diazotrophica
MIM 175 M. pudica RR-G4 2 11 (I) Médio/Escuro/Ativo P. tuberum
MIM 180 M. pudica RR-G5 13 3 (J) Grande/Claro/Ativo R. mesoamericanum
MIM 185 M. pudica RR-G5 * 2 (J) Grande/Claro/Ativo R. mesoamericanum
MIM 170 M. pudica RR-G6 4 32 (A) Pequeno/Claro/Ativo C. taiwanensis
MIM 168 M. pudica RR-G6 * 24 (A) Pequeno/Claro/Ativo C. taiwanensis
MIM 179 M. pudica RR-G7 1 0 SN -
MIM 349 Mimosa sp. RR-G8 1 0 SN —

* NBR incluso em informagdes de outro representante do grupo.
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7.3. Anexo C — Marcadores Moleculares

Tabela 17. Protocolos de amplificagao dos marcadores moleculares utilizado na caracterizacao dos isolados.

Gene Primer Género alvo Sequéncia do primer (5° —3°) Reacao Clc.l oS de~ Literatura
amplificacdo
Fingerprinting
5 Tampio: 1X; MgCI2: 1,75mM; 1o 5%%"60 Hunoria ot
ox- BoxARI Todos CTACGGCAAGGCGACGCTGACG dNTP 0,3uM; Primers: 1pM; $ 79w DU Sec ungria @
PCR T L+ 1U/uL T2:53°60 sec al. (2008)
aq poL.: 14/u T3: 65°C, 480 sec
Gene Ribossomal
16S < 30x
T :1X; MgCl2: 1,75mM; .
RNA 27F Todos AGAGTTTGATCMTGGCTCAG ampao gC m T1: 94°C. 60 sec Weisburg et
dNTP 0,3uM; Primers: 1uM; <T2-53°C 120 sec> al. (1991)
1492 R GGTTACCTTGTTACGACTT Taq pol.: 1U/uL T3: 72°C. 120 sec
Gene housekeeping
recA  BurkrecAF  Paraburkholderia GATCGARAAGCAGTTCGGCAA Tampao: 1X; MgCl2: 1,75 mM; T1:94°C,30sec\ .y il
dNTP 0,2 uM; Primers: 0,8 uM; | 35x| T2:55°C, 30 sec 2012 '
Burk recA R TTGTCCTGCCCTGRCCGAT Taq pol.: 1,25 U/puL T3: 72°C, 30sec (2012)
Cupri recA F Cupriavidus CAGATYGAGAAGCAGTTTGGCAA Tampéo: 1X; MgCl2: 1,75 mM; T1: 94°C, 60 sec Andrus et
dNTP 0,2 uM; Primers: 0,8 uM; | 35x| T2:53°C, 45 sec 1 (2012
CuprirecA R TCGATGATYTCACCCTGGCG Taq pol.: 1,25 U/uL T3:72°C, 60 sec al. (2012)
ALF Rhizobium TTCGGCAAGGGMTCGRTSATG [ Tampdo: 1X; MgCl2: 1,75 mM; T1:95°C 45 sec /1 oca et
dNTP 0,2 uM; Primers: 0,8 uM; | 35x| T2:56°C, 60 sec 1 (2005
640 R ACATSACRCCGATCTTCATGC Taq pol.: 1,25 U/uL T3:72°C,90 sec/ 2 (209
Gene Simbionticos
nodC nodCBurk2 ¥ Paraburkholderia ACTSATACTYAACGTMGAYTC Tampao: 1X; MgCl2: 1,75 mM; 35x
. T1:95°C, 30 sec Bontemps et
dNTP 0,2 uM; Primers: 0,8 uM; ( T3 2300 30 co ) oL 010)
dCBurk2 R GMRAAYCCRAGAAATCGAAG : - : :
oI Taq pol.: 1,25 U/uL T3: 72°C, 120 sec
Continua...
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nodC

nocCCtail231
R

540 F
1160 R
nifH Burk nifH F
Burk nifH R
nhcf3
nhcr4
nifH F
nifH R
Pol F

PolR

nocCCtai468 F

Cupriavidus

Rhizobium

Paraburkholderia

Cupriavidus

Rhizobium

Todos

TGATYGAYATGGARTAYTGGCT
CGYGACARCCARTCGCTRTTG

TGATYGAYATGGARTAYTGGCT
CGYGACARCCARTCGCTRTTG
CGCNWTYTACGNAARGGNGG

GNKCRTAYTSGATNACNGTCAT
AAGTCGACTACCTCGCAGAACAC
CCTTCGCTCGTTACAGATCAAC

CGCIWTYTACGGIAARGGIGG
GGIKCRTAYTSGATIACIGTCAT
TGCGAYCCSAARGCBGACTC
ATSGCCATCATYTCRCCGGA

Tampao: 1X; MgCl2: 1,75 mM;
dNTP 0,2 uM; Primers: 0,8 uM;
Taq pol.: 1,25 U/pL

Tampao: 1X; MgCl2: 1,75 mM;
dNTP 0,2 uM; Primers: 0,8 uM;
Taq pol.: 1,25 U/uL

Tampao: 1X; MgCl2: 1,75 mM;
dNTP 0,2 uM; Primers: 0,8 uM;
Taq pol.: 1,25 U/puL

Tampao: 1X; MgCl2: 1,75 mM;
dNTP 0,2 uM; Primers: 0,8 uM;
Taq pol.: 1,25 U/uL

Tampao: 1X; MgClI2: 3 mM;
dNTP 0,2 uM; Primers: 1 uM;
Taq pol.: 2,5U/uL
Tampao: 1X; MgClI2: 3 mM;
dNTP 0,2 uM; Primers: 1 uM;
Taq pol.:2,5U/pL

35x
T1:95°C, 60 sec
( T2:50°C, 60 sec )

T3:72°C,120 sec

T1:94°C, 30 sec
35x| T2:50°C, 30 sec

T3:72°C, 45 sec
35x
T1:95°C, 60 sec
(TZ: 50°C,120 sec)
T3:72°C,120 sec
40x

T1:94°C, 60 sec
<T2: 50°C,120 sec)

T3:72°C,120 sec
T1:94°C, 45 sec
35x| T2: 50°C, 60 sec
T3:72°C, 60 sec

T1:94°C, 45 sec
35x| T2: 50°C, 60 sec
T3:72°C, 60 sec

)
)

Mishra et al.
(2012)

Mishra et al.
(2012)

Chen et al.
(2005)

Adam et al.
(2007)

Chen et al.
(2005)

Poly et al.
(2001)

*T1, T2 e T3 referem-se as etapas de desnaturagdo, anelamento extensdo dos fragmentos de DNA, respectivamente.
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7.4. Anexo D — Estudo Taxonomico

Tabela 18. Numero de acesso das sequéncias utilizadas no estudo taxondmico das bactérias isoladas de nodulos de mimosas do Brasil.

Numero de referéncia

Isolado Estado pH do solo  Planta hospedeira BLASTn (16S rRNA)
16S rRNA recA nodC nifH
Isolados Noduliferos
MIM 185 RR 5,73 M. pudica R. mesoamericanum (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 139 RJ 6,85 M. pudica Rhizobium sp. (Submetido) (Submetido) - (Submetido)
MIM 373 DF - M. pudica R. altiplani sp nov. (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 180 RR 5,73 M. pudica R. mesoamericanum (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 78 RJ 6,85 M. pudica R. multihospitium (Submetido) (Submetido) - (Submetido)
MIM 473 MG 5,6 Planta isca R. pisi (Submetido) (Submetido) - (Submetido)
MIM 209 (A) CE 5,57 M. pudica R. multihospitium (Submetido) (Submetido) - (Submetido)
MIM 542 DF 7,75 M. pudica R. altiplani sp nov. KX022638 KX022648 KX022678 KX022685
MIM 357 DF - M. pudica R. altiplani sp nov (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 525 DF 7,75 M. pudica R. altiplani sp nov. KX022634 KX022644 KX022674 KX022684
MIM 571 DF 7,75 M. pudica R. altiplani sp nov. KX022643 KX022653 KX022683 KX022686
MIM 540 DF 5,45 M. pudica R. altiplani - - - -
MIM 332 SP 7,7 M. pudica C. taiwanensis (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 331 SP 7,7 M. pudica C. taiwanensis (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 170 RR 5,73 M. pudica C. taiwanensis (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 168 RR 5,73 M. pudica C. taiwanensis (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 450 MG 5,6 M. pudica C. taiwanensis (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 67 RJ 6,85 M. pudica C. taiwanensis (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
Continua...
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MIM 430 RJ 6,85 M. pudica C. taiwanensis (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 79 RJ 6,85 M. pudica C. taiwanensis (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 59 RJ 6,85 M. pudica C. taiwanensis (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 56 RJ 6,85 M. pudica C. taiwanensis (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 155 al CE 5,57 M. pudica C. taiwanensis (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 192 b2 CE 5,57 M. tenuiflora C. taiwanensis (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 188 b CE 5,57 M. tenuiflora C. taiwanensis (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 190 a CE 5,57 M. tenuiflora C. taiwanensis (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 213 ¢ CE 5,57 M. tenuiflora C. taiwanensis (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 224 a CE 5,57 M. pudica C. taiwanensis (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 149 ¢ CE 5,57 M. tenuiflora C. taiwanensis (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 223 b CE 5,57 M. pudica C. taiwanensis (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 157 b ES 6,68 Mimosa sp. C. taiwanensis (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 156 ES 6,68 Mimosa sp. C. taiwanensis (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 69 RJ 6,85 M. pudica C. necator (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 54 RJ 6,85 M. pudica C. necator (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 86 RJ 4,9 M. pudica P. mimosarum (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 330 RJ 4,88 M. pudica P. mimosarum (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 327 RJ 4,88 M. pudica P. mimosarum (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 260 RJ 5,47 Mimosa sp. P. mimosarum (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 255 RJ 5,47 Mimosa sp. P. mimosarum (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 251 RJ 5,47 Mimosa sp. P. mimosarum (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 619 PR 5,5 M. pudica P. mimosarum - (Submetido) - -
Continua...

141



MIM 626 PR 5,5 M. pudica P. mimosarum (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 316 ES 6,08 M. pudica P. mimosarum (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 763 GO ND M. radula P. mimosarum (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 53 RJ 5,7 Mimosa sp. P. nodosa (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 52 RJ 5,7 Mimosa sp. P. nodosa (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 51 RJ 5,7 Mimosa sp. P. nodosa (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 37 RJ 5,7 Mimosa sp. P. nodosa (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 27 RJ 5,7 M. pudica P. nodosa (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 614 BA 5,84 M. pudica P. nodosa (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 730 GO ND M. speciosissima P. nodosa (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 734 GO ND M. speciosissima P. nodosa (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 735 GO ND M. speciosissima P. nodosa (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 761 GO ND M. radula P. nodosa (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 759 GO ND M. radula P. nodosa (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 608 BA 5,84 M. tenuiflora P. nodosa (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 73 RJ 6,85 M. pudica P. tuberum (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 444 MG 5,64 M. pudica P. tuberum (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 407 GO 5,59 M. candollei P. tuberum (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 739 GO ND M. pyrinea P. tuberum (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 748 GO ND M. macrocephala P. tuberum (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 753 GO ND M. somnians P. tuberum (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 749 GO ND M. macrocephala P. tuberum (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 741 GO ND M. pyrinea P. tuberum (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 736 GO ND M. gracilis P. tuberum (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
Continua...
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MIM 340 RR 4,96 Mimosa sp. P. tuberum (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 175 RR 5,73 M. pudica P. tuberum (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 512 BA ND M. pudica P. tuberum (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 417 DF 4,85 Mimosa setosa P. tuberum (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 589 BA 5,86 M. pudica P. tuberum (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 594 BA 5,86 M. pudica P. tuberum (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 617 RJ ND M. velloziana P. tuberum (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 588 BA 5,87 M. pudica P. tuberum (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 425 DF 5,19 M. pudica P. tuberum (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 745 GO ND M. pyrinea P. tuberum (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 382 DF 5,19 M. pudica P. tuberum (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 333 Sp 7,7 M. pudica P. phenoliruptrix (Submetido) (Submetido) - (Submetido)
MIM 339 RR 4,96 Mimosa sp. P. phenoliruptrix (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 326 ES 6,08 M. candollei P. phenoliruptrix (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 528 DF 7,75 M. pudica P. phenoliruptrix (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 338 RR 4,96 Mimosa sp. P. phenoliruptrix (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 323 ES 6,08 M. candollei P. diazotrophica (Submetido) (Submetido) - (Submetido)
MIM 200 (B) CE 5,35 M. pudica P. diazotrophica (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 148 c2 CE 5,57 M. tenuiflora P. diazotrophica (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 378.1 DF 4,97 M. candollei P. diazotrophica (Submetido) (Submetido) - (Submetido)
MIM 345 RR 4,96 Mimosa sp. P. diazotrophica (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 200.1 CE 5,35 M. pudica P. diazotrophica (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 212 CE 5,35 M. tenuiflora P. diazotrophica (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
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MIM 238 b CE 5,35 M. pudica P. diazotrophica (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 509 BA 5,87 M. pudica P. diazotrophica (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 510 BA 5,87 M. pudica P. diazotrophica (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 508 BA 5,87 M. pudica P. diazotrophica (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 347 RR 4,96 Mimosa sp. P. diazotrophica (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 23 RJ 5,7 Mimosa sp. P. phymatum (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 511 BA 5,87 M. pudica P. phymatum (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 14 RJ 5,7 M. quadrivalvis P. phymatum (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)

MIM 283.1 RJ 5,47 Mimosa sp. P. sabiae (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)
MIM 688 BA 6,87 M. polydactyla - - - — -
MIM 10 RJ ND M. pudica P. sabiae (Submetido) (Submetido) (Submetido) (Submetido)

Isolados ndo-noduliferos
MIM 573 BA 6,92 Mimosa sp. Cupriavidus gilardii (Submetido) - - -
MIM 584 BA 6,92 M. pudica Cupriavidus gilardii (Submetido) - - -
MIM 404 GO 4,8 M. setosa Ps. intermedius (Submetido) - - -
MIM 501 MG 5,60 Vigna unguiculata Brady.. elkanii (Submetido) - — -
MIM 484 MG 5,60 Sesbania virgata Azorhi.. doebereinerae - - - -
MIM 737 GO ND M. gracilis Burkholderia latens - - - -

MIM 221.1 CE 5,57 M. pudica Dyella sp. - - — -
MIM 646 PR 4,9 M. pudica Enterobacter sp. - - — -
MIM 57 RJ ND M. pudica Herbaspirillum sp. - - - -
MIM 62 RJ ND M. pudica Labrys sp. - — — —

Continua...
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MIM 585 BA ND M. pudica Lysinibacillus sphaericus - - — -
MIM 582 BA ND M. pudica Lysinibacteria fusiformis - - - -
MIM 574 BA ND M. pudica Lysini. macroides - - - -
MIM 144 CE 5,35 M. pudica Bacillus sp. - - - -
MIM 103 RJ 4,9 M. pudica Bacillus sp. - - - -
MIM 49 RJ ND Mimosa sp. Paenibacillus sp. — - — -
MIM 165b CE 5,35 Mimosa sp. Paenibacillus sp. — - — -
MIM 129B CE 5,35 Mimosa sp. Pseudomonas alcaligenes - - — -
MIM 553 DF 5,73 M. pudica Sphing. endophytica - - - -
MIM 743 GO ND M. pyrinea Steno.maltophilia - - — -
MIM 225B CE ND M. pudica Steno.maltophilia - - - -
MIM 719 GO ND M. speciosissima Steno. maltophilia - - - -
———————— Estirpes de referéncia/ Estirpes de outros estudos --------
CCGE501" Meéxico Lopéz-Lopés et al. (2012) R. mesoamericanum JF424606 JF424620 JN021931 IN021929
STM 3625 Guiana Francesa Mishra et al. (2012) R. mesoamericanum FN908411 FR865167 FR853109 FN908430
CCGE502" Meéxico Lopéz-Lopés et al. (2012) R. grahamii JF424608 JF424622 JN021932 JN021930
CIAT899" - van Berkum et al. (1998) R. tropici U89832 EU488815 JN580681 JX863573
CCBAU85039" China R. tibeticum NR116254 HQ735075 FNXB01000073 EU407189
CFN42" - van Berkum et al. (1996) R. etli U28916 CP000133 U80928 NC004041
DSM30132" - Ramirez-Bahena et al. (2008) R. pisi AY509899 EF113134 HQ394248 HQ394248
CCBAUS3401" China Han et al. (2008) R. multihospitium EF035074 EF490029 EF050781 EF490070
LMG 8453 " Estados Unidos Balkwill (1999) C. necator AF191737 AF312928 - -
UFLAO02-71 Brasil Silva et al. (2012) C. necator HQ684034 - HQ684066 HQ684060
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UFLAO01-669 Brasil Silva et al. (2012) C. necator HQ684033 - HQ684065 HQ684059
UYPR2.55 Uruguai Taule et al. (2012) C. necator JF683702 - HQ684062 JF683709
UYPR2.512 Uruguai Taule et al. (2012) C. necator JF683703 KB903159 KB903211 KB902882
UYMSI13B Uruguai Platero et al. (2016) C. necator KP733700 KT198756 — KP733707

LMG 19424" Taiwan Chen et al. (2001) C. taiwanensis AF300324 CU633749 AJ505303 AJ505320

STM6018 Guiana Francesa Mishra et al. (2012) C. taiwanensis FN908410 FR669122 FR853112 FN908429
Mapud10.1 Costa Rica Barrett et al. (2006) C. taiwanensis AY691392 HM145811 KP135647 EF374081

Tpig.6A Costa Rica Barrett et al. (2006) C. taiwanensis AY691391 HM145813 KP135663 EF374078
SWF65028 China Liu et al. (2012) C. taiwanensis GU045471 - - HQ896498

UYMMO2A Uruguai Platero et al. (2016) C. pinatubonensis KP733704. KT198755 — KP733706

STM 678" Guiana Francesa Moulin et al. (2001) P. tuberum AJ302311 HQ849162 AJ306730 AJ302315

STM3649 Guiana Francesa Mishra et al. (2012) P. tuberum FN908403 FR669125 FR853110 FN908425
JPY4381 Brasil Bontemps et al. (2010) P. tuberum FN543764 FN543907 FN543625 FN544043
BR3437" Brasil Chen et al. (2007) P. nodosa NR043181 EU294398 — -
BRUESCY%47 Brasil Silva et al. (2015) P. nodosa KT390930 KT390889 KT390848 KT390807
JPY294 Brasil Bontemps et al. (2010) P. nodosa FN543688 FN543831 FN543550 FN543971
STM7353 Brasil Bournaud et al.(2013) P. nodosa - - HF536767 HF536761
PAS44" Taiwan Chen et al. (2006) P. mimosarum NR043167 EU294396 EU386155 AY883420
JPY321 Brasil Bontemps et al. (2010) P. mimosarum FN543702 FN543845 FN543566 FN543985
STM3621 Guiana Francesa Mishra et al. (2012) P. mimosarum FN908408 FR669124 FR853108 FN908428
JPY4617T Brasil Bontemps et al. (2010) P. diazotrophica FN543755 FN543898 FN543616 FN544034
STM4206 Guiana Francesa Mishra et al. (2012) P. diazotrophica FN908402 FR669126 FR853111 FN908424
STM815" Venezuela Vandamme et al. (2002) P. phymatum NR074668 AY 619667 NC010627 AJ505319
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/HF536767.1

BR3407"
BRUES(C861
AC1100"
BR3459a
MWAPG64"
JPY268
JPY585

Brasil
Brasil
Brasil
Caribe
Brasil
Brasil

Chen et al. (2005a)
Silva et al. (2015)
Coenye et al. (2004)
Cunha et al. (2012)
Achouak et al. (1999)
Bontemps et al. (2010)
Bontemps et al. (2010)

P. sabiae
P. sabiae
P. phenoliruptrix
P. phenoliruptrix
P. caribensis
Paraburkholderia sp.
Paraburkholderia sp.

AY533862
KT390907
AY435213
NR026462
FN543672
FN543776

EU294397 -
KT390866  KT390825
HQ398589 -

- NC018696
HQ398576 =
FN543815 FN543534
FN543919 FN543634

AY533867
KT390784

CP003865

FN543955
FN544054

7.5. Anexo E — Capacidade de Oxidacao de Fontes de Carbono

Tabela 19. Capacidade de estirpes de Rhizobium altiplani, R. grahamii e R. mesoamericanum oxidar fontes de carbono isoladas em microplacas
Biolog GN2. Resultados obtidos a partir dos valores médios de trés repeti¢des apds 72h de incubacdo a 28°C (+ = Reagdo positiva; F =
Reacao fraca; — = Reagdo negativo). As categorias de fontes de carbono estdo dispostas de acordo com Garland & Mills (1991). 1 = BR
10423"; 2 = BR 10424; 3 = BR 10427; 4 = BR 10432; 5= CCGE 501"; 6 = CCGE 502",

Carboidratos 1 2 3 4 56 Acido Carboxilico 1 2 3 45 6 Amino acidos 1 2 3 4 5 6
N-Acetil-D-galactosamina  + + + + — + Acido Acético - - - - - = D-Alanina - - - - - -
N-Acetil-D-glucosamina + + + + + + Acido cis-Aconico + + + + + - L-Alanina - - - - - F
Adonitol + + + + + + Acido Citrico - - - - + - L-Alanil-glicina - F - - - -
L-Arabinose + + + + + + Acido Férmico - F - - + - L-Asparagina F F F + - -
D-Arabitol + + + + + + Acido Lactona D-Galactonicoe - — — — - Acido L-Aspartico F FF + F -
D-Cellobiose + + + 4+ 4+ + Acido D-Galacturénico - - - - - Acido L-Glutamico + + + + F F
i-Eritritol - - - - - + Acido D-Glucénico - - - - - - Acido Glicil-L-aspartico - - - - - -
D-Frutose + + 4+ + + + Acido D-Glucosaminico - - - -+ - Acido Glicil-L-glutamico - - - F — -
L-Fucose + + + + + + Acido D-Glucurénico - - - - - - L-Histidina + + + + + +
D-Galactose + + + + + + Acido a-Hidroxibutirico - - - - = - Hidroxi-L-prolina + + + + + +
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Gentiobiose + + 4+ + + + Acido B-Hidroxibutirico - - - - - - L-Leucina - - - -
a-D-Glucose + o+ o+ o+ Acido -Hidroxibutirico - - - - - - L-Ornitina + + o+ +
m-Inositol + 4+ + + + o+ Acido p-Hidroxifenilacético - - - - - - L-Fenilalanina - - - -
o —D-Lactose + + + + + + Acido itaconico - - - - - - L-Prolina + + + +
Lactulose + 4+ + + + o+ Acido a-Cetobutirico - - - - - - Acido L-Piroglutamico - - - -
Maltose + + + + + + Acido a-cetoglutarico - - - - - - D-Serina - - - -
D-Manitol + 4+ + + + + Acido a-Cetovalérico - - - - - - L-Serina - - - —
D-Manose + + 4+ + + + Acido D.L-lactico F F F + - F L-Treonina - - - -
D-Melibiose + 4+ o+ o+ o+ Acido Malénico - - - - - - D.L-Carnitina - - - -
B-Metil-D-Glucoside F F F F + + Acido propiénico - - - - - - Acido y-Aminobutirico F F F -
D-Psicose + + + + + + Acido quinico F F - F + — Acido Urocanico + + o+ +
D-Rafinose + + + + + + Acido D-Sacérico - - - - - - Inosina — - - -
L-Rhamnose + 4+ o+ o+ o+ Acido Sebacico - - - - - Uridina - - - -
D-Sorbitol + + + + + + Acido Succinico + + + + + + Timidina — - - -
Sacarose + + + + + + Alcool 2 3 45 6 Amidas 1 3 4 6
D-Trealose + + + + + + 2,3-Butanodiol - - - - - - Acido succindmico - - - -
Turanose + + + + + + Glicerol + + + + + + Glucuronamida - - - -
Xilitol F + F + - + Esteres 1 2 3 4 5 6 L-Alaninamida - F F —
Polimeros 1 2 3 4 56 Metil piruvato + + + + - F Aminas 1 3 4 6
a-Ciclodextrina - - - - - = Mono-Metil-Succinato F F F F - F Feniletilamina — - - -
Dextrina F F F F - + Quimicos fosforilados 1 2 3 4 5 6 Putrescine - - - -
Glicogeno - - - - - - D.L-a-Glicerol fosfato - - - - - = 2-Aminoetanol — - - -
Tween 40 - - - - - - [ -Glucose-1-fosfato - - - - - = Quimicos bromados 1 3 4 6
Tween 80 - - - - - = D-Glucose-6-fosfato - - - - - - Acido succinico bromo +
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7.6. Anexo F — Acidos Graxos

Tabela 20. Comparacdo dos perfis de acidos graxos entre estirpes de Rhizobium altiplani
estirpes tipo de R. mesoamericanum (CCGE 501") e R. grahamii CCGE 5027).

Acidos eraxos BR BR BR BR CCGE CCGE
g 104237 10424 10427 10432 501" 502"
16:00 6,67 6,46 5,78 6,08 4,08 5,99
15:0 20H 2,26 1,4 1,23 1,28 2,15 1,87
17:0 ciclo - - - - - 0,78
16:0 30H 2,12 2,02 1,84 1,95 - 2,29
18:00 10,19 9,61 10,14 9,82 11,17 6,4
19:0 ciclo w8¢ 20,76 1329 13,17 12,25 16,75 29,75
18:0 30H 3,89 2,95 3,06 3,1 3,61 3,85
Summed Feature 2 (14:0 30H/16:1 iso T) 5,14 5,06 4,9 5,06 4,46 4,56

Summed Feature 8 (18:1 w7c/18:1 6¢) 48,97 59,21 59,88 60,46 57,79 44,51

7.7. Anexo G — Sensibilidade a Antibioticos

Tabela 21. Comparacao dos perfis de sensibilidade a antibiticos entre estirpes de Rhizobium
altiplani estirpes tipo de R. mesoamericanum (CCGE501") e R. grahamii CCGE502").

BR CCGE CCGE
104237 BR 10424 BR 10427 BR 10432 501" 502"

Kanamicina (30 mg) - - — - - _

Antibioticos

Ampicilina (10 mg) - — - — _ +
Ampicilina (25 mg) - - - - - +

Streptomicina (10 mg) - - - - _
Streptomicina (25 mg) - - - - - _
Eritromicina (15 mg)
Eritromicina (30 mg)
Gentamicina (10 mg) - - - - _ —
Gentamicina (30 mg) - - - - - _
Rifampicina (5 mg) - — - - - _
Rifampicina (30 mg) - - - - - _
Clorofenicol (30 mg) — — - — — _
Clorofenicol (50 mg) - - - - - _
Tetraciclina (10 mg) - - — - _ _
Tetraciclina (30 mg) - - — - - —
Troleadomicina + + + +
Rifamicina SV + + + + NT NT
Minociclina — - — - NT NT
Lincomicina 1 + + + + NT NT
Vancomicina + - + - NT NT

+ = Reagdo positiva; — = Reag@o negativa; NT = Nao testado; ( T ) Antibioticos testados em a partir das placas
de Biolog GenlIl. Concentragdes nao informada pelo fabricante.

+ o+
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7.8. Anexo H — Atividade Enzimatica

Tabela 22. Comparacdo dos perfis de atividade enzimatica entre estirpes de Rhizobium
altiplani estirpes tipo de R. mesoamericanum (CCGE 501") e R. grahamii CCGE 502").

Reacio/Enzima BR . BR BR BR CCGTE CCGTE
10423 10424 10427 10432 501 502
Nitrato redutase — — — — _ +
Nitrito redutase - - - - — +
Produgéo de Indol — — - - _ _
Fermentacdo de Glicose - - - - _ _
Arginina Di-hidrolase - - — — _ _
Uréase + + + + + +
B-glucosidase + + + + i n
Protease — — — — — _
B-galactosidase + - + + + +
Catalase + + + + + _
Oxidase - - - - _ +

+ = Reacdo positiva; — = Rea¢@o negativa.
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7.9. Anexo I — Caracterizacao Molecular

Tabela 23. Protocolos utilizados para a caracterizagdo molecular das estirpes de Rhizobium altiplani.

Gene Primer Sequéncia do primer (5’ —3’) Reacio Ciclos de amplificacao*
Gene Ribossomal
16S rRNA 27F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG Tampdo: 1X; MgCl2: 1,75mM; T1: 94°C, 1 min
dNTP 0,3uM; Primers: 1uM; 30x [ T2:53°C, 2 min
1492 R GGTTACCTTGTTACGACTT Taq pol.: 1U/uL T3: 72°C, 8 min
Genes Housekeeping
recA 41 F TTCGGCAAGGGMTCGRTSATG
640 R ACATSACRCCGATCTTCATGC
T1: 94°C, 1 min
2B gyrB343 F TTCGACCAGAAYTCCTAYAAGG 35x <T2: 60°C, 2 min)
50: 1X: . . T3:72°C, 2 min
gyrB1043 R AGCTTGTCCTTSGTCTGCG Tampao: 1X; MgCI2: 1,75 mM;
dNTP 0,2 uM; Primers: 0,8 uM; B
rpoB rpoB83 F CCTSATCGAGGTTCACAGAAGGC Taq pol.: 1,25 U/uL po

T1: 94°C, 1 min
rpoB1061 R AGCGTGTTGCGGATATAGGCG 35x (TZ: 57°C,2 min)

T3:72°C, 2 min
ginll Tsglnll F AAGCTCGAGTACATCTGGCTCGACGG

Tsginll R SGAGCCGTTCCAGTCGGTGTCG

Genes Simbionticos

dNTP 0,2uM; Primers: 0,8uM; T2:50°C, 2 min
Taq pol.: 1,25 U/uL T3:72°C, 2 min

nifH nifH for CGCIWTYTACGGIAARGGIGG ( Tampdo: 1X; MgCI2: 3 mM; ) s (Tl: 94°C, 45 seC)
X

nodC 540 F TGATYGAYATGGARTAYTGGCT ( Tampao: 1X; MgCI2: 1,75mM; ) (Tl: 94°C, 1 min)
35x

1160 R CGYGACARCCARTCGCTRTTG

dNTP 0,2 uM; Primers: 1 uM; T2:50°C, 1 min
nifH ver GGIKCRTAYTSGATIACIGTCAT Taq pol.: 2,5 U/uL T3: 72°C, 1 min

*T1, T2 e T3 referem-se as etapas de desnaturagdo, aneclamento extensdo dos fragmentos de DNA, respectivamente.
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7.10. Anexo J — Genes no GenBank

Tabela 24. Numero de acesso no GenBank dos genes usados para a descri¢ao de Rhizobium altiplani.

Estirpes 16S rRNA recA ginIl rpoB nodC nifH
-------------- Rhizobium altiplani -----------

BR 104237 KX022634 KX022644 KX022654 KX022664 KX022674 KX022684

BR 10424 KX022635 KX022645 KX022655 KX022665 KX022675 -

BR 10425 KX022636 KX022646 KX022656 KX022666 KX022676 -

BR 10426 KX022637 KX022647 KX022657 KX022667 KX022677 -
BR 10427 KX022638 KX022648 KX022658 KX022668 KX022678 KX022685

BR 10428 KX022639 KX022649 KX022659 KX022669 KX022679 -

BR 10429 KX022640 KX022650 KX022660 KX022670 KX022680 -

BR 10430 KX022642 KX022651 KX022661 KX022671 KX022681 -

BR 10431 KX022642 KX022652 KX022662 KX022672 KX022682 -
BR 10432 KX022643 KX022653 KX022663 KX022673 KX022683 KX022686

--------- Estirpes Tipo de Rhizobium --------

Rhizobium grahamii CCGE 502" JF424608 JF424618 JF424622 AEYE02000009.1 IN021932 JN021930
Rhizobium mesoamericanum CCGE501" JF424606 JF424617 JF424620 KM491527 JN021931 JN021929
Rhizobium tibeticum LMG24453" NR116254 EU407190 HQ735075 - - EU407189

Rhizobium metallidurans ChimEc512" JX678769 - KF863912 — - -

Rhizobium cauense CCBAU 101002" NR 133049 JQ308332 JQ308335 KM491524 - -
Rhizobium sophoriradicis CCBAU 03470" KJ831225 KJ831237 KJ831248 — KJ831245 KM396547

Rhizobium binae BLR195" IN648932 - JN649058 - IN649012 -

Rhizobium bangladeshense BLR175" IN648931 IN648979 IN649057 — IN649011 -

Rhizobium lentis BLR27 " IN648905 IN648976 JN649031 - - -

Rhizobium phaseoli LMG 8819" EF141340 IN580716 EF113136 FJ392879 HM441255 -

Rhizobium pisi DSM 30132" AY509899 IN580715 EF113134 JQ795190 HQ394248 -
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/345099571?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/345099543?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AEYE02000009.1?report=fasta&from=5049&to=9188
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/349734008?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/349734004?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/JF424606.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/JF424620.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/770592000?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/349734006?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/349734002?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NR_116254.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/HQ735075.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EU407189.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/745624347?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/589229944?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/939733322?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/JQ308332
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/381147230?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/770591994?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/692349711?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/672918107?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/672918129?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/672918123?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/723007689?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/374279603?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/374279511?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/827101499?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/374279445?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/374279601?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/374279509?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/827101498?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/374279439?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/374279549?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/119444240?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/374282027?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/118767330?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/212292064?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/307090033?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AY509899
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/374282025?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EF113134.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/389648041?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/348549360?report=fasta

Rhizobium fabae CCBAU 332027
Rhizobium etli CFN 427
Rhizobium mesosinicum CCBAU 25010"
Rhizobium alamii GBV016"
Rhizobium sophorae CCBAU 03386 "
Rhizobium laguerreae FB206"
Rhizobium anhuiense CCBAU 232527
Rhizobium trifolii ATCC 14480"
Rhizobium endophyticum CCGE 2052"
Rhizobium tubonense CCBAU 85046"
Rhizobium sullae 1S123"
Rhizobium yanglingense SH22623"
Rhizobium leguminosarum LMG 14904"
Rhizobium loessense CCBAU 7190B"
Rhizobium gallicum R602sp"
Rhizobium mongolense USDA 1844
Rhizobium vallis CCBAU 65647"
Rhizobium indigoferae CCBAU 710427
Rhizobium jaguaris CCGE525"
Rhizobium mayense CCGE526"
Rhizobium calliandrae CCGE524"

Rhizobium leucaenae LMG 9517"
Rhizobium rhizogenes ATCC 113257

Rhizobium lusitanum P1-7"
Rhizobium azibense 23C2"

NR115872
U28916
NR043548
AM931436
KJ831229
NR118274
KF111868
AY509900
EU867317
NR116255
Y10170
NR028663
NR114989
NR115125
Ug6343
U89817
NR116835
NRO025157
JX855169
JX855172
JX855162

X67234

D14501
AY738130
IN624691

EF579935
CP000133

KJ831241
IN558671
JQ585847

JF424619
FJ816280
AY929462
EU155089
AF529015
AY929453
GU211771
IN580717

AF169583

KF206735
EF639841

EF579941
CP000133
EU120732
GU552971
KJ831252
IN558681
JQ585891
EF113135

HM 142767
EU288696
FI816279
AY907359

AMI182125
HQ735076
AY907357
HQ735071
GU211770
EF027965
TX855212
JX855195
JX855189

AJ294372

KF206819
DQ431674
JN624700

FJ392877
CP000133
GUS552995
GUS552994

KR183848

KM491525

KM491531
FJ816276

AM295352
CP006877
KM491528
KM491532
IN580755

IN580756

KF206907
FIg16277

IN580683
U80928
EU120728
KJ831243
KC608575
KF111957
FJ895269

FJ596038
AF217266
NG036832
GU211769

X98514

HM852098

NC004041

IN55869
JQ585800

AY929541
DQ450935
AF218126
AY929535
GU211767
IN580790
JX855222
JX855225
JX855219

NZ AUFB010000

50
AY945954

AY943644
IN624727
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/636559812?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/152143444?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/152143456?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/212292060?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/374281961?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/U28916
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP000133.1?report=fasta&from=2422674&to=2423762
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP000133.1?report=fasta&from=1754187&to=1758326
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/U80928.5?report=fasta&from=298093&to=299424
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_004041.2?report=fasta&from=323554&to=324447
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/343198736?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/157092519?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/290889142?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/157092513?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/169238261?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/290889094?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/290889140?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/692349714?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/672918115?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/672918137?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/672918119?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/645321266?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/343916530?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/343796705?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/500166972?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/357963322?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/812433557?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/386776449?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/386776537?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/837369787?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/571432630?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/386776375?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/40891555?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/118767328?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/227809543?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/215983439?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/345099578?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/HM142767
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/770591996?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/636560195?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/163960878?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/770592008?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/2292994?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/226348062?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/226348060?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/226348054?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/265678361?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/62959840?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/62548798?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/62959998?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/636558932?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/157786099?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/110002962?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/133918600?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/223006899?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/91785908?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/636559068?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/339777252?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/1839225?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/28558797?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/62548794?report=fasta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP006877.1?report=fasta&from=1567081&to=1571223
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/13810625?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/12004628?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/1895072?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/62959822?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/339777242?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/770592002?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/695262981?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/62959986?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/636560775?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/289064101?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GU211770.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/770592010?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/289064097?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/289064093?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/219857569?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/374282029?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/126797721?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/374282105?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/374282175?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/472440646?report=fasta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/472440712?report=fasta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/472440732?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/472440649?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/472440678?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/JX855225.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/472440639?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/472440666?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/472440706?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/472440726?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/46389639?report=fasta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/6636051?report=fasta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/9909926?report=fasta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/374282107?report=fasta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/X98514.1?report=fasta&from=1977&to=3335
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NZ_AUFB01000050.1?report=fasta&from=10915&to=11808
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NZ_AUFB01000050.1?report=fasta&from=10915&to=11808
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/464142?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/630367337?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/630367505?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/630367681?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/61661411?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/61102695?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/150024092?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/90193546?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/226348056?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/307566897?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/61741959?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/373502160?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/373502098?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/373502130?report=fasta

Rhizobium freirei PRF 81"
Rhizobium paranaense PRF 357
Rhizobium multihospitium CCBAU 834017
Rhizobium miluonense CCBAU 412517
Rhizobium subbaraonis JC85"
Rhizobium soli DS—42"
Rhizobium hainanense 166"
Rhizobium petrolearium SL—1"
Rhizobium huautlense LMG 18254"
Rhizobium tropici CIAT 899"
Rhizobium paknamense NBRC 109338"
Rhizobium vignae CCBAU 05176"
Rhizobium oryzae Alt 505"
Rhizobium halophytocola YC6881"
Rhizobium endolithicum JC140"
Rhizobium giardinii H152"
Rhizobium flavus YW 14"
Rhizobium fredii LMG 6217"
Rhizobium herbae CCBAU 830117
Rhizobium meliloti AM 126117
Rhizobium yantingense H66"
Rhizobium galegae ATCC 43677"
Rhizobium cellulosilyticum ALA10B2"
Rhizobium radiobacter IAM 12048"
Rhizobium rhizoryzae J3-AN59"

EU488742
EU488753
EF035074
EF061096
FR714938
EF363715
uU71078
EU556969
AF025852
U89832
AB733647
GU128881
EU056823
GU322905
HE&18072
U86344
KC904963
X67231
GU565534
D14509
KC934840
D11343
DQ855276
AB247615
EF649779

EU488789
EU488787
EF490040
HMO047120

GU72629%4
KF206740
EU488791
AB739027
GU128895

HQ174466
EU488778
KF931400
AF169591

EU513322
DQ767676
KM029982
KF206809
KF206734
KT365232

EU488827
EU488826
EF490029
HMO047131
HE572579
GQ260192
HMO047132
EU556970
AM182128
EU488815
AB739029
GU128902
FI712274
HQ174465
NZ KB902579
KF609368
AM182145
GU565549
AM182133
KM029983
KF206896
AM286427
KF206818
KF384476

NZ_AQHNO01000082
IN580754
KF206945

JN580753
EF217309
CP004015

KF278574

KM491526
NZ_KB902635
KF931402
AM295358

AM295384

KF206983

KF206906

EF050781
IN580680

DQ010039
IN580681

GU994072

EF209423

AY934876

FJ712276
AY688613
JX863573
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/519842536?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/193794993?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/193795059?report=fasta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NZ_AQHN01000082.1?report=fasta&from=8449&to=12591
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/193794931?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/193794989?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/193795058?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/157058288?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/158632187?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/158632165?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/374282103?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/132566498?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/158632247?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/117655433?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/299152186?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/299152208?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/630367757?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/374281955?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/319402113?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/339759301?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/125487085?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/254169586?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/164551530?report=fasta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/299152210?report=fasta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/374282101?report=fasta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/71841689?report=fasta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/61191855?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/325562114?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/171986642?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/223885874?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/2558997?report=fasta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/630367347?report=fasta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/110002968?report=fasta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/124491190?report=fasta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/51235274?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/1895079?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/193795042?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/374281957?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/480540462?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/394557582?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/399118334?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/399118338?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/268308909?report=fasta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/270311556?report=fasta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/268308916?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/156511281?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/223885870?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/340536385?report=fasta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/323444165?report=fasta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/323444164?report=fasta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/770591998?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/HE818072
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/2565135?report=fasta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/193794973?report=fasta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NZ_KB902579.1?report=fasta&from=402963&to=404054
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NZ_KB902635.1?report=fasta&from=9112&to=13251
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KC904963
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/576896713?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/559771269?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/576896717?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/110003002?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/133918612?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/295984365?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/291172937?report=fasta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/169657455?report=fasta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/291172963?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/464204?report=fasta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/110798487?report=fasta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/110002978?report=fasta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/124361300?report=fasta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/672351257?report=fasta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/672351259?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/464210?report=fasta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/630367485?report=fasta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/630367659?report=fasta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/630367833?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/110659549?report=fasta&to=2738
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/630367335?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/630367503?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/630367679?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/570699751?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/974708435?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/556549405?report=fasta

Rhizobium smilacinae PTYR-5"
Rhizobium rosettiformans W3"
Rhizobium daejeonense 161"
Rhizobium borbori DN316"
Rhizobium pseudoryzae J3-A127"
Rhizobium capsici CC-SKC2"
Rhizobium straminoryzae CC-LY845 "
Rhizobium sphaerophysae CCNWGS0238"
Rhizobium selenitireducens B1"
Rhizobium pusense NRCPB10"
Rhizobium larrymoorei ATCC 51759"
Rhizobium tarimense PL-41"
Rhizobium alkalisoli CCBAU 01393"
Rhizobium rubi ICMP"
Rhizobium nepotum LMG 26435"
Rhizobium undicola ORS 992"
Rhizobium lemnae L6-16"
Rhizobium skierniewicense Ch11"
Rhizobium vitis K309"
Rhizobium taibaishanense CCNWSX 0483"
Rhizobium mediterraneum LMG 17148"
Rhizobium oryzicola ZYY136"
Rhizobium populi K-38"
Rhizobium tianshanense A—1BS"
Rhizobium huakuii TFO 15243"
Rhizobium loti ATCC 33669"

KF551141
EU781656
AY341343
EF125187
DQ454123
HQ113369
KF444510

FJ154088
EF440185
FJ969841
730542
HM371420
EU074168
AY626395
FR870231
Y 17047

NR 126174

HQ823551
U45329
HM776997
AM181745
JX446583
KC609734
AF041447
D13431
D14514

KF738709

HM132108
AB685476

EU672475
BBJU01000003

AB746181

KF206804
AF169578

AF169579
AF169588
AF169581

KF738708
GU562963
GU559875
GQ289385
EU732539
KJ863428
KJ863426
GQ226006
GU559877
HQ166059

NZ KI912457
JF508523
EU672490
KF206814
HE646687
EF457952
AB746183
HE610311
FR847962
KF206891
AJ294369
IX443617
KF951420
EU249392
EU249391
EU039875

KM491529

HQ823557

LN876266

KM491530

FR871204
NZ_JADW01000049

KF206905
FR871201
NZ_JHXQ01000031
FR754367
AM295392
KF206978
AM295350
TX443618
GQ847885
FJ393283
FJ393277

EU872245
GQ167241

DQ450943
KC854806
DQ450939

GQ241353
AY428644

EU872238

NZ_JHXQO01000006

EU267716
KF939630
DQ450934

DQ450929
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/658384760?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/658384758?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/291042495?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/770592004?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/253317620?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/293629583?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/37993625?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/255689411?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/326649341?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/310871677?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/296802133?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/207080792?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/304650833?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/665512754?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/530722713?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/665512750?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/204324134?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/253509211?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/149207174?report=fasta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/359334438?report=fasta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/293629587?report=fasta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/770592006?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/300136779?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/306450640?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/341573658?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/773193?report=fasta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NZ_KI912457.1?report=fasta&from=16213&to=17301
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NZ_JADW01000049.1?report=fasta&from=14993&to=19132
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/386698479?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/353559538?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/155676113?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/189171114?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/189016811?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/195542105?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/195542089?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/51988934?report=fasta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/BBJU01000003.1?report=fasta&from=108578&to=109612
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/630367495?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/630367677?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/338221842?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/375339373?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/341573652?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/3387374?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/148840347?report=fasta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NZ_JHXQ01000031.1?report=fasta&from=6003&to=10142
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NZ_JHXQ01000006.1?report=fasta&from=131543&to=132436
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/699005305?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/403066814?report=fasta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/403066818?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/326649332?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/371782146?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/318066558?report=fasta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/U45329.1?report=fasta&from=986&to=2465
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/133918680?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/307563565?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/630367475?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/630367649?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/630367823?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/110002851?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/6636046?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/133918596?report=fasta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ167241.1?report=fasta&from=1448&to=2559
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/161137429?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/673539310?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/407830442?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/407830444?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/558623810?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/568604348?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/568604346?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/2801563?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/6636047?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/260748899?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/91785888?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/91785906?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/464209?report=fasta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/6636056?report=fasta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/160375126?report=fasta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/211998819?report=fasta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/514853043?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/464207?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/6636049?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/157931028?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/91785880?report=fasta

Rhizobium loti ATCC 33669" D14514 AF169581 EU039875 FJ393277 DQ450939 DQ450929
Rhizobium ciceri UPM—-Ca7" U07934 AF169580 AJ294367 - DQ407292 DQ450928
Rhizobium alvei TNR-22" HE649224 - - - - -
Rhizobium aggregatum IFAM 1003" NR 026115 - GU559874 KM491523 - -
Rhizobium ecuadorense CNPSO 671" JN129381 - NZLFIO01000381 NZ LFIO01001107 -
Rhizobium lupini DSM 30140" X87273 - KM114867 — - -
Rhizobium japonicum USDA 6" U69638 HQS587875 AM168341 AM295349 AB573867 HM047126

7.11. Anexo K — Similaridades de Estirpes

Tabela 25. Similaridade entre a estirpe tipo de Rhizobium altiplani (BR 10423") e outras estirpes tipo de espécies de Rhizobium baseadas em

sequéncias dos genes 16S rRNA, housekeeping e simbidnticos.

Estirpe

Similaridade com BR 10423 (%)

16S rRNA ginll recA rpoB nodC nifH
Outras estirpes de Rhizobium altiplani 0,99-1,00 0,99-1,00 0,99-1,00 0,99-1,00 0,99-1,00 0,99-1.00
Estirpes Tipo de Rhizobium
Rhizobium grahamii CCGE 502" 0,988 0,86 0,88 0,92 0,94 0,97
Rhizobium mesoamericanum CCGE 5017 0,987 0,91 0,88 0,92 1,00 0,99
Rhizobium tibeticum LMG24453" 0,987 0,90 0,88 - - 0,86
Rhizobium metallidurans ChimEc512" 0,985 - 0,88 - - -
Rhizobium cauense CCBAU 1010027 0,985 0,89 0,91 0,92 - -
Rhizobium sophoriradicis CCBAU 03470" 0,983 0,85 0,87 - 0,69 0,96
Rhizobium binae BLR195" 0,981 — 0,87 - 0,66 -
Rhizobium bangladeshense BLR175" 0,98 0,88 0,88 - 0,66 -
Rhizobium lentis BLR27 * 0,98 0,87 0,90 - - -
Rhizobium phaseoli LMG 8819" 0,98 0,86 0,89 0,85 0,69 -
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/464207?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/6636049?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/157931028?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/91785880?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/780370?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/6636048?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/9909734?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/90568477?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/91785894?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/HE649224
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NR_026115.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/293629581?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/770591992?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/357433405?report=fasta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NZ_LFIO01000381.1?report=fasta&from=353698&to=354786
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NZ_LFIO01001107.1?report=fasta&from=363149&to=367288
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/1165004?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/700259228?report=fasta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/U69638.3?report=fasta&from=1&to=1481
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/313671231?report=fasta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/146741034?report=fasta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/133918594?report=fasta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/321267402?report=fasta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/299152198?report=fasta

Rhizobium pisi DSM 301327
Rhizobium fabae CCBAU 332027
Rhizobium etli CFN 42"
Rhizobium mesosinicum CCBAU 25010"
Rhizobium alamii GBV016'
Rhizobium sophorae CCBAU 03386 "
Rhizobium laguerreae FB206"
Rhizobium anhuiense CCBAU 232527
Rhizobium trifolii ATCC 14480"
Rhizobium endophyticum CCGE 2052"
Rhizobium tubonense CCBAU 85046"
Rhizobium sullae 11237
Rhizobium yanglingense SH22623"
Rhizobium leguminosarum LMG 14904"
Rhizobium loessense CCBAU 7190B"
Rhizobium gallicum R602sp”
Rhizobium mongolense USDA 1844"
Rhizobium vallis CCBAU 65647"
Rhizobium indigoferae CCBAU 71042"
Rhizobium jaguaris CCGE525"
Rhizobium mayense CCGE526"
Rhizobium calliandrae CCGE524"
Rhizobium leucaenae LMG 9517"
Rhizobium rhizogenes ATCC 11325"

0,98
0,98
0,98
0,98
0,98
0,98
0,98
0,98
0,98
0,97
0,97
0,97
0,97
0,97
0,97
0,97
0,97
0,97
0,97
0,96
0,96
0,96
0,96
0,96

0,86
0,85
0,86

0,86
0,85
0,81

0,87

0,87
0,86
0,86

0,86
0,85
0,86
0,85

0,89
0,87

0,88
0,87
0,89
0,89
0,82
0,87
0,85
0,86
0,88
0,91
0,83
0,85
0,90
0,87
0,87
0,88
0,90
0,87
0,87
0,86
0,86
0,85
0,86
0,87

0,84
0,85
0,83
0,87
0,86

0,84

0,88
0,70
0,87

0,85

0,86
0,87
0,85
0,85

0,84
0,85

0,67
0,66
0,69
0,63

0,69
0,66
0,65
0,63

0,67

0,72
0,69
0,69
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Rhizobium lusitanum P1-7"

Rhizobium azibense 23C2"

Rhizobium freirei PRF 81"
Rhizobium paranaense PRF 35"

Rhizobium multihospitium CCBAU 834017

Rhizobium miluonense CCBAU 412517
Rhizobium subbaraonis JC85"
Rhizobium soli DS—42"
Rhizobium hainanense 166"
Rhizobium petrolearium SL—1"
Rhizobium huautlense LMG 18254"
Rhizobium tropici CIAT 899"
Rhizobium paknamense NBRC 109338"
Rhizobium vignae CCBAU 05176"
Rhizobium oryzae Alt 505"
Rhizobium halophytocola YC6881"
Rhizobium endolithicum JC140"
Rhizobium giardinii H152"
Rhizobium flavus YW14"
Rhizobium fredii LMG 6217"
Rhizobium herbae CCBAU 83011"
Rhizobium meliloti IAM 126117
Rhizobium yantingense H66"
Rhizobium galegae ATCC 43677"

0,96
0,96
0,96
0,96
0,96
0,96
0,96
0,96
0,96
0,96
0,96
0,96
0,96
0,96
0,95
0,95
0,95
0,95
0,95
0,95
0,95
0,95
0,95
0,95

0,86

0,88
0,87
0,88
0,87

0,88

0,87
0,87
0,87
0,86

0,86

0,87
0,85
0,83
0,83
0,80
0,84
0,84

0,85
0,89
0,87
0,88
0,86
0,86
0,83
0,90
0,87
0,87
0,87
0,88
0,86
0,85
0,83
0,86

0,85
0,81
0,81
0,85
0,81
0,86
0,86

0,84
0,85
0,85
0,84
0,85

0,51
0,83

0,88
0,83
0,80
0,84
0,81

0,82

0,86

0,69

0,69
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Rhizobium cellulosilyticum ALA10B2"
Rhizobium radiobacter IAM 12048"
Rhizobium rhizoryzae J3—-AN59"
Rhizobium smilacinae PTYR-5"
Rhizobium rosettiformans W3"
Rhizobium daejeonense L61"
Rhizobium borbori DN316"
Rhizobium pseudoryzae J3—-A127"
Rhizobium capsici CC—SKC2"
Rhizobium straminoryzae CC-LY845 "
Rhizobium sphaerophysae CCNWGS0238"
Rhizobium selenitireducens B1"
Rhizobium pusense NRCPB10"
Rhizobium larrymoorei ATCC 51759"
Rhizobium tarimense PL—41"
Rhizobium alkalisoli CCBAU 013937
Rhizobium rubi ICMP"
Rhizobium nepotum LMG 264357
Rhizobium undicola ORS 992"
Rhizobium lemnae L6-16"
Rhizobium skierniewicense Ch11"
Rhizobium vitis K309"
Rhizobium taibaishanense CCNWSX 0483"
Rhizobium mediterraneum LMG 17148"

0,95
0,95
0,95
0,95
0,95
0,94
0,94
0,94
0,94
0,94
0,94
0,94
0,94
0,94
0,94
0,94
0,94
0,94
0,94
0,94
0,94
0,94
0,94
0,94

0,88
0,85
0,84
0,87
0,87
0,85
0,82
0,87
0,86
0,86
0,82
0,88
0,88
0,85
0,81
0,87
0,83
0,86
0,85
0,84
0,83
0,79
0,84
0,84

0,85

0,85

0,84

0,82
0,86
0,85
0,86

0,83
0,86
0,09

0,81
0,83
0,85
0,75
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Rhizobium oryzicola ZYY136"
Rhizobium populi K-38"
Rhizobium tianshanense A—1BS"
Rhizobium huakuii IFO 15243"
Rhizobium loti ATCC 33669"
Rhizobium ciceri UPM—Ca7"
Rhizobium alvei TNR-22"
Rhizobium aggregatum IFAM 1003"
Rhizobium ecuadorense CNPSO 671"
Rhizobium lupini DSM 30140"
Rhizobium japonicum USDA 6"

0,94
0,93
0,93
0,93
0,93
0,93
0,93
0,93
0,92
0,89
0,89

0,86
0,85
0,84
0,84

0,84

0,89
0,86
0,80
0,83
0,85
0,83

0,86
0,88
0,77
0,77

0,85
0,77

0,77
0,77

0,87
0,84

0,74

0,73
0,67
0,69
0,67

0,67

0,87
0,92

0,92
0,88

0,78
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7.12. Anexo L — Gene recA

BR 104237 )
BR 10424
BR 10425
BR 10426
9 |BR 10427
BR 10428
BR 10429
- BR 10430
BR 10431
BR10432

> R. altiplani sp. nov.

Rhizobium cauense (CCBAU 101002T)

Rhizobium grahamii (CCGE 5027T)
S6 Rhizobium mesoamericanum (CCGE 5017)

Rhizobium endophyticum (CCGE 20527T)

r Rhizobium gallicum (R602spT)

] 91 |- Rhizobium vanglingense (SH22623T)

— Rhizobium mongolense (USDA 1929T7)

53 Rhizobium tibeticum (LMG 244537)

Rhizobium sullae (181237)

L Rhizobium etli (CFN 42T)

98 Rhizobium fabae (CCBAU 332027T)

Rhizobium pisi (DSM 30132T)

58 Rhizobium indigoferae (CCBAU 710427T)

Rhizobium phaseoli (ATCC 14482T)

Rhizobium vallis (CCBAU 656477T)

—
0.02

Figura 27. Filogenia Maximum-likehood baseada em sequéncias parciais do gene recA
mostrando a relacdo entre as estirpes de R. altiplani sp. nov. (em destaque negrito) e
outros membros mais proximos do género Rhizobium. A significancia de cada ramo esta
indicada pelos valores de bootstrap (<50%) calculado a partir de 1000 repeticdes. Barra
de escala, 2 substitui¢des por 100 posi¢des de nucleotideos. Os nimeros de acessos NCBI
das estirpes estdo listadas em anexo K.
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7.13. Anexo M — Gene gInIl

BR 104237 )
BR 10424
BR 10425
BR 10426
100 | BR 10427
BR 10428
BR 10429
BR 10430
BR 10431

BR 10432
Rhizobium mesoamericanum (CCGES5017)

Rhizobium tibeticum (CCBAU 850397)
Rhizobium cauense (CCBAU 101002T)
51 Rhizobium grahamii (CCGES02T)

74 Rhizobium mongolense (USDA 18447T)
99 F Rhizobium yanglingense (SH22623T)
98 Rhizobium gallicum (R602spT)

Rhizobium sullae (1S1237)
] Rhizobium endophyticum (CCGE2052T)
53 ——— Rhizobium etli (CFN 427)
ST Rhizobium phaseoli (ATCC14482T)
69 Rhizobium fabae (CCBAU 33202T)

Rhizobium pisi (DSM301327T)

Rhizobium indigoferae (CCBAU 71042T)
Rhizobium vallis (CCBAU 65647T)

> R. altiplani sp. nov.

86

——o
0.02

Figura 28. Filogenia Maximum-likehood baseada em sequéncias parciais do gene ginll
mostrando a relacdo entre as estirpes de R. altiplani sp. nov. (em destaque negrito) e
outros membros mais proximos do género Rhizobium. A significancia de cada ramo esta
indicada pelos valores de bootstrap (<50%) calculado a partir de 1000 repetigdes. Barra
de escala, 2 substitui¢des por 100 posi¢des de nucleotideos. Os nimeros de acessos NCBI
das estirpes estdo listadas em anexo J
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7.14. Anexo N — Gene rpoB

100 | BR 10428

BR 104237 )
BR 10424
BR 10425
BR 10426

R. altiplani sp. nov.
BR 10427 > P P

BR 10429
BR 10430
BR 10431
BR 10432 _/

Rhizobium cauense (CCBAU 1010027)

Rhizobium grahamii (CCGE 5027)

Rhizobium mesoamericanum (CCGES017T)
Rhizobium endophyticum (CCGE 20527T)

89

97

— Rhizobium gallicum (R602spT)

— Rhizobium mongolense (USDA 1844T)
Rhizobium sullae (181237)
67 —————— Rhizobium etli (CFN 427)
— Rhizobium phaseoli (LMG 88197)
(— Rhizobium vallis (CCBAU 656477)

56
56
100
67
—
0.02

100 L—ha’zobfum indigoferae (CCBAU 710427)

Rhizobium fabae (CCBAU 332027)
98— Rhizobium pisi (DSM 301327)

Figura 29. Filogenia Maximum-likehood baseada em sequéncias parciais do gene rpoB
mostrando a relacdo entre as estirpes de R. altiplani sp. nov. (em destaque negrito) e
outros membros mais proximos do género Rhizobium. A significancia de cada ramo esta
indicada pelos valores de bootstrap (<50%) calculado a partir de 1000 repeti¢des. Barra
de escala, 2 substitui¢des por 100 posi¢des de nucleotideos. Os nimeros de acessos NCBI
das estirpes estao listadas em anexo J.
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