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RESUMO

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) é capaz de estabelecer relacdes
simbidticas com rizébios, promovendo a fixa¢do biolégica do nitrogénio (FBN), além
da associagcao com bactérias capazes de promover o crescimento vegetal. A
caracterizacdo genética e morfofisiologica desses microrganismos se constitui numa
perspectiva capaz de contribuir para o incremento dos indices produtivos dessa
cultura. A identificacdo de combinag®fes eficientes entre bactérias e planta
hospedeira permite a producéo de inoculantes comerciais que visam a substituicao
eficaz dos fertilizantes quimicos. O objetivo desse trabalho foi realizar a
caracterizacdo morfofisioldégica, molecular e simbiética de bactérias presentes em
nodulos radiculares de P. vulgaris. Para isso, foram avaliados 28 isolados de plantas
cultivadas em campo e em casa de vegetacado, derivadas de materiais provenientes
dos centros de origem Andino e Mesoamericano. A classificagdo ao nivel de género
foi realizada por meio do sequenciamento parcial dos 16S rRNA, enquanto que a
identificacdo ao nivel de espécie foi obtida através do sequenciamento dos genes
housekeeping ginll, gyrB e recA, para os isolados pertencentes ao género
Rhizobium. Das bactérias analisadas, 10 foram classificadas como Rhizobium spp.,
e as demais foram distribuidas entre os géneros Bacillus, Brevundimonas,
Burkholderia, Enterobacter, Pseudomonas e Xanthomonas. N&o foi observada
colonizacéao preferencial de acordo com o centro de origem do feijoeiro. No entanto,
o sistema de cultivo interferiu na capacidade de nodulagao e colonizagéo dos
nddulos por diferentes bactérias. Entre os rizébios, R. miluonense foi predominante
em casa de vegetacao, enquanto que bactérias dos grupos de R. leguminosarum e
R. radiobacter prevaleceram em nédulos de plantas cultivadas em condi¢des de
campo. Considerando o grupo de R. leguminosarum, os isolados constituem uma
nova espécie, que deve ser descrita. Por outro lado, as linhagens de referéncia
utillizadas para R. radiobacter apresentaram resultados contrastantes na analise
filogenética, indicando espécies diferentes. Para os isolados néo classificados como
Rhizobium, foram realizados os testes para producédo de sideréforos e acido
indolacético (AlA), além da solubilizacdo de fosfato inorganico, a fim de avaliar a
capacidade de promocéo de crescimento vegetal. Dentre as 18 bactérias analisadas,
17 produziram sideréforos, apenas 6 solubilizaram fosfato e 10 produziram
quantidade significativa de AlA. A eficiéncia simbidtica do grupo dos rizébios foi
avaliada em plantas de feijoeiro, enquanto que as demais bactérias foram
coinoculadas com a linhagem padréo R. freirei PRF81", para verificar um possivel
sinergismo entre as mesmas. Em ambos 0s casos, o teor de nitrogénio nas plantas
aumentou significativamente em alguns tratamentos, indicando o efeito altamente
favoravel decorrente desta associacao. O isolado classificado como R. miluonense
LGMB73 apresentou a melhor eficiéncia simbibtica, superior ao inoculante comercial,
engquanto que a associacdo da linhagem padrdao com LGMB5 (Xanthomonas sp.),
LGMB67 (Pseudomonas sp2.), LGMB76 (Pseudomonas sp3.) e LGMB82
(Pseudomonas sp5.) mostrou-se favoravel na FBN, pelos indices de nitrogénio
superiores ao rizobio presente no inoculante comercial. Além disso, LGMB67 e
LGMB82 também apresentaram niveis de producdo de AlA que contribuiu
significativamente para o desenvolvimento vegetal.

Palavras-chave: feijoeiro comum. Rhizobium. Promocao de crescimento vegetal.
Sistemas de cultivo. Classificacdo molecular.



ABSTRACT

The common bean (Phaseolus vulgaris L.) is able to establish symbiotic relationships
with rhizobia, promoting biological nitrogen fixation (BNF), in addition to association
with bacteria that promote plant growth. Genetic and morphophysiological
characterization of these microorganisms constitutes a perspective that can
contribute to the yield increasing of this culture. Effective combinations detection of
host plant and bacteria permits the production of powerful inoculants, able to replace
chemical fertilizers. The aim of this work was perform the morphophysiological,
molecular and symbiotic characterization of bacteria present in root nodules of

P. vulgaris. In this view, we evaluated 28 isolates of plants grown in field and
greenhouse conditions, derived from materials from Andean and Mesoamerican
centers of origin. The classification at the genus level was performed by partial
sequencing of 16S rRNA, while the identification to species level was obtained by
sequencing of housekeeping genes ginll, gyrB and recA, for isolates belonging to the
genus Rhizobium. From analyzed bacteria, 10 were classified as Rhizobium spp.,
and the remaining were distributed among Bacillus, Brevundimonas, Burkholderia,
Enterobacter, Pseudomonas and Xanthomonas genera. Preferential colonization
according to the bean center of origin was not observed. However, the cropping
system affected the nodulation and colonization ability from different bacteria. Among
rhizobia, R. miluonense was predominant in the greenhouse, whereas bacteria from
groups of R. leguminosarum and R. radiobacter prevailed in nodules of plants grown
under field conditions. Considering the R. leguminosarum group, isolates represent a
new species, to be described, while reference strains used for R. radiobacter showed
contrasting results in the phylogenetic analysis, indicating different species. For the
non-rhizobia isolates, tests for production of siderophores and indole acetic acid
(IAA) were performed, in addition to inorganic phosphate solubilization, in order to
assess the ability of promoting plant growth. Among the 18 bacteria analyzed, 17
produced siderophores, only 6 solubilized phosphate and 10 produced significant
amount of IAA. The symbiotic effectiveness of rhizobia group was evaluated in bean
plants, while other bacteria were co-inoculated with standard strain R. freirei PRF81",
to verify a possible synergism between them. In both cases, the nitrogen content in
plants increased significantly in some treatments, indicating highly favorable effect
resulting from this association. The isolated classified as R. miluonense LGMB73
presented the best symbiotic efficiency, superior to commercial inoculant, while the
combination of the standard strain with LGMB5 (Xanthomonas sp.), LGMB67
(Pseudomonas sp2.), LGMB76 (Pseudomonas sp3.) and LGMB82 (Pseudomonas
sp5.) was favorable in the FBN, with higher rates of nitrogen, compared to the use of
rhizobia isolated. Moreover, LGMB67 and LGMB82 also showed significant
production of IAA, contributing to plant growth.

Key-words: common bean. Rhizobium. Plant growth promotion. Cropping systems.
Molecular classification.
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1. INTRODUCAO

7

Grande importancia é atribuida ao consumo de feijdo na alimentacdo
humana, visto que € uma importante fonte de proteina na dieta, sobretudo nos
paises em desenvolvimento de regides tropicais e subtropicais. Considerando
somente o0 género Phaseolus, o Brasil € o seu maior produtor mundial, e embora
seja cultivado em vastas areas, atinge baixos niveis de produtividade média. Isto
resulta do fato de grande parte da producdo estar ligada a pequenas e médias
propriedades, que utilizam baixo nivel tecnologico.

A associacdo do feijoeiro com bactérias do grupo dos rizobios, capazes de
fixar o nitrogénio atmosférico e fornecé-lo a cultura, € uma tecnologia capaz de
substituir, pelo menos parcialmente, a adubacdo nitrogenada resultando em
beneficios ao pequeno produtor. O nitrogénio (N) € um dos nutrientes essenciais
para o desenvolvimento das plantas, fornecido predominantemente para as culturas
por meio da adubagdo com uréia, sulfato de amdnia, esterco ou outras formulagdes
do tipo NPK. No entanto, sendo 78% do ar atmosférico composto por N, este
elemento pode ser captado e fornecido as plantas pela Fixacdo Bioldgica do
Nitrogénio (FBN), realizada principalmente por bactérias do grupo dos rizobios.

Além dos rizébios, outras bactérias podem associar-se as plantas,
exercendo diversos efeitos sobre o seu hospedeiro, dentre eles a promoc¢édo de
crescimento. Estes organismos sdo classificados como bactérias promotoras de
crescimento vegetal (PGPR — Plant Growth Promoting Rhizobacteria) e atuam de
diferentes maneiras. Algumas destas formas de atuagdo sao a producdo de
fitormoénios, a producdo de sideréforos e a solubilizacdo de fosfatos presentes no
solo.

A inoculacdo com bactérias do grupo dos rizébios se constitui numa
perspectiva capaz de contribuir para o incremento dos indices produtivos da cultura
do feijoeiro. Para isso, faz-se necesséario o conhecimento da diversidade genética
destas bactérias de modo que a identificacdo de combinacdes simbidticas mais
eficientes com a planta hospedeira permita a producéo de inoculantes comerciais de
qualidade, na substituicdo de fertilizantes nitrogenados. Desta forma, os custos de
producdo sdo reduzidos, tornando o feijdo um alimento ainda mais acessivel a

populacdes de baixa renda. Além disso, a exploracdo do potencial de PGPR na
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agricultura abre novas perspectivas para a redu¢do no uso dos insumos quimicos
dentro do enfoque de uma agricultura orientada para o uso racional dos recursos
naturais que visa a preservacdo do meio ambiente. Esta perspectiva faz com que
agricultores que atuam em pequenas areas possam fazer uso de um pacote
tecnologico completo, mais econdmico e com menor impacto ambiental, desfrutando
de resultados efetivamente satisfatérios da producgéo da cultura.

Considerando a diversidade genética bacteriana e o efeito seletivo do
sistema de cultivo, uma colecdo composta de isolados de nodulos radiculares de
feijoeiro comum foi avaliada. O objetivo deste trabalho foi verificar tanto a influéncia
do sistema de cultivo quanto do centro de origem da planta hospederia sobre a
diversidade genética dessas bactérias. Também foi analisada sua atuacdo na
promocao de crescimento em plantas, para identificar a possivel sinalizagcdo de uma
combinacgao eficiente entre a planta hospedeira e 0s microssimbiontes, sejam eles
fixadores de nitrogénio e/ou demais PGPR. A analise foi realizada em funcdo dos
sistemas de cultivo a campo e em casa de vegetacado, e dos centros de origem do
feijoeiro, Andino e Mesoamericano. As bactérias foram caracterizadas
morfofisiologica e geneticamente, foi verificada a presenca do gene nifH, importante
no processo de fixacdo biologica do nitrogénio, assim como a eficiéncia simbiotica
dos isolados em plantas de P. vulgaris, avaliados isoladamente ou em associacéo

com uma linhagem de Rhizobium utilizada como inoculante comercial.
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2. CAPITULO 1

Influéncia do sistema de cultivo na capacidade nodu lat6ria do

feijoeiro comum ( Phaseolus vulgaris L.) por Rhizobium spp.

Resumo

A capacidade de nodulacdo preferencial por rizébios em diferentes sistemas
de cultivo foi avaliada a partir de isolados de nddulos radiculares de feijoeiro comum
(Phaseolus vulgaris L.) cultivado em campo e em casa de vegetacao, derivados dos
centros de origem Andino e Mesoamericano. Essa analise foi realizada com o
objetivo de caracterizar bactérias do género Rhizobium associadas ao feijoeiro
quanto a sua morfofisiologia, identicacdo molecular e eficiéncia simbidtica. A
caracterizacdo genética de dez isolados foi realizada a partir de sequéncias do gene
16S rRNA e dos genes housekeeping ginll, gyrB e recA. A eficiéncia simbidtica foi
avaliada através da analise do nimero (n°/pl) e massa de nédulos (mg/pl), massa da
raiz (g/pl) e da parte aérea (g/pl), teor de nitrogénio (mg/g), além da presenca do
gene nifH. Em contraste aos centros de origem, foi observada influéncia do ambiente
no processo de infec¢do e colonizacdo dos nédulos por diferentes espécies, sendo
R. miluonense dominante em condi¢cdes de casa de vegetacdo e bactérias do grupo
de R. leguminosarum em campo. Os isolados classificados como R. miluonense
apresentaram o melhor desempenho na eficiéncia simbidtica, o que nao era
esperado, pois esta espécie foi descrita como capaz de formar somente nédulos
ineficientes em P. vulgaris. R. miluonense LGMB73 apresentou 0 maior teor de
nitrogénio na parte aérea (77,7 mg/pl), com indice superior ao padrao comercial
(56,9 mg/pl), mostrando-se o0 isolado mais promissor para a producdo de
inoculantes. Os isolados de campo LGMB10, LGMB40, LGMB41, LGMB58 e
LGMBG61 pertencentes ao grupo de R. leguminosarum formam um grupo isolado da
linhagem tipo R. leguminosarum USDA230" nas arvores filogenéticas dos genes
housekeeping estudados. Por esta razdo, este grupo deve ser descrito como uma
nova espeécie. A presenca de R. radiobacter (LGMB9) também foi observada entre

os isolados do experimento a campo, sendo que 0s mesmos apresentaram baixa
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eficiéncia simbidtica, com apenas 5,7 mg de N por planta. No mesmo grupo,
LGMB26 apresentou nodulagcédo expressiva e similaridade com Rhizobium sp2. C58,

sugerindo avaliacdo quanto a espécie a que pertencem.

Palavras chave: Phaseolus vulgaris, sistema de cultivo, MLSA, -classificacdo

molecular, Rhizobium miluonense

Introducao

O Brasil lidera a producdo mundial de feijao (Phaseolus vulgaris L.), com
cerca de 3,5 milhdes de toneladas por ano. De acordo com o Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, esta leguminosa € um tipico produto da
alimentacao brasileira, cultivada por pequenos e grandes produtores em todas as
regibes e corresponde a principal fonte de proteina da dieta da populacdo de baixa
renda (MAPA, 2012a). No entanto, a produtividade na safra 2013/14 foi de apenas
1049 kg/ha (CONAB, 2014), em funcédo das flutuacbes nas condi¢cdes climaticas
durante o desenvolvimento da cultura. Segundo projecdes realizadas pelo MAPA
(2012b), a importacdo deste alimento deverd sofrer um aumento gradativo nos
proximos anos.

Uma das caracteristicas do feijoeiro € a possibilidade de estabelecer
relacfes simbidticas com rizobios, estabelecendo o processo de fixacdo biolégica do
nitrogénio (FBN). Por apresentarem ampla distribuicdo geografica e histéria de
coevolucdo com a planta hospedeira (GRAHAM; VANCE, 2000; AGUILAR; RIVA,
PELTZER, 2004), estudos sobre a diversidade e caracterizacdo genética dos
microssimbiontes do feijoeiro desempenham um importante papel no
desenvolvimento de estratégias de aumento da contribuicdo da FBN na agricultura
mundial. E importante ressaltar que, tanto a origem da planta hospedeira, quanto as
condicbes de cultivo, interferem na organizacdo da diversidade de rizébios
associados a cultura (ALBERTON; KASCHUK; HUNGRIA, 2006; OLIVEIRA et al.,
2011).

A espécie dominante de microssimbiontes do feijoeiro, tanto no centro de
diversidade Mesoamericano, quanto no Andino é Rhizobium etli (SEGOVIA;
YOUNG; MARTINEZ-ROMERO, 1993; SOUZA et al., 1994; BERNAL; GRAHAM, 2001;
MARTINEZ-ROMERO, 2003; AGUILAR; RIVA; PELTZER, 2004). No entanto, estudos
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demonstraram que linhagens do grupo R. tropici sdo dominantes em Vvarias
avaliacbes a campo no Brasil, possivelmente devido a sua capacidade em
estabelecer simbiose efetiva em condicdes de alta temperatura e baixo pH,
predominantes no pais (HUNGRIA; VARGAS, 2000; HUNGRIA et al.; 2000b;
HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2003; PINTO; HUNGRIA; MERCANTE, 2007).
Linhagens desse grupo apresentam, também, alta competitividade e estabilidade
genética (PINTO; HUNGRIA; MERCANTE, 2007). E interessante observar, porém,
gue a predominancia de R. tropici em nédulos de feijoeiro a campo no Brasil ndo é
observada em algumas condi¢des controladas, por exemplo, em casa de vegetacéo,
utilizando como inéculo solo diluido, quando R. etli passa a ser o maior colonizador
(GRANGE; HUNGRIA, 2004). Tais variagcbes foram confirmadas em estudos
realizados por Alberton; Kaschuk; Hungria (2006) e Oliveira et al. (2011), que
evidenciaram uma clara diferenca entre as concentracdes de rizobios encontrados
em condi¢des de campo e rizébios encontrados em diluig6es de solo.

Alguns estudos tém revelado a existéncia de novas espécies capazes de
nodular o feijoeiro, algumas delas anteriormente classificadas em outras espécies.
Algumas linhagens de R. etli, por exemplo, foram reclassificadas como R. phaseoli
(LOPEZ-GUERRERO et al.,, 2012b). Essas duas espécies, juntamente com
R. leguminosarum e outras estreitamente relacionadas, formam um grupo com
pequenas diferencas genéticas baseadas na analise do gene que transcreve a
subunidade 16S do rRNA. Outro grupo é formado por R. tropici, R. leucaenae,
R. freirei e demais espécies relacionadas, que sdo dominantes nos solos brasileiros
(MARTINEZ-ROMERO et al., 1991; RIBEIRO et al., 2012; DALL’AGNOL et al., 2013)
constituindo o chamado “grupo R. tropici” (ORMENO-ORRILLO et al., 2012a). Além
disso, essas trés espécies também sdo encontradas como simbiontes naturais de
outros legumes, como Leucaena leucocephala, Mimosa caesalpiniifolia e
Gliricidia sepium (MERCANTE et al., 1998; MENNA et al., 2006; RIBEIRO et al.,
2012; DALL'AGNOL et al., 2013). Um terceiro grupo a ser considerado é formado
por R. radiobacter e demais espécies relacionadas que, originalmente, foram
descritas como pertencentes ao género Agrobacterium e reclassificadas como
Rhizobium por Young et al. (2001). Linhagens estreitamente relacionadas a
Agrobacterium ja foram descritas como simbiontes de feijoeiro (MHAMDI et al., 2005;
LOPEZ-GUERRERO et al. 2012a; ORMENO-ORRILLO et al. 2012b).
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Em procariotos, a caracterizacdo da sequéncia do gene ribossomal
16S rRNA é amplamente utilizada em estudos evolucionarios, taxonémicos e
ecoldgicos, por ser uma regiao altamente conservada (KWON et al., 2005; SILVA et
al., 2005; WILLEMS, 2006). Mas alguns estudos demonstraram que recombinacéo
genética e transferéncia horizontal de genes podem ocorrer também com o
16S rRNA, além de ser insuficiente para a classificacdo taxonémica precisa de
espécies estreitamente relacionadas devido a sua alta conservacdo, sugerindo a
utilizacdo de outros marcadores, em conjunto com o mesmo (van BERKUM et al.,
2003; GEVERS et al., 2005). Com base nessas observacdes, outros genes tém sido
propostos para a realizacdo de andlises filogenéticas. Para isso, sdo utilizados
genes com taxa de evolucdo mais alta que o 16S rRNA, porém, conservados o
suficiente para manter as informacdes genéticas para uma classificacdo taxonémica
(STACKEBRANDT et al.,, 2002; STEPKOWSKI et al., 2003; SILVA et al., 2005;
MARTENS et al., 2007). Alguns exemplos séo os genes recA, dnak, gltA, ginll, rpoA,
pheS, rpoB e atpA (DRANCOURT et al., 2004; NASER et al., 2005; RIBEIRO et al.,
2009). Dentre os requisitos para a selecdo dessas sequéncias, devem ser
considerados a ampla distribuicdo dentro de um taxon, assim como estarem
presentes em copia Unica no genoma (STACKEBRANDT et al., 2002; ZEIGLER,
2003; GEVERS et al., 2005; THOMPSON et al., 2005). Portanto, para a realizacéo
de analises filogenéticas, multiplas sequéncias codificantes tém sido utilizadas
(MLSA, Multilocus Sequencing Analysis) para alguns géneros, dentre eles
Burkholderia, Bacillus, Vibrio, Mycobacterium, Ensifer e para os diversos géneros de
rizobios, dentre eles os grupos de R. etli/R. leguminosarum e R. tropici/R.
leucaenae/R. freirei (GEVERS et al., 2005; THOMPSON et al., 2005; THOMPSON;
SWINGS, 2006; MARTENS et al.,, 2007; MARTENS et al., 2008; RIBEIRO et al.,
2009, 2012; DEGEFU; WOLDE-MESKEL; FROSTEGARD, 2011; KAWAGUCHI,
2011; LU et al., 2011; LARANJO; YOUNG; OLIVEIRA, 2012; LOPEZ-GUERRERO et
al., 2012b; DALL'AGNOL et al.,, 2013) reduzindo, assim, a possibilidade de
ambiguidades causadas por recombinacao genética e selecao especifica.

Para avaliar a diversidade genética de microssimbiontes do feijoeiro em
funcdo de diferentes sistemas de cultivo e do centro de origem da planta, o presente
trabalho caracterizou morfofisiologica e geneticamente bactérias isoladas de nodulos
radiculares de feijoeiro, derivados de materiais provenientes dos centros de origem

Andino e Mesoamericano, submetidos a cultivo em campo e em casa de vegetacgao.
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Também foram avaliadas a presenca do gene nifH, importante no processo de
fixacdo biologica do nitrogénio, assim como a eficiéncia simbibtica dos isolados em

plantas de P. vulgaris.

Material e métodos

Selecéo dos isolados

Foram avaliados dez isolados de uma cole¢éo de bactérias estabelecida por
Oliveira et al. (2011), a partir de ndédulos radiculares de feijoeiro comum
(Phaseolus vulgaris L.). A selecéo foi realizada de modo a representar as condigbes
experimentais de campo e casa de vegetacdo, além dos centros de origem andino e
mesoamericano da planta hospedeira (QUADRO 1).

Os isolados sdo mantidos em meio de cultura YM liquido (VINCENT, 1970),
contendo glicerol (50%) e armazenados a -20°C. As culturas em uso sdo mantidas
em tubos contendo meio YMA (VINCENT, 1970), acrescido de azul de bromotimol

como indicador de pH e armazenadas a 4 °C.

Isolado Centro de Sistema de Cédigo de acesso no GenBank
Origem Cultivo 16S rRNA gyrB recA ginll

Rhizobium radiobacter =~ Mesoamericano Campo KF962988 KF963008 KF963018 KF962998
LGMB9

Rhizobium sp1. Mesoamericano Campo KF962989 KF963009 KF963019 KF962999
LGMB10

Rhizobium sp2. Andino Campo KF962990 KF963010 KF963020 KF963000
LGMB26

Rhizobium sp1. Andino Campo KF962991 KF963011 KF963021 KF963001
LGMB40

Rhizobium sp1. Andino Campo KF962992 KF963012 KF963022 KF963002
LGMB41

Rhizobium sp1. Mesoamericano Campo KF962993 KF963013 KF963023 KF963003
LGMB58

Rhizobium sp1. Mesoamericano Campo KF962994 KF963014 KF963024  KF963004
LGMB61

R. miluonense Andino Casa de KF962995 KF963015 KF963025 KF963005
LGMB73 vegetacdo

R. miluonense Mesoamericano Casa de KF962996 KF963016 KF963026 KF963006
LGMB88 vegetacdo

R. miluonense Mesoamericano Casa de KF962997 KF963017 KF963027 KF963007
LGMB95 vegetacao

QUADRO 1 - ISOLADOS ANALISADOS NESTE ESTUDO
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Caracterizacao morfofisiologica

A morfologia da col6nia (tamanho, cor, mucosidade, transparéncia, bordas e
elevacdo) e a alteracdo de pH do meio foram determinadas apdés 3 a 5 dias de
crescimento a 28°C em meio YMA (VINCENT, 1970) contendo azul de bromotimol.
Além disso, o crescimento dos isolados foi avaliado nos meios LB (BERTANI, 1951)
e PY-Ca (MARTINEZ-ROMERO et al., 1991), assim como em TY (SOMASEGARAN;
HOBEN, 1994) a 40°C, e TY modificado para pH 4,0 (HUNGRIA et al., 2000a).

Todas as avalia¢Ges foram realizadas em triplicata.

Caracterizacéo genética

Amplificacdo do gene nifH

O DNA dos isolados foi extraido como descrito por Kaschuk et al. (2006), e
amplificado por PCR com os primers nifHF e nifHI, originando um fragmento de 780
pares de bases (QUADRO 2). A reacdao foi realizada para verificar a presenca do
gene que codifica uma das subunidades (nifH) da nitrogenase, enzima envolvida no
processo de fixacdo biolégica do nitrogénio. Cada reacdo continha, em 25 pL:
dNTPs (300 mM de cada); tampéo de PCR (Tris-base 20 mM, pH 8.4 e KCI 50 mM);
primers (15 pmol de cada); Tag DNA polimerase (1.0 U); e DNA (20 ng). As
condicbes da reacdo foram realizadas de acordo com Grange et al. (2007). Os
produtos de amplificagdo da PCR foram visualizados em gel de agarose 1% (p/v),
contendo marcador de massa “Low DNA Mass Ladder” Invitrogen® e corado com
brometo de etideo, visualizado sob luz ultravioleta e fotografado com aparato Kodak
Digital Science 120.

Sequenciamento parcial do gene 16S rRNA

Para a amplificacdo da regido do DNA que codifica o 16S rRNA foram
utilizados os primers fD1 e rD1 (QUADRO 2). Cada reacdo continha, em 50 pL:
dNTPs (300 mM de cada); tampéao de PCR (Tris-base 20 mM, pH 8.4 e KCI 50 mM);
primers (15 pmol de cada); Tag DNA polimerase (1.0 U); e DNA (50 ng). As
condi¢cbes das reacdes foram realizadas de acordo com Menna et al. (2006). Os
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produtos foram purificados por precipitacdo do DNA com acetato de amoénio (4 pL a
7,5 M) e etanol absoluto (60 pL) e, para a reagao de sequenciamento, cada amostra
continha, em 10puL: 80 ng do produto de PCR purificado, 3 pL de dye (DYEnamic ET
terminator reagent premix for the Mega-BACE, Amersham Biosciences®) e 3 pmol
de primer (foi realizada uma reacéo para cada um dos primers: fD1, Y2, 362f, 786f e
1203f — QUADRO 2). O programa utilizado para amplicacao foi: 35 ciclos de 30 s a
94°C, 15 s a 50°C e 90 s a 60°C, sendo que o produto foi precipitado por acetato de
amoénio e etanol para purificacdo do DNA. As amostras foram submetidas a
eletroforese em Sequenciador Automatico de DNA modelo MegaBACE Amersham
Biosciences®. Em seguida, as sequencias obtidas foram alinhadas e comparadas
com sequéncias existentes no RDP (Ribosomal Database Project)(COLE et al.,
2009). De acordo com o resultado do alinhamento foram selecionadas as

sequencias de linhagens de referéncia para a analise filogenética.

Gene Primer Sequéncia (5’ — 3) Referéncia
nifH nifHF TACGGNAARGGSGGNATCGGCAA LAGUERRE et al., 2001
nifHI AGCATGTCYTCSAGYTCNTCCA LAGUERRE et al., 2001
16S rRNA fD1 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG WEISBURG et al., 1991
Y2 CCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGT YOUNG; DOWNER; EARDLY, 1991
362f CTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGG MENNA et al., 2006
786f CGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGG MENNA et al., 2006
1203f GAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTC MENNA et al., 2006
rD1 AAGGAGGTGATCCAGCC WEISBURG et al., 1991
gyrB gyrB343F TTCGACCAGAAYTCCTAYAAGG MARTENS et al., 2008
gyrB1043R AGCTTGTCCTTSGTCTGCG MARTENS et al., 2008
recA recA6F CGKCTSGTAGAGGAYAAATCGGTGGA GAUNT et al., 2001
recA555R CGRATCTGGTTGATGAAGATCACCAT GAUNT et al., 2001
ginll TSqlnlif AAGCTCGAGTACATCTGGCTCGACGG STEPKOWSKI et al., 2005
TSglnlir SGAGCCGTTCCAGTCGGTGTCG STEPKOWSKI et al., 2005
rpoA RRrpoAf GGAAATCGCCATCAAGATGG RIBEIRO et al., 2009
RRrpoAr ACGCTTGGCGAGATCTTC RIBEIRO et al., 2009

QUADRO 2 - PRIMERS UTILIZADOS PARA A AMPLIFICACAO DO GENE nifH E PARA O
SEQUENCIAMENTO DO 16S rRNA E MLSA

Multilocus sequence analysis (MLSA)
Para a analise de multilocus, foram utilizados o0s seguintes genes
housekeeping: gyrB (DNA girase subunidade B), recA (proteina recombinase A) e
glnll (glutamina sintase Il), sendo que os primers utilizados e condicdes das reacoes
estdo descritos nos QUADROS 2 e 3. Considerando o cromossomo de
Rhizobium etli (4.381.608 pb) os genes complementares estdo posicionados como
descritos a seguir (direcédo 5'- 3"): gyrB (8.271), recA (2.422.674) e ginll (3.250.540).
Os reagentes para a rea¢ao de PCR contendo o DNA genbmico e para a reacao de
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sequenciamento contendo o produto de PCR purificado foram utilizados como
descrito para o gene 16S rRNA, utilizando os mesmos primers da reacdo de PCR

para cada gene.

Gene Condigbes Referéncia

gyrB 5 min a 95°C, 5x(2 min a 94°C, 2 min a 58°C, 1 min a 72°C), MARTENS et al., 2008
28x(30 s a 94°C, 1 min a 58°C, 1 min a 72°C), 5 min a 72°C

recA 5 min a 95°C, 30x(45 s a 94°C, 1 min a 55°C, 90 s a 74°C), GAUNT et al., 2001
5 min a 72°C

ginll 2 min a 95°C, 35x(45 s a 95°C, 30s a 58°C, 90 s a 72°C), 7 min STEPKOWSKI et al., 2005
a72°c

QUADRO 3 — CONDICOES DE REAGCAO DE PCR UTILIZADAS NA ANALISE DE MLSA

Analise Filogenética

Para a construcdo da arvore filogenética, as sequéncias obtidas foram
alinhadas com sequéncias de linhagens de referéncia obtidas no banco de dados
GenBank (BENSON et al., 2005), sendo que as linhagens tipo foram determinadas a
partir do banco de dados Straininfo (DAWYNDT et al.,, 2005)(QUADRO 4). O
alinhamento das sequéncias foi realizado no MAFFT versdao 7
(http://mafft.cbrc.jp/alignment/server/) e sua edicdo no programa MEGA 5.1
(TAMURA et al.,, 2011), onde suas extremidades foram cortadas, mantendo o
mesmo tamanho do fragmento para todas as sequéncias. No mesmo software foi
definido o melhor modelo evolutivo para o conjunto de dados. Para a analise
filogenética foram realizados a Inferéncia Bayesiana, utilizando o MrBayes verséo
3.2 (RONQUIST et al., 2012), e o0 método da Maxima Verossimilhanca, utilizando o
GARLI Web Service (http://www.molecularevolution.org/software/phylogenetics/garli),
com 2000 amostragens na analise de bootstrap para suporte estatistico. Os
resultados foram visualizados no FigTree versao 1.3.1.

Para cada gene foram utilizadas as referéncias descritas anteriormente,
sendo que Mesorhizobium huakuii foi utilizado como grupo externo. Para a analise
dos genes concatenados foram utilizadas somente as linhagens de referéncia para

as quais estdo disponiveis as sequéncias de todos os genes avaliados neste estudo.
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Linhagem Hospedeiro Cdédigo de acesso no GenBank Referéncia
16S rDNA gyrB recA glnll
R. tropici P. vulgaris uU89832 AM418836 | EU488815 | EU488791 MARTINEZ-ROMERO et
CIAT899" al., 1991
R. miluonense Lespedeza EF061096 | KC293527 | HM047131 | HM047120 GU et al., 2008
CCBAU41251" chinensis
R. multihospitium Robinia EF035074 | KC293528 | EF490029 | EF490040 HAN et al., 2008
CCBAU83401" pseudoacacia
R. hainanense Desmodium u71078 HQ438236 | HQ394252 | GU726294 CHEN et al., 1997
166" sinuatum
R. Iusitapum P. vulgaris AY738130 | KC293525 | DQ431674 | EF639841 VALVERDE et al., 2006
P1/7
R. IeucaenTae P. vulgaris X67234 KC293524 | EU488817 | EU488777 RIBEIRO et al., 2012
CFN299
R. rhizogenes Malus AY945955 | AM418833 | AM182126 | FJ816281 YOUNG et al., 2001
ATCC11325" domestica
R. selenitirTeducens Biorreator EF440185 | AB685478 | GU5S59877 | AB685476 | HUNTER; KUYKENDALL,
Bl 2007
R. etIiT P. vulgaris CP000133 | CP000133 | CP000133 | CP000133 QUINTO et al., 1982
CFN42
R. leguminosarum Trifolium CP001191 | CP001191 | CP0O01191 | CPO0O1191 REEVE et al., 2010b
WSM2304 polymorphum
R. leguminosarum Trifolium CP001622 | CP001622 | CP001622 | CP001622 REEVE et al., 2010a
WSM1325 pratense
R. leguminosarum Pisum 115254414 | 115254414 | 115254414 | 115254414 YOUNG et al., 2006
3841 sativum
R. leguminosarum Pisum U29386 AM418830 | AJ294376 | AF169586 RAMIREZ-BAHENA et
USDA2370" sativum al., 2008
R. pisi Pisum AY509899 | JQ795183 | DQ431676 | JN580715 RAMIREZ-BAHENA et
DSM30132" sativum al., 2008
R. phaseoli Phaseolus EF141340 | JN580716 | EF113136 | JN580716 RAMIREZ-BAHENA et
ATCC14482" vulgaris al., 2008
R. phaseoli P. vulgaris CP001074 | CP001074 | CP001074 | CP0O01074 URIBE, 1993
CIAT652
R. leguminosarum P. vulgaris U29388 KC293526 | EU488811 | EU488784 | van BERKUM; BEYENE;
USDA2671 EARDLY, 1996
R. fabae Vicia faba DQ835306 | KC293523 | EF579940 | EF579935 TIAN et al., 2008
CCBAU33202"
R. gallicum P. vulgaris U86343 AM418828 | EU488823 | EU488785 | AMARGER; MACHERET;
R602" LAGUERRE, 1997
R. rhizogenes Solo CP000628 | CP000628 | CP000628 | CP000628 KERR, 1972
K84
R. radiobacter Solo AJ389904 | FR695243 | FM164311 | JN580718 YOUNG et al.; 2001
ATCC19358"
Rhizobium sp. Solo CP002248 | CP002248 | CP002248 | CP002248 WIBBERG et al.; 2011
H13-3
Mesorhizobium Astragalus FJ491264 47118328 47118328 47118328 CHEN et al., 1991
huakuii CCBAU2609" sinicus

QUADRO 4 — LINHAGENS DE REFERENCIA UTILIZADAS PARA CONSTRUCAO DA ARVORE

FILOGENETICA

Eficiéncia simbibtica em plantas cultivadas em casa de vegetacéo

As sementes de P. vulgaris (cultivar BRS Estilo) foram desinfestadas

utilizando alcool, hipoclorito de sddio a 10% e agua purificada autoclavada. Foram

plantadas em vasos de Leonard contendo areia e vermiculita (1:2) esterilizados

(VINCENT,

1970),

e solugdo nutritiva

livre de nitrogénio (BROUGHTON,;
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DILWORTH, 1971). Quatro sementes foram semeadas por vaso, cada uma
inoculada com 0,5 mL da cultura de bactérias, sendo realizado um desbaste para
manutencdo de duas plantas por vaso apos 5 dias de plantio. O experimento foi
montado utilizando delineamento inteiramente casualizado (DIC), sendo que foram
utilizadas quatro repeticdes para cada tratamento. Os tratamentos foram: a) controle
sem inoculo e sem aplicacdo de nitrogénio; b) controle inoculado com R. freirei
PRF81" e c) plantas inoculadas com as linhagens a serem avaliadas. As bactérias
foram cultivadas por 48 horas em frascos contendo 10 mL de meio YM (VINCENT,
1970), sob agitacdo (100 rpm) e temperatura de 28°C. A concentracdo de células foi
verificada em espectrofotdbmetro e a densidade 6tica foi padronizada em 0,5. Apds
35 dias de desenvolvimento, foram avaliados por planta: nimero de nédulos (n%pl);
massa seca de nddulos (mg/pl); massa seca da raiz (g/pl); massa seca da parte
aérea (g/pl), teor de nitrogénio (mg/g) e N total da parte aérea (mg/pl), sendo que o
teor de N foi determinado pelo método de Kjeldahl (AOAC, 1995). Os resultados
obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as meédias foram
comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05), utilizando o programa Assistat versao 7.7
beta (SILVA; AZEVEDO, 2009). Para ajustar a normalidade dos dados, como
exigéncia deste teste paramétrico, os valores obtidos foram transformados
utilizando-se a férmula V(x+0,5).

Resultados

Caracterizacdo morfofisiologica, fixagdo do nitrogénio e eficiéncia simbidtica dos

isolados

A amplificacdo do gene nifH, os resultados de crescimento bacteriano em
condi¢cbes adversas, e o0s resultados das avaliacbes do experimento de eficiéncia
simbidtica estéo representados na TABELA 1. Considerando as diferentes condi¢des
de crescimento, os isolados provenientes de campo (C) apresentaram melhor
adaptacdo. Por outro lado, as bactérias isoladas de nddulos de plantas cultivadas
em casa de vegetacao (CV) foram mais eficientes na nodulagdo e desenvolvimento
da planta. Além disso, apresentaram as maiores concentracdes de nitrogénio na
parte aérea, sendo que essa resposta também foi obtida pelo isolado de campo

LGMBG61. Ainda, os isolados estudados apresentaram caracteristicas morfolégicas
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condizentes com rizébios e acidificacdo do meio YMA, caracteristica de rizébios de

crescimento rapido.

Isolado Condigdes adversas nifH Eficiéncia simbidtica
LB PY- TY TY Numero Massa Massa Massa  Nitrogénio N total
Ca 40°C pH nédulos nédulos raiz aérea (mg/qg) (mg/pl)
4,0 (n°/pl) (mg/pl) (9/p) (9/p)
LGMB9 (C) + =+ + ; -
R. radiobacter 0,00 ¢ 0,00¢ 0,505 046° 12,673° 5,752 ¢
LGMB10 (C) - - - + +
Rhizobium sp1. 2,50 ° 1,85 ¢ 0,459 ™ 0,43° 13,545° 5,762 ¢
LGMB26 (C) + o+ ; ; ;
Rhizobium sp2. 237,257 14208 0444 107® 31,580°  33,638"
LGMB40 (C) + o+ - + +
Rhizobium sp1. 122,00 ** 53,85 ¢ 0,424 ° 0,34° 18,119° 6,172 ¢
LGMB41 (C) + o+ - + +
Rhizobium sp1. 119,25 114,33 0,475 2" 0,46° 359742 17,042
LGMB58 (C) - - - ; +
Rhizobium sp1. 73,50 * 5498°  0456™ 061" 26409° 15941
LGMB61 (C) - - - ; +
Rhizobium sp1. 326,00 ® 254,43 0630  149% 39736% 58944 %
LGMB73 (CV) - - - - +
R. miluonense 358,00% 29590 0,577 *° 1,98% 39,400 ° 77,716 °
LGMB88 (CV) -+ - + +
R. miluonense 357,00°  297,30%  0,651°2 1,86% 37,047% 69,310 %
LGMB95 (CV) -+ - - +
R. miluonense 343,75%°  308,65°% 0,574 *° 157% 37,982% 59258 %
Controle seminéculo | NA° NA NA NA | NA 0,00 ® 0,00 ° 0,433° 0,39° 25186 ° 11,627
R. freirei PRF81' NA NA NA NA | NA | 35625% 28380%* 05022 157% 36,008% 56,894

TABELA 1 -DESENVOLVIMENTO DOS ISOLADOS EM CONDICOES ADVERSAS E RESULTADOS
DO EXPERIMENTO DE EFICIENCIA SIMBIOTICA (TEOR DE NITROGENIO E N
TOTAL DA PARTE AEREA, NUMERO DE NODULOS, MASSA SECA DA RAIZ, DOS
NODULOS E DA PARTE AEREA DAS PLANTAS INOCULADAS COM Rhizobium spp.)
NOTA: -) ndo cresceu; +) cresceu; NA) ndo avaliado. Os valores seguidos pela mesma letra nédo
diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05).

Andlise filogenética

Considerando todos os isolados, os trés genes housekeeping e o gene
ribossomal 16S rRNA apresentaram agrupamentos de acordo com o sistema de
cultivo em que as bactérias foram obtidas, sendo que os resultados foram
semelhantes para os dois métodos de reconstrucao filogenética utilizados. Bactérias
isoladas do experimento a campo apresentaram similaridade com linhagens dos
grupos de R. leguminosarum (cinco isolados) ou R. radiobacter (dois isolados),
enguanto que os trés isolados de casa de vegetacdo agruparam com R. miluonense.
No entanto, ndo apresentaram diferencas entre os centros de origem da cultivar

utilizada.
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Gene 16S rRNA

A arvore filogenética baseada no gene 16S rRNA, com 1033 pb que foram
alinhadas para todas as linhagens, esta apresentada na FIGURA 1. As trés
linhagens isoladas do experimento em casa de vegetacdo estdo posicionadas no
grupo de R. tropici, sendo que a espécie mais proxima € R. miluonense, cujo
hospedeiro principal é Lespedeza (GU et al., 2008). Por outro lado, os isolados
provenientes do experimento de campo aparecem em dois grupos diferentes, sendo
cinco no grupo de R. leguminosarum e dois no grupo de R. radiobacter, antes
denominado Agrobacterium tumefaciens (YOUNG et al., 2001).

A similaridade dos isolados de casa de vegetacao com R. miluonense variou
de 99,9 a 100%, enquanto que, entre os isolados de campo, 0S que agruparam com
R. leguminosarum apresentaram similaridade entre 99,8 e 100% com as linhagens
R. leguminosarum bv. phaseoli USDA2671, R. leguminosarum bv. trifolii WSM1325 e
R. leguminosarum bv. trifoli WSM2340. Quanto aos demais isolados de campo,
LGMB9 apresentou 99,9% de similaridade com R. radiobacter ATCC19358,
enquanto que a sequéncia do gene 16S rRNA de LGMB26 é 100% similar a

sequéncia extraida do genoma completo de Rhizobium sp2. C58.

Genes housekeeping

As arvores filogenéticas geradas a partir de cada gene utilizado na anélise
de multilocus apresentaram os mesmos agrupamentos dos isolados com o0s grupos
de linhagens de referéncia, todos com forte suporte estatistico (FIGURAS 2 a 4).
Além disso, foi analisada a quantidade de informacéao filogenética associada a cada
gene, através do calculo do numero e porcentagem dos sitios variaveis e de
parcimOnia informativa (QUADRO 5). O gene que apresentou maior porcentagem de
sitios de parciménia informativa foi o gyrB, com 204 caracteres (49,3%), sendo o
glnll o menos informativo, com 137 caracteres (31,3%).
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__ Rhizobium subbaraonis JC85T (FRT14938)

| Rhizobitim borbori DN316T (EF125187)

Rhizobium sp1. LGMB10 {KF962989)

Rhizobium sp1. LGMB40 {KF962991) Campo {C)
Rhizobium sp1. LGMB61 {KF962994)

Rhizobium leguminosarum USDA2671 (U29388)

1.00

Rhizobium leguminosarum WSM1325 (CP001622)  =R. feguminasarum
Rhizobium sp1. WSM2304 (CP001191)

- Rhizobium sp1. LGMBS58 {KF962993)

- Rhizobium sp1. LGMB41 (KFSGZSSZ)} Campo (C)

~ Rhizobium leguminosarum USDA23707{U29386) |
0.75] _ Rhizobium etli CFN42T (CP000133)

{ol'gzizobfum mongolense USDA1844T (U89820)
Rhizobium phaseoli CIATE52 (CP001074)
Rhizobium pisi DSM301327 {AY509899)

- Rhizobium phaseoli ATCC14482T {EF141340)

1,00 - Rhizobium fabae CCBAU33202T {DQ83506)

— Rhizobium grahamii CCGE502T (JF424808)

0.71" Rhizobium tibeticum CCBAUBS039T (EU256404)
Rhizohium tubonense CCBAUB5046T (EU256434)

Rhizobium miluohense LGMBT3 (KF962935) casade
Rhizobium miluonense LGMB88 (KF962996) I vegetacio (CV)
i Rhizobium miluonense LGMB95 (KF962997)

Rhizobium miluonense CCBAU41251T (EF061096)

ppRMizobitm calliandrae CCGES24™ (JX855162)
Rhizobium leticaenae CFN299T (X67234)

| Rhizokium tropici CIATB99T (UB98B32)
(| 1 Rhizobium multihospitium CCBAU83401T (EF035074)
Rhizobium freirei PRF81T (EU488742)

R. miluonense

0.81]

=

— 0.82

1.00 0.97 Rhizobium hainanense 1887 (U71078)
] 0.99

Rhizobium mayense CCGE526T (JXB855172)

{ Rhizobium rhizogenes ATCC11325T (AY945955)

0.83
Rhizobium rhizogenes K84 (CP000628)

Rhizabium lusitanum P1{TT {AY738130)
Rhizobium jaguaris CCGE525T (JX855169)
Rhizobium vallis CCBAUG5847T (FJ839677)
Rhizobium endophyticum CCGE2052" (EU86T31T)
Rhizobium mesocamericanum CCGES501T [JF424606)

FIGURA 1 — ARVORE FILOGENETICA GERADA COM AS SEQUENCIAS DO 16S rRNA DOS
ISOLADOS E LINHAGENS DE REFERENCIA, UTILIZANDO O METODO DA
INFERENCIA BAYESIANA E GTR (GENERAL TIME-REVERSIBLE) COMO MODELO
EVOLUTIVO (O CODIGO DE ACESSO NO GENBANK ESTA ENTRE
PARENTESES)(continua)




27

76 {Rhizobium alamii GBVQ16T (AM931436)
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L Rhizobium solj DS-42T (EF363715)
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UE o8 Rhizobitim sphaerophysae CCNWGS0238T (FJ154088)
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Rhizobitm herbae CCBAUB3011T (EU399716)

Rhizobium rosettiformans W3T (EUT81656)
Rhizobium sefenitireducens B1T {EF440185)

Rhizobium nepotum 39/77 (FR870231)

Rhizobium sp. H13-3T (CP002248)

_g/Rhizobium rubi LMG179357 (AM181759)

Rhizobium skierniewicense Ch11T {HQ823551)
Rhizobium radiobacter LGMB9 (KF962988) ]‘Campo (C]'R- cadiopacter
Rhizobium radiobacter ATCC193587 {AJ389904)

Rhizobium sp2. LGMB26 (KFSGZSSO)}Campo (©)
Rhizobium sp2.
Rhizobium sp2. C58 ([AE007889) P

Rhizobium pusense NRCPB10T (FJ969841})
Rhizobium larrymoorei AF3-107 {Z30542)
Mesorhizobium huakuii CCBAU2609T (FJ451284)

0.9

02

FIGURA 1 — (continuacdo) ARVORE FILOGENETICA GERADA COM AS SEQUENCIAS DO
16S rRNA DOS ISOLADOS E LINHAGENS DE REFERENCIA, UTILIZANDO O
METODO DA INFERENCIA BAYESIANA E GTR (GENERAL TIME-REVERSIBLE)
COMO MODELO EVOLUTIVO (O CODIGO DE ACESSO NO GENBANK ESTA ENTRE
PARENTESES)
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——RhAizobium tropici CIAT899T (EU488791)

Rhizobium miluonense LGMB73 (KF283005)
Casa de

o.g9g [ Rhizobium miluonense LGMB88 (KF263006) vegetagio (CV) FR. miluonense

Rhizobium miluonense LGMBS85 (KF363007)
1.00 Rhizobium miluonense CCBAU41251T (HM047120)
Rhizobium multihospitium CCBAU8S3401T (EF430040)

n.o
ol71 [ Rhizobium hainanense |667 {GU726294)
Rhizobium freirei PRF81T (EU488789)

— Rhizobium leucaenae CFN293T (EU488777)
— Rhizebium iusitanum P1/77 (EF639841)

0.93
4@ Rhizobium rhizogenes ATCC11325T (FJ816281)
Rhizebium rhizogenes K84 (CP00062B)

0.91 Rhizobium selenitireducens B1T (AB685476)
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Rhizobium tubonense CCBAUBS5046T (GQ985380)
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Rhizobium giardinii H152T {(EU488805)
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— 0.81 Rhizobium mesoamericanum CCGES01T (JF42461T7)
Rhizobium tibeticum CCBAUS85039T (EU407190)
Rhizobium alkalisoli CCBAUO01393T (EUS72475)
Rhizobium gallicum R602T (EU488785)
Rhizebium mongolense USDA1844T (AY929453)

Rhizobium yanglingense SH226237 (AY929462)
Rhizobium sullae 151237 (FJ816280)
Rhizobium sp2. LGMB28 (KF963000)
.00l phizobium radiobacter LGMB9 (KFes2998) |7 Campo (C)
U&’:;hizobium sp. H13-3T7 (CP002248) R. radiobacter
hizobium radiobacter ATCC19358T (JN580718)

Mesorhizobium huakuii CCBAU2609T (47118328)

R. leguminosarum

0.9
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FIGURA 2 — ARVORE FILOGENETICA GERADA COM AS SEQUENCIAS DO GENE ginll DOS
ISOLADOS E LINHAGENS DE REFERENCIA, UTILIZANDO O METODO DA
INFERENCIA BAYESIANA E GTR (GENERAL TIME-REVERSIBLE) COMO MODELO
EVOLUTIVO (O CODIGO DE ACESSO NO GENBANK ESTA ENTRE PARENTESES)

Numero de nucleotideos (Porcentagem)

Locus Linhagens  Conservados Variaveis Parciménia Total
analisadas informativa

16S rRNA 75 891 (86,3) 142 (13,7) 112 (10,8) 1033

Ginll 47 279 (63,7) 159 (36,3) 137 (31,3) 438

GyrB 46 169 (40,8) 245 (59,2) 204 (49,3) 414

RecA 65 186 (57,4) 138 (42,6) 118 (36,4) 324

Genes concatenados 33 715 (60,8) 461 (39,2) 357 (30,4) 1176

QUADRO 5 — NUMERO DE SEQUENCIAS E INFORMACAO FILOGENETICA DOS LOCI
ANALISADOS
NOTA: Alinhamento concatenado de ginll (438 nt), gyrB (414 nt) e recA (324 nt)



Rhizobium oryzae AIRS0S5T (FJ712274)
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Rhizobium leguminosarum 3841 (115254414}
Rhizobium leguminosarum USDAZ2671 (EU488811)

0.
Bhizobium leguminosarum ATCC14480 (EF113135)
Rhizobium lfeguminosarum W3M1325 (CP001622)

0.90 [ Rhizobium pisi DSM30132T (DQ431676)
L Rhizobiiim fabas coBAUz3202T (EF579940)
Rhizobium miluonense LGMBT3 (KF983035)
LeolRPizobium miluonense LGMBS8 (KF963026) |-Casade
- ; ) ) vegetacio (CV)
Rhizobium miluonense LGMB95 (KF963027)
Rhizobium miluonense CCBAU41251T (HMO47131)

1.00]

Rhizobium tropici CIAT899T (AJ294373)

- Rhizobium hainanense 1667 (HQ394252)

L RAhizobium freirei PRF81T (EU488827})
Rhizobium multihospitium CCBAUS34017 (EF490029)

1_00[ Rhizobitim phaseoli ATCC14482T (EF113138)
Rhizobium phaseoli CIATE52 (CPQ001074)
Rhizobium erlf CFN42T (CP000133)
Rhizobium leucaenae CFN299T (EU488817)
Rhizobium lusitanum P1I7T (DQ431674)
hizobium galficum R602T (AM182124)
Rhizobium yangdlingense SH22823T (AY907359)

Rhizobium joessense CCBAUT7190BT (HQ735076)
0.71 Rhizobium mongolense USDA1844T (AY907358)

1,00 Rhizobium huautiense SO2T (AM182128)
| —;Rhizobium alkalisoli CCBAUO01393T (EU672490)
Rhizobium sullae 151237 (FJ816279)
&:Rnizobmm giardinii H152T (EU488823})
Rhizobium herbae CCBAUS3011T (GUS65549)
1.00r Rhizobium rhizogenes K84 (CP000628)
[ Rhizobium rhizogenes ATCC11325T (AM182126)

Rhizobium grahamii CCGES02T (JF424622)
Rhizobium mesoamericanum CCGES01T (JF424620)

Rhizobium endophyticum CCGE2052T (HM142767)

Rhizobium tibeticum CCBAUBS5039T (HQ735075)
0.9 Rhizobium calliandrae CCGE524T (JX855189)
ﬁ;:Rhizobium Jjaguaris CCGES525T (JX855192)

Rhizobium mayense CCGES267T (JX855195)
Rhizobitm vallis CCBAUSS5647T (GU211770)
Rhizobium tubohense CCBAUSS5046T (EU288696)
Rhizobium mesosinicum CCBAU250107 (EU120732)
Rhizobium daejeonense L61T (GUS559875)
Rhizobium selenitireducens B17 {GUS53877)

1.0 Rhizobium galegae LMG6&214T (AM182127)
Rhizobium vignae CCBAUOS176T (GU128902)

Rhizobium vitis NCPPB3554T (AB253194
Rhizobium rubi LMG17935T (AM182122)
Rhizobitm borbori DN316T (GQ289385)
Rhizobium cellulosilyticum ALA10B2T (AM286427)
Rhizobium farrymoorei AF3-10T (HQ735081)
Rhizobium undicola LMG118757 (EF457952)

—— Rhizobium sp. H13-3T (CP002248)
0.38 1.00 - Rhizobium sp2. LGMB286 (KF963020)}Campo (C
0.98 —Rhizobium sp2. C58 (AE0Q7869)

1.00 —Rhizobium radiobacrer LGMB9 (KF26301 B)}Cam po (C
ﬂhizobium radiobacter ATCC19358T (FM164311)

Mesorhizobium huakuii CCBAU2609T (47118328}

0.91

0.77|

o-

29

Rhizobium sp1. LGMB41 (KF963022) Campo (CtL_phizobium sp1.

hizobium leguminosarum USDA23707 {AJ294376) R. leguminosarum

R. miltiohense

Rhizobium sp2.
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FIGURA 3 — ARVORE FILOGENETICA GERADA COM AS SEQUENCIAS DO GENE recA DOS

ISOLADOS E LINHAGENS DE REFERENCIA, UTILIZANDO O METODO DA
INFERENCIA BAYESIANA E GTR (GENERAL TIME-REVERSIBLE) COMO MODELO
EVOLUTIVO (O CODIGO DE ACESSO NO GENBANK ESTA ENTRE PARENTESES)
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FIGURA 4 — ARVORE FILOGENETICA GERADA COM AS SEQUENCIAS DO GENE gyrB DOS
ISOLADOS E LINHAGENS DE REFERENCIA, UTILIZANDO O METODO DA
INFERENCIA BAYESIANA E GTR (GENERAL TIME-REVERSIBLE) COMO MODELO
EVOLUTIVO (O CODIGO DE ACESSO NO GENBANK ESTA ENTRE PARENTESES)

Assim como na analise do 16S rRNA e dos genes housekeeping, a analise
dos genes concatenados (FIGURA 5) mostrou o agrupamento de todos os isolados
de casa de vegetacdo com R. miluonense CCBAU41251", com altas similaridades
(99,8%) e forte suporte estatistico (100%), enquanto que os isolados de campo
(exceto LGMB9 e LGMB26) estdo no clado do grupo de R. leguminosarum,
apresentando 96,0 a 99,1% de similaridade com Rhizobium spl. WSM2304. Os
isolados LGMB9 (C) e LGMB26 (C) estéao localizados no ramo de R. radiobacter,
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também com 100% de probabilidade na Inferéncia Bayesiana, sendo que o primeiro
apresentou 99,7% de similaridade com R. radiobacter ATCC19358" e o (ltimo esta
posicionado no mesmo clado, mas agrupa com a linhagem Rhizobium sp2. C58 na
andlise dos genes avaliados isoladamente, com excecdo do ginll, que né&o foi
anotado no genoma completo desta linhagem, ndo sendo possivel incluir a mesma
na analise concatenada dos genes.
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FIGURA 5 — ARVORE FILOGENETICA GERADA COM AS SEQUENCIAS CONCATENADAS DOS
GENES HOUSEKEEPING gInll, gyrB E recA DOS ISOLADOS E LINHAGENS DE
REFERENCIA, UTILIZANDO O METODO DA INFERENCIA BAYESIANA E GTR
(GENERAL TIME-REVERSIBLE) COMO MODELO EVOLUTIVO

Discussao
Condicdes experimentais
No presente trabalho, o estudo de MLSA foi realizado com isolados de

nédulos radiculares de Phaseolus vulgaris L., representativos de diferentes

condi¢cbes experimentais e diferentes centros de origem do feijoeiro. Com base nos
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resultados apresentados constatou-se que, no processo de nodulacdo e
colonizagdo, ndo houve predominancia de uma espécie bacteriana de acordo com o
centro de origem da planta hospedeira. Por outro lado, observou-se que plantas
cultivadas em campo e em casa de vegetacdo estabelecem o processo de simbiose
com isolados apresentando diferentes caracteristicas genéticas. Analisando a
diversidade genética através de elementos repetitivos do genoma (REP-PCR),
Alberton; Kaschuk; Hungria (2006) e Oliveira et al. (2011) também constataram
diferencas na capacidade de colonizacdo de acordo com o sistema de cultivo
utilizado.

De uma forma geral, elementos responsaveis pela competitividade de
espécies do género Rhizobium estdo presentes em plasmideos, que podem ser
perdidos dependendo das condicBes ambientais onde as linhagens se encontram
(LOPEZ-GUERRERO et al., 2012a). Dentre as principais diferencas entre os dois
sistemas de cultivo estdo a temperatura, o pH do solo ou solugéo nutritiva na qual as
plantas foram cultivadas, e a concentracdo de bactérias, visto que, em casa de
vegetacao, as plantas foram inoculadas com o mesmo solo em que foram cultivadas
a campo, porém nas diluicdes 10™ e 102 De acordo com Lauber et al. (2009), o pH
intracelular bacteriano normalmente aproxima-se do neutro, portanto, nas condigdes
mais 4cidas dos solos tropicais as células sofrem um processo de adaptacao devido
ao estresse provocado. No entanto, a capacidade de adaptacdo € mais facilmente
perdida do que adquirida. Neste estudo, foi observada maior diversidade em
condi¢cdes de campo devido a este processo, onde as bactérias presentes no solo
estudado (acido) ja estdo adaptadas as condicbes estressantes. Por outro lado,
quando o solo foi usado como indculo em plantas cultivadas em solu¢cdo com pH
neutro, apenas as linhagens mais competitivas formaram nodulos (HUNGRIA et al.,
2000a; HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2003; GRANGE; HUNGRIA, 2004). Além
disso, a quantidade de células bacterianas presentes no solo diluido é reduzida,
favorecendo a nodulacéo por linhagens mais competitivas. Resultado semelhante foi
observado por Oliveira et al. (2011), em que a diversidade genética, avaliada por
BOX-PCR, foi reduzida com a diluicdo do solo, passando a haver predominancia das
linhagens com maior capacidade de nodulagao.

Neste estudo, a competitividade dos isolados em condi¢cdes de casa de
vegetacao foi confirmada no experimento que avaliou sua eficiéncia simbidtica, onde

as bactérias classificadas como R. miluonense apresentaram os maiores indices de
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nodulagcdo, assim como concentracdo de nitrogénio na parte aérea da planta
(TABELA 1). Além disso, com excecdo do teor de N, os resultados foram
semelhantes aos encontrados para o controle positivo, onde as plantas foram
inoculadas com a linhagem comercial R. freirei PRF81'. Com relacdo a
concentragdo de N, os indices foram maiores entre os isolados de casa de
vegetacdo (LGMB73, LGMB88 e LGMB95), além do isolado de campo LGMB61,
guando comparadas ao padrdo comercial. Esses dados demonstram uma possivel
transferéncia do plasmideo responsavel pela nodulacéo e fixacdo de nitrogénio para
R. miluonense, visto que esta espécie foi isolada de Lespedeza chinensis e a
linhagem tipo (CCBAU41252") forma apenas nédulos ineficientes em P. vulgaris (GU
et al., 2008). Ainda, com excecédo de LGMB61 (C), todos os isolados classificados
como Rhizobium spl., Rhizobium sp2. e R. radiobacter apresentaram pouca
nodulacao e baixo desenvolvimento das plantas, confirmando a baixa capacidade de
fixar nitrogénio de bactérias provenientes de plantas cultivadas a campo. Além disso,
LGMB9 (C) e LGMB26 (C), classificados no grupo de R. radiobacter, néo
amplificaram o gene nifH, que codifica umas das subunidades de uma enzima

envolvida no processo de fixagdo bioldgica de nitrogénio, a nitrogenase (FIGURA 6).

FIGURA 6 — DESEMPENHO DE PLANTAS INOCULADAS COM R. radiobacter LGMB9 (a) E
Rhizobium sp2. (b), COMPARADO COM O PADRAO COMERCIAL R. freirei PRF81 .

Andlise filogenética

Considerando a arvore gerada pela analise do 16S rRNA, verificou-se que
algumas espécies estreitamente relacionadas nao puderam ser separadas. Portanto,
para a obtencdo de uma predicéo filogenética, a utilizacdo de apenas um gene deve

ser evitada, sendo que a quantidade ideal de genes néo esta definida (MARTENS et
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al., 2007; ASERSE et al., 2012). Ja na analise dos genes housekeeping, tanto de
maneira isolada, como concatenada, foi possivel observar a diferenciacdo das
diversas espécies, o que nao foi possivel na analise do 16S rRNA. Ainda, as
sequéncias concatenadas apresentam maior suporte na classificacdo taxonémica,
fato observado por Aserse et al. (2012), que utilizaram os genes recA, ginll, rpoB e
16S rRNA parcial para andlise filogenética de rizébios que nodulam o feijoeiro
comum, nativos da Etidpia. De acordo com esses autores, 0 suporte apresentado
pela andlise conjunta foi mais forte quando comparado com as arvores geradas na
avaliacdo de cada gene isolado.

Para o grupo de R. leguminosarum, o uso do gene 16S rRNA nao foi
suficiente para separa-lo da linhagem tipo R. leguminosarum USDA2370". J4 para a
andlise dos genes housekeeping, com excecdo de LGMBA41, os isolados de campo
posicionados nesse grupo (LGMB10, LGMB40, LGMB58 e LGMB61) apresentaram
de 97,4 a 99,1% de similaridade com Rhizobium spl. WSM2304 na analise
concatenada, podendo, portanto, pertencer a mesma espécie. Também, LGMB41
(C) apresentou apenas 96% de similaridade nas sequéncias com 0 mesmo, mas
agrupa da mesma forma nas arvores de cada gene, o que indica que este isolado
talvez esteja ainda em processo de especiacdo. Estudos realizados por Ribeiro et al.
(2013) demonstraram que a linhagem WSM2304, hoje identificada como
R. leguminosarum bv. trifolii, ndo pode ser assim classificada, com base em analise
por MLSA dos mesmos genes utilizados neste estudo, além do gene rpoA, sendo
gque o mesmo resultado foi observado no presente trabalho. R. leguminosarum é
descrita como espécie incapaz de se desenvolver em condi¢des de alta temperatura
e pH acido, fato que nao foi observado entre os isolados de campo geneticamente
proximos a ela. Neste caso, LGMB40 e LGMB41 expressaram capacidade de
resisténcia ao baixo pH. Além disso, esses isolados foram capazes de crescer nos
meios LB e PY isento de calcio, em contraste com a literatura, que descreve a
impossibilidade de sobrevivéncia de R. leguminosarum nestas condigdes
(MARTINEZ-ROMERO et al., 1991). Esses dados reafirmam a necessidade de uma
analise polifasica para descricdo da espécie a que pertencem essas bactérias.

Outro aspecto relevante estd no fato de que dois isolados (LGMB9 e
LGMB26) foram agrupados no ramo de R. radiobacter, que é a atual classificagdo do
A. tumefaciens (YOUNG et al., 2001). Entretanto, embora ambos tenham sido

classificados igualmente, apresentaram comportamento distinto quanto a eficiéncia
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simbidtica (com teor de N igual a 5,75 mg e 33,64 mg, respectivamente). Segundo
Mhamdi et al. (2005), bactérias do género Agrobacterium podem ter perdido os
genes simbidticos, mas continuam capazes de colonizar nédulos, por mecanismos
desconhecidos. O mesmo evento foi considerado em outros simbiontes de feijoeiro
comum por Lopez-Guerrero et al. (2012a) e Ormefo-Orrillo et al. (2012b), que
sugeriram a instabilidade no plasmideo pSym nestas linhagens. Este comportamento
pode ser confirmado neste trabalho, tanto pela auséncia do nifH nos dois isolados,
quanto pela auséncia de nodulacdo e a clorose apresentada pelas plantas
inoculadas com LGMB9 (C). E importante destacar que, mesmo tendo promovido
nodulagdo, plantas inoculadas com o isolado LGMB26 apresentaram sinais de
clorose, indicando clara ineficiéncia no processo de fixacdo do nitrogénio (FIGURA
6). Considerando ainda as arvores filogenéticas obtidas com as sequéncias dos
genes 16S rRNA, gyrB e recA, esse isolado apresentou similaridade com Rhizobium
sp2. C58, linhagem cujo genoma completo ja foi sequenciado. De acordo com Wood
et al. (2001) e Goodner et al. (2001), esta linhagem referéncia apresenta genes
ortélogos aos encontrados em plasmideos simbio6ticos de Ensifer (=Sinorhizobium)
meliloti, que € capaz de nodular P. vulgaris. Ainda, estudos realizados por Martinez,
Palacios, Sdnchez (1897) demonstraram que a transferéncia destes elementos para
R. radiobacter a tornam capaz de nodular e fixar N de maneira pouco eficiente.
Portanto, a eficiéncia simbiotica de LGMB26 poderia ser atribuida tanto pela
presenca dos genes simbioticos em plasmideos como pela sua aquisicdo por
transferéncia horizontal. A linhagem C58 ¢é atualmente classificada como
R. radiobacter, mas os resultados da analise filogenética realizada, demonstrou que
ela ndo esta posicionada no mesmo ramo da linhagem tipo ATCC19358'. Por sua
vez, esta mesma linhagem agrupou em todas as analises com LGMB9. Como
descrito anteriormente, LGMB9 e LGMB26 também apresentaram resultados
contrastantes na eficiéncia simbibtica, indicando classifica¢cdes taxondmicas distintas
para estas bactérias e suas referéncias correspondentes, R. radiobacter
ATCC19358" e Rhizobium sp2. C58, respectivamente.

Em contraste a diversidade apresentada entre os isolados de campo, todos
os isolados de casa de vegetacdo apresentaram alta similaridade com
R. miluonense. Este resultado foi consistente tanto pela analise do 16S rRNA, como
pelos genes housekeeping, sempre com forte suporte estatistico. Essa diferenca de

diversidade genética entre diferentes condigdes experimentais esta de acordo com
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os resultados obtidos por Oliveira et al. (2011) na analise de BOX-PCR, onde foi
observada maior variabilidade entre isolados de campo, quando comparados com
isolados do experimento em casa de vegetacao.

O principal hospedeiro de R. miluonense é Lespedeza sp., sendo que Gu et
al. (2008) demonstraram a formacdo de nodulos ineficientes desta espécie em
P. vulgaris. No entanto, os isolados avaliados no presente trabalho foram capazes
de nodulacdo eficaz (nUmero e massa seca da planta) semelhante as linhagens
utilizadas comercialmente na producédo de inoculantes. Além disso, também foram
capazes de fixar nitrogénio de maneira mais expressiva que o padrdao R. freirei
PRF81", observado especialmente no isolado LGMB73 cujo indice de N total foi de
77,7 mg/pl, significativamente superior aos 56,9 mg/pl observados no controle, e
acompanhado de um bom desenvolvimento da planta (FIGURA 7). A formacéo de
nodulos eficientes em feijoeiro por R. miluonense também foi observada por Ferreira
et al. (2012), que utilizou isolados de Macroptilium atropurpureum para avaliar sua
eficiéncia simbidtica. As trés linhagens mais promissoras também foram mais

tolerantes a pH acido e a presenca de aluminio.

FIGURA 7 — DESEMPENHO DE PLANTAS INOCULADAS COM R. miluonense LGMB73,
COMPARADO COM O PADRAO COMERCIAL R. freirei PRF81".

De acordo com os dados apresentados no presente trabalho, foi possivel
demonstrar a influéncia do sistema de cultivo sobre a diversidade genética das
bactérias capazes de estabelecer simbiose com P. vulgaris, sendo que em
condicOes de casa de vegetacdo apenas espécies mais competitivas estabeleceram
nodulacado eficiente. Aqui todos os isolados nodulantes apresentam maior
similaridade genética dos genes 16S rRNA, ginll, gyrB e recA, com R. miluonense,
cuja linhagem tipo é descrita como incapaz de nodular feijoeiro (GU et al. 2008).

Neste caso, pode-se considerar a possibilidade de transferéncia do plasmideo
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simbidtico tipico de espécies noduladoras de P. vulgaris para esta espécie. Além
disso, todos os isolados provenientes de casa de vegetacdo apresentaram 0S
melhores resultados quanto a eficiéncia simbiotica, com indices de fixacdo de
nitrogénio superiores ao padrdo comercial, destacando-se LGMB73 como promissor
para a fabricacdo de inoculantes. Ainda, ressalta-se a importancia da utilizacdo de
genes adicionais ao 16S rRNA para uma identificacdo taxondmica mais precisa a
nivel de espécie, pois observou-se claramente que a analise do gene ribossomal
permite a indicacdo de género, no caso do grupo de R. leguminosarum, ndo se
mostrando suficiente para a separacdo de espécies estreitamente relacionadas. Os
isolados classificados neste grupo pertencem a uma nova espécie, que deve ser
descrita. Em relacdo ao grupo de R. radiobacter, a linhagem utilizada como
referéncia R. radiobacter C58 deve ser reclassificada, pois ndo agrupa com
R. radiobacter ATCC19358" na andlise filogenética e os isolados mais similares a
cada uma delas apresentaram resultados contrastantes quanto a eficiéncia

simbidtica.
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3. CAPITULO 2

Ocupacao natural e classificacéo de diferentes géne  ros em nédulos
radiculares de feijoeiro comum (  Phaseolus vulgaris L.) avaliados

em dois sistemas de cultivo

Resumo

Identificou-se a presenca de seis géneros extras ao Rhizobium em nodulos,
cuja expectativa seria sua ocupacdo exclusiva. Estes resultados foram obtidos a
partir do sequenciamento do DNA de dezoito isolados de nodulos radiculares de
feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.), cultivado tanto em condicbes de campo
como de casa de vegetacdo, aonde as plantas foram inoculadas com solo diluido. O
objetivo do presente trabalho foi realizar a caracterizacdo morfofisioldgica, a
identificacdo molecular, avaliar a capacidade de promocéo de crescimento vegetal
destas bactérias e o seu efeito no processo de nodulacédo e fixacdo de nitrogénio por
rizébios. A andlise filogenética foi realizada por meio da regido que codifica a
subunidade menor do ribossomo, 16S rRNA, sendo que as sequéncias obtidas
foram contrastadas em bancos genéticos de dados. A comparacdo das mesmas
demonstrou similaridade dos isolados com espécies pertencentes aos géneros:
Xanthomonas, Pseudomonas, Bacillus, Brevundimonas, Enterobacter e
Burkholderia. A analise do efeito de promocédo de crescimento foi realizada atraves
da producao de acido indolacético (AlA), producao de sideroforos e solubilizacéo de
fosfatos. Exceto por um isolado, todos os demais apresentaram producdo de
sideroforos, apenas seis solubilizaram fosfato e dez produziram quantidade
significativa de AIA. O melhor desempenho foi apresentado por isolados
provenientes de casa de vegetacdo, sendo que LGMB72 (Enterobacter sp.) e
LGMB82 (Pseudomonas sp5.) apresentaram as maiores concentracdoes de AlA,
além da producao de sideroforos e capacidade de solubilizar fosfatos. Para verificar
o efeito dos isolados na FBN, foi realizado um experimento em casa de vegetacéo,
onde as plantas foram coinoculadas com as linhagens em estudo e uma linhagem
comercial de Rhizobium. N&o apresentaram resposta significativa para nodulacéo,

mas importante efeito no teor de nitrogénio da parte aérea, significativamente
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superior quando as plantas foram coinoculadas com R. freirei PRF81" e cada
isolado, quando comparado individualmente com este padrdo comercial. A
associacao foi favoravel entre o rizébio e os isolados LGMB5 (Xanthomonas sp.),
LGMB67 (Pseudomonas sp2.), LGMB76 (Pseudomonas sp3.) e LGMB82

(Pseudomonas sp5.).

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris, sistema de cultivo, PGPR, classificacao

filogenética, coinoculacao
Introducao

O feijao comum (Phaseolus vulgaris L.) € uma leguminosa de grande
impacto na economia brasileira por ser a principal fonte protéica na alimentacdo de
grande parte da nossa populacdo. Trata-se de uma cultura capaz de estabelecer
simbiose com bactérias presentes no solo, capazes de promover a formacdo de
estruturas altamente especificas na raiz da planta hospedeira, os nodulos, aonde
ocorre a Fixacao Biologica do Nitrogénio (FBN). Deste processo, resulta a conversao
do nitrogénio atmosférico (N;) em formas assimilaveis pela planta (EMBRAPA,
2007). A formacgéo e colonizacao destes nddulos é realizada predominantemente por
bactérias pertencentes ao grupo dos rizobios. Entretanto, outros microrganismos sao
capazes de interagir com as espécies fixadoras de nitrogénio, estimulando a
formacédo destas estruturas, assim como atuando na promogéo de crescimento da
planta, que pode resultar no aumento do rendimento da cultura (STURZ et al., 1997,
ARAUJO; HUNGRIA, 1999).

A atuacdo de rizObios associados a bactérias promotoras de crescimento
vegetal (PGPR - Plant Growth Promoting Rhizobacteria) pode ser de forma direta ou
indireta. Os mecanismos de acao direta incluem a sintese de sideréforos, producéo
de fitorménios, solubilizacdo de fosfatos e aceleracdo dos processos de
mineralizagao (SUMAN et al., 2001; AHMAD; AHMAD; KHAN, 2008; ZAIDI et al.,
2009). Por outro lado, dentre os mecanismos de acéo indireta estdo a inducao de
resisténcia sistémica nos vegetais, producdo de antibidticos e antagonismo a
fitopatogenos (EMBRAPA, 2003). Além disso, algumas PGPR podem apresentar
efeito sinergistico com a fixagdo simbidtica do nitrogénio, no caso das leguminosas

(EMBRAPA, 1999). Malfanova (2013) prop0s a classificagcdo desses microrganismos
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em trés grupos principais: 1) promotores gerais de crescimento de plantas, que
utilizam um ou mais mecanismos conhecidos; 2) fertilizantes microbianos para
nutrientes especificos, sendo que os principais sdo nitrogénio, fésforo e ions de
ferro; e 3) microrganismos reguladores do crescimento de plantas através de
mecanismos hormonais. Diversos inoculantes comerciais compostos por PGPR ja
foram desenvolvidos, que atuam suprimindo doencas na planta (bioprotetores),
aumentando a absorcdo de nutrientes (biofertilizadores), ou produzindo fitorménios
(bioestimulantes). Bactérias dos géneros Bacillus, Pseudomonas, Burkholderia e
Agrobacterium estao entre as mais utilizadas (TENUTA, 2003; BHATTACHARYYA;
JHA, 2012)).

Com relacdo a producdo de fitormbnios, 0s microrganismos podem
promover um estimulo ao crescimento vegetal e aumentar a producdo de
metabdlitos pelas plantas que podem ser utilizados para o seu proprio crescimento.
Isto ocorre através de modificagbes na morfologia das raizes (aumento do
comprimento, numero de pélos e raizes laterais), alterando a absorcédo de nutrientes
e agua. Dentre as moléculas descritas estdo as auxinas, as citocininas, as
giberelinas e o etileno, sendo as auxinas os fitorménios mais amplamente estudados
(MANULIS et al.,, 1998; SPAEPEN; VANDERLEYDEN; REMANS, 2007; GLICK,
2012). Estimativas apontam que 80% das bactérias presentes na rizosfera
apresentam capacidade de produzir auxinas reguladoras do crescimento vegetal.
Um exemplo sdo bactérias do género Azospirillum, cujo principal fitorménio
produzido é o acido indolacético (AIA)(DOBBELAERE; VANDERLEYDEN; OKON,
2003).

Uma outra forma de promocédo de crescimento em plantas € através da
solubilizac&o de fosfato indrganico pelas PGPR, transformando o fésforo em formas
assimilaveis pela planta, visto que, depois do nitrogénio, o fésforo (P) é o principal
mineral limitante do crescimento vegetal (KHAN et al.; 2009). Isto é possivel devido a
secrecdo de acidos organicos e fosfatases que facilitam a conversdo das formas
insoltveis de P em formas disponiveis para as plantas hospedeiras (KIM; JORDAN;
McDONALD, 1998; KHAN; ZAIDI; WANI, 2006). Dentre os organismos capazes de
realizar este processo estdo as bactérias dos géneros Pseudomonas, Bacillus,
Rhizobium, Burkholderia, Achromobacter, Agrobacterium, Micrococcus, Aereobacter,
Flavobacterium e Erwinia (RODRIGUEZ; FRAGA, 1999;: BHATTACHARYYA; JHA,
2012).
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Por outro lado, a producdo de sideréforos ocorre em resposta a baixa
disponibilidade de Fe* em solucdo e atuam como promotores de crescimento
vegetal porque disponibilizam esse elemento absorvido para a planta, além de
imobilizar o ferro que estaria disponivel para a proliferacdo de fitopatdgenos
(VESSEY, 2003; INDIRAGANDHI et al., 2008). Sdo moléculas sequestradoras de
ferro de baixo peso molecular e elevada afinidade pelo substrato. Estes compostos
atuam do lado externo da membrana celular, capturando moléculas deste elemento
quimico em solucdo e ligando-se especificamente a receptores do complexo
localizados na membrana, por onde s&o absorvidos, tornando assim o ferro
disponivel para o crescimento dos vegetais (NEILANDS; LEONG, 1986; RAJKUMAR
et al., 2010).

Além de rizébios, o isolamento de bactérias associativas com potencial acao
na promocao de crescimento, a partir de nddulos de leguminosas, tem sido descrito
por diversos autores (BAI et al., 2002; STAJKOVIC et al., 2009; LOPEZ-LOPEZ et
al., 2010; PALANIAPPAN et al.,, 2010; ISSAR et al., 2012; SHARMA; GAUR,;
CHOUDHARY, 2012; TARIQ et al., 2012), sendo que o sistema de cultivo interfere
na diversidade desses organismos (ALBERTON; KASCHUK; HUNGRIA, 2006).
Diferentes linhagens séo capazes de estabelecer e colonizar nédulos em resposta a
diversas condigcbes ambientais, tais como tipo de fertilizagdo e manejo do solo
(KASCHUK et al.,, 2006; GIONGO et al.; 2007); e sua concentracdo, aonde
diferentes bactérias sdo encontradas de acordo com a diluicdo do solo (GRANGE;
HUNGRIA, 2004; OLIVEIRA et al., 2011; OLIVEIRA-FRANCESQUINI et al.; 2014,
em preparacao).

Tendo em vista que o0 processo de nodulacdo € realizado por rizobios,
espera-se que a ocupacao dessa estrutura especializada na fixacdo de N, seja feita
exclusivamente por espécies desse grupo. Entretanto, a coloniza¢do de nédulos por
diferentes géneros deve ser investigada para um melhor entendimento de sua
funcdo no desenvolvimento da planta. Sendo assim, a analise de diversidade destas
bactérias e o conhecimento de sua atuacdo na planta hospedeira auxiliam no
processo de desenvolvimento de tecnologias de baixo custo para a produgdo da
cultura do feijoeiro, como o desenvolvimento de inoculantes. Estes produtos podem
conter espécies fixadoras de nitrogénio ou espécies promotoras de crescimento
vegetal, assim como a combinagcdo mais eficiente entre estes dois tipos. O presente

trabalho teve por objetivo avaliar a diversidade genética de bactérias que colonizam
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nédulos radiculares de feijoeiro comum, em associacdo com rizébios, provenientes
de diferentes sistemas de cultivo: campo e casa de vegetacdo. Também foi avaliado
o efeito dos isolados no processo nodulatorio e fixagdo de nitrogénio em plantas
inoculadas com uma linhagem comercial de Rhizobium, e sua atuagdo na promogao

de crescimento vegetal.

Material e métodos

Selecéo dos isolados

Foram avaliados 18 isolados obtidos a partir de nddulos radiculares de
feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.)(QUADRO 1), cutivado tanto em condi¢des
de campo (C), quanto em vasos contendo solucdo nutritiva isenta de nitrogénio, em
casa de vegetacao (CV). A selecdo dos mesmos foi realizada a partir de dados do
sequenciamento parcial do 16S rRNA, onde foram escolhidos géneros diferentes de
Rhizobium.

Os isolados sdo mantidos em meio de cultura YM liquido (VINCENT, 1970),
contendo glicerol (50%) e armazenados a -20°C. As culturas em uso sdo mantidas
em tubos contendo meio YMA (VINCENT, 1970), acrescido de azul de bromotimol

como indicador de pH e armazenadas a 4 °C.

Caracterizacao morfofisiologica

A morfologia da col6nia (tamanho, cor, mucosidade, transparéncia, bordas e
elevacdo) e a alteracdo de pH do meio foram determinadas apos 3 a 5 dias de
crescimento a 28°C em meio YMA (VINCENT, 1970) contendo azul de bromotimol.
Além disso, o crescimento dos isolados foi avaliado nos meios LB (BERTANI, 1951)
e PY-Ca (MARTINEZ-ROMERO et al., 1991), assim como em TY (SOMASEGARAN;
HOBEN, 1994) a 40°C, e TY modificado para pH 4,0 (HUNGRIA et al., 2000). Todas

as avaliagcOes foram realizadas em triplicata.
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Isolado/Linhagem Caddigo do Cadigo de Linhagem Cdédigo da Caddigo de

isolado/ acesso no linhagem acesso no

linhagem GenBank GenBank

(16S rRNA) (16S rRNA)

Xanthomonas sp. (C) LGMB5 KJ136823 | Brevundimonas nasdae GTC1043" AB071954
Bacillus sp3. (C) LGMBS8 KJ136824 | Burkholderia pyrrocinia LMG14191" U96930
Bacillus sp3. (C) LGMB20 KJ136825 | Burkholderia ambifaria AMMD' AF043302
Brevundimonas sp. (C) LGMB25 KJ136826 | Burkholderia stabilis LMG14294" AF097533
Pseudomonas spl. (C) LGMB30 KJ136827 | Burkholderia diffusa R-15930" AM747629
Pseudomonas sp2. (C) LGMB34 KJ136828 | Enterobacter cancerogenus LMG2693' 796078
Bacillus sp3. (C) LGMB43 KJ136829 | Enterobacter asburiae JCM6051" ABO004744
Burkholderia sp. (C) LGMB50 KJ136830 | Pseudomonas geniculata ATCC19374" AB021404
Bacillus spl. (C) LGMB66 KJ136831 | Pseudomonas beteli ATCC19861" AB021406
Pseudomonas sp2. (C) LGMB67 KJ136832 | Pseudomonas hibiscicola ATCC19867" AB021405
Enterobacter sp. (CV) LGMB72 KJ136833 | Pseudomonas veronii CIP104663" AF064460
Pseudomonas sp3. (CV) LGMB76 KJ136834 | Pseudomonas poae DSM14936' AJ492829
Pseudomonas sp5. (CV) LGMB81 KJ136835 | Pseudomonas trivialis DSM14937" AJ492831
Pseudomonas sp5. (CV) LGMB82 KJ136836 | Pseudomonas cedrina CFML96-198"  AF064461
Bacillus sp2. (CV) LGMB83 KJ136837 | Pseudomonas reinekei MT1' AM293565
Pseudomonas sp4. (CV) LGMB100 KJ136838 | Pseudomonas extremaustralis CT14-3" AJ583501
Pseudomonas sp2. (CV) LGMB106 KJ136839 | Pseudomonas rhodesiae CIP104664" AF064459
Bacillus sp3. (CV) LGMB110 KJ136840 | Pseudomonas orientalis CFML96-170"  AF064457
Bacillus altitudinis 41KF2b" AJ831842 | Pseudomonas monteilii CIP104883" AF064458
Bacillus amyloliquefaciens NBRC15535'  AB255669 | Pseudomonas vancouverensis DhA-51" AJ011507
Bacillus stratosphericus 41KF2aT AJ831841 | Pseudomonas taiwanensis BCRC17751"  EU103629
Bacillus aerophilus 28K" AJ831844 | Pseudomonas marginalis LMG2210" 776663
Bacillus methylotrophicus CBMB205" EU194897 | Pseudomonas koreensis Ps9-14" AF468452
Bacillus siamensis PD-A10" GQ281299 | Pseudomonas migulae CIP105470" AF074383
Bacillus flexus IFO15715' AB021185 | Xanthomonas sacchari LMG471" Y10766
Bacillus megaterium IAM13418" D16273 Xanthomonas melonis LMG8670" Y10756
Brevundimonas vesicularis LMG2350" AJ227780 | Xanthomonas hyacinthi LMG739" Y10754
Brevundimonas mediterranea V4.B0.10" AJ227801 | Xanthomonas translucens LMG876" X99299
Brevundimonas aurantiaca DSM4731" AJ227787 | Xanthomonas albilineans LMG494" X95918
Brevundimonas intermedia ATCC15262"  AJ227786

QUADRO 1 — ISOLADOS E LINHAGENS DE REFERENCIA UTILIZADOS NESTE ESTUDO
NOTA: os isolados (LGMB) foram classificados ao nivel de género. C — isolados de plantas cultivadas
em campo; CV — isolados de plantas cultivadas em casa de vegetagéo

Testes bioquimicos para avaliagdo da capacidade de promoc¢ao de crescimento em

plantas

Para avaliar a capacidade de atuar na promocéo de crescimento de plantas,

os isolados foram submetidos aos seguintes testes, de acordo com as respectivas
referéncias: producdo de sideroforos, através da medida do halo formado ao redor
da colonia (SCHWYN; NEILANDS, 1987); producdo de acido indolacético (AlA),
sendo determinada a concentracdo deste composto por meio de leitura em
espectrofotometro a 540nm (KUSS et al., 2007), e solubilizacédo de fosfatos, atravées
da determinacéo do Indice de Solubilizacdo (IS = diametro do halo / diametro da
colénia), sendo que indices 2 caracterizam baixa capacidade de solubilizagcéo, entre
2 e 4, média capacidade e, 4, alta capacidade de solubilizacdo de fosfatos
(CHAGAS JUNIOR et al., 2010). Todos os testes foram realizados em triplicata. Os
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resultados obtidos na avaliacdo de producdo de AIA foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA), sendo que o delineamento foi inteiramente casualizado, e as
meédias foram comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05), utilizando o programa
Assistat versdo 7.7 beta (SILVA; AZEVEDO, 2009).

Caracterizacdo genética

Sequenciamento do gene 16S rRNA

O DNA dos isolados foi extraido como descrito por Kaschuk et al. (2006) e
para a amplificacdo da regido do DNA que codifica o 16S rRNA foram utilizados os
primers fD1 e rD1 (QUADRO 2). Cada reacao continha, em 50 pL: dNTPs (300 mM
de cada); tampéao de PCR (Tris-base 20 mM, pH 8.4 e KCI 50 mM); primers (15 pmol
de cada); Tag DNA polimerase (1.0 U); e DNA (50 ng). As condicdes das reacoes
foram realizadas de acordo com Menna et al. (2006), sendo que 0s primers
utilizados estdo descritos no QUADRO 2. Os produtos foram purificados por
precipitacdo do DNA com acetato de amonio (4 uL a 7,5 M) e etanol absoluto (60 uL)
e, para a reacdo de sequenciamento, cada amostra continha, em 10uL: 80 ng do
produto de PCR purificado, 3 yuL de dye (DYEnamic ET terminator reagent premix for
the Mega-BACE, Amersham Biosciences®) e 3 pmol de primer (foi realizada uma
reacao para cada um dos primers: fD1, Y2, 362f, 786f e 1203f — QUADRO 2). O
programa utilizado para amplicac&o foi: 35 ciclos de 30 s a 94°C, 15sa 50°C e 90 s
a 60°C, sendo que o produto foi precipitado por acetato de amonio e etanol para
purificacdo do DNA. As amostras foram submetidas a eletroforese em Sequenciador
Automatico de DNA modelo MegaBACE Amersham Biosciences®.

Primer Sequéncia (5’ — 3) Referéncia
fD1 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG WEISBURG et al., 1991
Y2 CCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGT YOUNG; DOWNER; EARDLY, 1991
362f CTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGG MENNA et al., 2006
786f CGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGG MENNA et al., 2006
1203f GAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTC  MENNA et al., 2006
rD1 AAGGAGGTGATCCAGCC WEISBURG et al., 1991

QUADRO 2 - PRIMERS UTILIZADOS PARA O SEQUENCIAMENTO DO 16S rRNA
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Analise Filogenética

Para a construcdo da arvore filogenética, as sequéncias obtidas foram
alinhadas e comparadas com sequéncias existentes no RDP (Ribosomal Database
Project)(COLE et al., 2009). De acordo com o resultado, foram selecionadas as
sequéncias de linhagens de referéncia para a analise filogenética.

O alinhamento das sequéncias foi realizado no MAFFT versdo 7
(http://mafft.cbrc.jp/alignment/server/) e sua edicdo no programa MEGA 5.1
(TAMURA et al., 2011). No mesmo software foi definido o melhor modelo evolutivo
para o conjunto de dados. Para a analise filogenética foram realizados a Inferéncia
Bayesiana, utilizando o MrBayes versdo 3.2 (RONQUIST et al, 2012), e a
construcdo da arvore pelo método da Maxima Verossimilhanca, utilizando o GARLI
Web Service (http://www.molecularevolution.org/software/phylogenetics/garli), com
2000 amostragens na analise de bootstrap para suporte estatistico. Os resultados

foram visualizados no FigTree versdo 1.3.1.

Eifciéncia simbibtica em plantas cultivadas em casa de vegetacéo

As sementes de P. vulgaris (cultivar BRS Estilo) foram desinfestadas
utilizando alcool, hipoclorito de sddio a 10% e agua purificada autoclavada. Foram
plantadas em vasos de Leonard contendo areia e vermiculita (1:2) esterilizados
(VINCENT, 1970), e solugdo nutritiva livre de nitrogénio (BROUGHTON,;
DILWORTH, 1971). Quatro sementes foram semeadas por vaso, cada uma
inoculada com 0,5 mL da cultura de bactérias e 0,5 mL da linhagem padréo, sendo
realizado um desbaste para manutencdo de duas plantas por vaso apés 5 dias de
plantio. O experimento foi montado utilizando delineamento inteiramente casualizado
(DIC), com quatro repeticbes para cada tratamento. Os tratamentos foram: a)
controle sem inoculo e sem aplicacdo de nitrogénio; b) controle inoculado com
R. freirei PRF81', utilizada como inoculante comercial e c) plantas coinoculadas com
as linhagens a serem avaliadas e a a linhagem comercial. As bactérias foram
cultivadas por 48 horas em frascos contendo 10 mL de meio YM (VINCENT, 1970),
sob agitacdo (100 rpm) e temperatura de 28°C. A concentracdo de células foi
verificada em espectrofotdmetro e a densidade o6tica foi padronizada em 0,5. Apods

35 dias de desenvolvimento, foram avaliados por planta: nimero de nédulos (n%pl);
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massa seca de nddulos (mg/pl); massa seca da raiz (g/pl); massa seca da parte

aérea (g/pl), teor de nitrogénio (mg/g) e N total da parte aérea (mg/pl), sendo que o
teor de N foi determinado pelo método de Kjeldahl (AOAC, 1995). Os resultados

obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as meédias foram

comparadas pelo teste de Tukey, com nivel de significAncia p<0,05, utilizando o
programa Assistat versdo 7.7 beta (SILVA; AZEVEDO, 2009). Para ajustar a

normalidade dos dados, como exigéncia deste teste paramétrico, os valores obtidos

foram transformados utilizando-se a férmula V(x+0,5).

Resultados

Caracterizacao genética, morfofisioldgica e promogéo de crescimento

A amplificacdo do gene nifH, a caracterizacdo genética pela sequéncia

parcial do 16S rRNA, os resultados de crescimento bacteriano em condicbes

adversas e dos testes bioquimicos para avaliacdo da capacidade de promocao de

crescimento em plantas estao representados na TABELA 1.

Isolado Classificagcdo LB PY-Ca TY TY Sideréforos AlIA Solub.
40°C pH4,0 (ug/mL) Fosfato
LGMBS5 (C) Xanthomonas sp. + + + - Sim 4,18 +0,67 ¢ Nao
LGMBS (C) Bacillus sp3. - - - Nao 2,13+0,34° Nao
LGMB20 (C) Bacillus sp3. + + + - Sim 10,60 + 2,65 ™ N&o
LGMB25 (C) Brevundimonas sp. + + - - Sim 7,88+1,82° N&o
LGMB30 (C) Pseudomonas spl. + + - + Sim 31,71+6,33 " N&o
LGMB34 (C) Pseudomonas sp2. + + - + Sim 34,51 +2,63" Média
LGMB43 (C) Bacillus sp3. - - - - Sim 32,94 +3,95 " Nao
LGMB50 (C) Burkholderia sp. + + + Sim 14,02 +2,81 " Média
LGMB66 (C) Bacillus sp1. - - - - Sim 6,561 +4,47° Nao
LGMB67 (C)  Pseudomonas sp2.  + + - + Sim 31,53 +2,55" Média
LGMB72 (CV) Enterobacter sp. + + + + Sim 293,79+16,20%  Baixa
LGMB76 (CV)  Pseudomonas sp3.  + + + - Sim 6,34+0,84°¢ Nao
LGMB81 (CV) Pseudomonas sp5. - + - - Sim 9,46 £0,94 ¢ N&o
LGMB82 (CV) Pseudomonas sp5. + + - + Sim 75,68 +5,80° Média
LGMB83 (CV) Bacillus sp2. - - - - Sim 6,04 +1,66 ¢ Nao
LGMB100 (CV) Pseudomonas sp4. - + - + Sim 21,37+2,15" N&o
LGMB106 (CV) Pseudomonas sp2. - + - + Sim 6,34+1,10 ¢ Nao
LGMB110 (CV) Bacillus sp3. - - - - Sim 1,17 £0,29 ¢ Nao

TABELA 1 — CARACTERIZACAO GENETICA, DESENVOLVIMENTO EM CONDICOES ADVERSAS
E TESTES BIOQUIMICOS PARA AVALIACAO DA CAPACIDADE DE PROMOCAO DE
CRESCIMENTO EM PLANTAS

NOTA: -) ndo cresceu; +) cresceu. Os valores de AIA seguidos pela mesma letra ndo diferem

estatisticamente (p<0,05) pelo teste de Tukey. Para a solubilizacdo de fosfatos, indices 2
caracterizam baixa capacidade de solubilizacdo, entre 2 e 4, média capacidade e, 4, alta
capacidade. C — isolados de plantas cultivadas em campo; CV — isolados de plantas cultivadas
em casa de vegetacdo
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Grande parte dos isolados apresentou sensibilidade a temperatura (treze
isolados, 72,2%), visto que ndo cresceram a 40°C. Aproximadamente a metade foi
sensivel ao pH 4,0 (dez isolados, 55,5%). Dez isolados cresceram em meio LB
(55,5%) e treze (72,2%) no meio PY-Ca. Em relacdo aos testes de promocao de
crescimento, com excec¢do de LGMB8 (C), todos os demais produziram sideréforos
(dezessete isolados, 94,4%), dez apresentaram producdo de acido indolacético
(55,5%) acima da concentracdo minima da curva padrdo (8,76 pg/mL) e apenas

cinco (27,8%) apresentaram baixa ou média solubilizacédo de fosfatos.

Andlise filogenética

A arvore filogenética obtida com as sequéncias do 16S rRNA dos isolados e
das linhagens de referéncia (447 pb) esta apresentada na FIGURA 1. Os diferentes
géneros nos nddulos se classificam claramente nos agrupamentos correspondentes.
Também estdo de acordo com os resultados obtidos quando as sequéncias dos
isolados foram comparadas com sequéncias de linhagens de referéncia depositadas
no banco de dados RDP. LGMB5 (C) agrupou com Xathomonas sp., LGMB25 (C)
com Brevundimonas sp., LGMB50 (C) com Burkholderia sp. e LGMB72 (CV) com
Enterobacter sp. Os isolados que agruparam com Bacillus sp. foram LGMBS8 (C),
LGMB20 (C), LGMB43 (C), LGMB66 (C), LGMB83 (CV) e LGMB110 (CV), enquanto
que LGMB30 (C), LGMB34 (C), LGMB67 (C), LGMB76 (CV), LGMB81 (CV),
LGMB82 (CV), LGMB100 (CV) e LGMB106 (CV) estdo no grupo de
Pseudomonas sp.

Para o género Bacillus foi analisado um fragmento de 974 pb do gene
16S rRNA, sendo que LGMBS8 (C), LGMB20 (C), LGMB43 (C) e LGMB110 (CV)
apresentaram similaridades com cada espécie do grupo B. altitudinis/
B. stratosphericus/B. aerophilus de 100%, 99,3%, 100% e 99,8%, respectivamente.
Os isolados LGMB66 (C) e LGMB83 (CV) agruparam com B. megaterium (99,5% de
similaridade) e B. amyloliquefaciens/B. methylotrophicus (99,7% de similaridade),
respectivamente. Em relacdo aos géneros Brevundimonas e Burkholderia, o
fragmento de 1398 pb de LGMB25 (C) apresentou 99,5% de similaridade com as
espécies Brevundimonas vesicularis e Brevundimonas nasdae, enquanto que 605 pb
do 16S rRNA de LGMB50 (C) sédo 99,6% similares ao mesmo fragmento de
Burkholderia diffusa. Ainda, LGMB72 (CV) apresentou 98,4% de similaridade com
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Enterobacter asburiae (570 pb), e a sequéncia de 783 pb de LGMB5 (C) foi idéntica
as sequéncias das espécies Xanthomonas melonis e X. translucens. Finalmente, o
isolados classificados como Pseudomonas sp. apresentaram as seguintes
similaridades (447 pb): LGMB30 (C) — 99,3% com P. geniculata/P. beteli; LGMB76
(CV) — 100% com P. monteilii; LGMB81 (CV) — 99,7% com P. marginalis; LGMB82
(CV) — 99,3% com P. veronii/P. extremaustralis/P. marginalis; LGMB100 (CV) —
100% com P. reinekei/P. vancouverensis/P. koreensis; e LGMB34 (C), LGMB67 (C)
e LGMB106 (CV) — 100% com P. cedrina.

Efciéncia simbidtica em plantas cultivadas em casa de vegetacao

Os resultados das avaliacdes realizadas com as plantas coinoculadas com
os isolados e a linhagem utilizada como inoculante comercial Rhizobium freirei
PRF81" estdo apresentados na TABELA 2. Considerando as plantas coinoculadas,
nao houve aumento expressivo tanto para nodulagcdo, como nas massas da parte
aérea e radicular, quando comparado ao uso do padrdo R. freirei PRF81.
Entretanto, foi observada diferenca entre os controles, sendo que todos os
parametros analisados tiveram indices inferiores para o controle sem inoculo, de
acordo com o esperado. Foi expressiva a alta concentracéo de nitrogénio observada
nos dados de massa aérea da planta, cujos resultados estatisticamente significativos
discriminam os controles em relacdo aos tratamentos. Para este mesmo parametro
estimado destacaram-se os isolados LGMB5 (C) e LGMB67 (C), ambos isolados de
plantas cultivadas em condi¢cfes de campo e classificados como Xanthomonas sp. e
Pseudomonas sp., respectivamente. Os indices de N total obtidos foram
63,473 mg/pl para LGMB5 e 64,408 mg/pl para LGMB67, superiores aos

56,894 mg/pl observados no padrdo comercial.
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L Brevundimanas auramisca DSMAT31T {AJ227T8T)
Brevundimonas intermedia ATCC152627 (AJ227786)
Brevundimonas nasdae GTC10437 (4BOT1954)
Brevundimonas vesicularis LMG23507 (AJ227780)

100

Resistente a alta temperatura

—
oas

FIGURA 1 — ARVORE FILOGENETICA GERADA COM AS SEQUENCIAS DO 16S rRNA DOS
ISOLADOS E LINHAGENS DE REFERENCIA, UTILIZANDO O METODO DA MAXIMA
VEROSSIMILHANCA E KIMURA-2-PARAMETROS COMO MODELO EVOLUTIVO (OS
CODIGOS DE ACESSO NO GENBANK ESTAO ENTRE PARENTESES)

Nota: C — isolados de plantas cultivadas em campo e CV — isolados de plantas cultivadas em casa de
vegetacao
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Tratamento Numero Massa Massa raiz Massa Nitrogénio N total

n?ndo%?)s r}ﬂ?gulgi (g/pl) aérea (9/pl) (mg/g) (mg/pl)
Xarl;tcﬁlc\)ﬂrr?c?n(a(l;)sp. 333,752 266,03 0,440 1,703 37,246 ™ 63,4732
I;_;:I;I/:Sss ég% 263,752 24533 % 0,439 1,561 2 37,376 ™ 58,295 2
E(;E/iﬁzsosécs). 313,002 216,38 0,485 1,321 37,260 ™ 49,241 *°
Brebm?nﬁgrfg sp. 328,75 2 237,93 0,462 ® 1,436 % 38,042 *° 54,657 2°
PseLu?jlrggga(g )spl. 297,25 2 233,63 % 0,451 % 1,224 % 38,402 *° 46,921
PseLu?:ilé)/ﬁgﬁa(g )sp2. 296,75 2 228,88 0,484 % 1,379 % 36,442 *° 50,049 2°
E(;E/iﬁ?sécs). 327,50 2 249,85 0,444 % 1,611°2 37,830 ™ 61,125 2
BLIJ_r(IBG'\]/lo?ggri(anp. 332,752 236,58 0,454 % 1,471 35,358 ™ 52,288 2
Ié(gl\:flﬁ?s(p?. 226,50 2 168,30 ° 0,334° 0,943° 40,096 * 37,684 ¢
PseLu?:ilé)/ﬁgZa(g )sp2. 335,00 ° 247,05 % 0,471 % 1,619 2 39,798 *° 64,408
E;?e“:loi?ct(ecr\;)p. 335,50 2 236,40 * 0,433 1,421 % 38,276 *° 54,244 2
Psléﬁxﬁztfngivs)ps. 334,752 252,43 % 0,471 % 1,598 39,008 ** 62,278 *
Pslé(jcl;g?nsoln;?/s)ps. 229,75 ° 194,25 0,413 % 1,071 34,274 ° 36,660 ©
Pslé(jcl;g?nsc?nﬁvs)ps. 315,50 ° 266,30 ° 0,441 % 1,383 % 45,052 ° 62,320 *°
Lga'\giﬁsg S(SZ) 304,00 2 227,85 % 0,438 1,220 % 37,752 ™ 46,395 *°
Pé_e(i'\él(?niggésc \s/r))4. 309,50 ° 240,43 0,516 1,276 37,188 ™ 47,183 *°
Pé_g\élc?nl]gﬁa(g \sgz. 299,50 2 231,70 0,470 ® 1,306 36,672 *° 47,973 %
ngﬂclialﬁ;lsos(p%\./) 224,50 2 208,85 2 0,385 1,168 35,450 *° 41,046
Controle sem inéculo 0,00° 0,000 © 0,433 % 0,395 ¢ 25,186 ° 11,627 ¢
R. freirei PRF81' 356,25 ° 283,80 ° 0,502 2 1,571° 36,008 " 56,894 **°

TABELA 2 — TEOR DE NITROGENIO E N TOTAL DA PARTE AEREA, NUMERO DE NODULOS,

MASSA SECA DA RAIZ, DOS NODULOS E DA PARTE AEREA DAS PLANTAS
COINOCULADAS COM OS ISOLADOS UTILIZADOS NESSE ESTUDO E R. freirei

NOTA: Os valores seguidos pela mesma letra ndo diferem estatisticamente (p<0,05) pelo teste de
Tukey. C — isolados de plantas cultivadas em campo; CV — isolados de plantas cultivadas em
casa de vegetacdo

Discussao

O processo nodulatorio em leguminosas é estabelecido por bactérias do

grupo dos rizobios e espera-se que a ocupacdo dessas estruturas seja realizada

exclusivamente por espécies pertencentes a este grupo. No entanto, esse fato néo

foi observado quando as sequéncias do gene ribossomal 16S rRNA de isolados de

nédulos de feijoeiro comum foram avaliadas. Com base na classificacdo obtida pela
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analise dessa regido, entre os géneros extras ao Rhizobium, houve predominancia
de Pseudomonas, especialmente em plantas cultivadas em casa de vegetacao. Esse
fato ja foi observado por Sharma, Gaur, Choudhary (2012) entre isolados de nédulos
radiculares de Cicer arietinum L. e Vigna aconitifolia L, sendo que as bactérias
apresentaram producdo de AIA e sideroforos, além da capacidade de solubilizar
fosfato inorganico. Esses dados demonstram que diferentes bactérias podem ser
encontradas colonizando nédulos radiculares de leguminosas, beneficiando a planta
por um ou mais mecanismos. Além disso, a presenca de Pseudomonas spp. nessas
estruturas foi descrita por Issar et al. (2012), que isolaram diferentes espécies desse
género a partir de nodulos radiculares de cinco espécies: Trifolium pretense,
Cicer arietinum, Amaranthus polygamus, Vigna mungo, e Trigonella foenum. Ainda,
diversos mecanismos de promocao de crescimento vegetal ja foram observados em
Pseudomonas spp., sendo que alguns exemplos sdo producéo de AlA e sideroéforos,
e solubilizacdo de fosfatos por P. putida e P. aeruginosa (AHEMAD; KHAN, 2010;
AHEMAD; KHAN, 2011a, 2011b; AHEMAD; KHAN, 2012a, 2012b, 2012c); e
producdo de sideroforos por P. fluorescens (BRAUD et al., 2009). Isto também esti
em concordancia com os resultados obtidos nesse trabalho, sendo que todas as
bactérias apresentaram pelo menos um dos mecanismos de promocdo de
crescimento avaliados. Todos os isolados identificados como Pseudomonas spp.
produziram sideroforos, além de apresentarem resisténcia a alta temperatura
(Pseudomonas sp3. LGMB76) e ao pH acido (demais isolados), caracteristicas
predominantes no solo brasileiro. Esses resultados demonstram o potencial de
espécies desse género na promoc¢do do crescimento vegetal e capacidade de
desenvolvimento em condi¢cdes ambientais adversas.

Diversos estudos realizados associando-se rizébios a PGPR ja foram
realizados em leguminosas. Malik; Sindhu (2011) observaram aumento na
nodulacdo e massa seca da planta, utilizando uma linhagem produtora de AIA
associada a Mesorhizobium sp. em grao de bico. No presente estudo, a maior
producdo de AIA foi observada em LGMB82 (CV)(75,68 pg/mL), que também foi
capaz de solubilizar fosfato inorganico, onde os isolados LGMB34 (C) e LGMB67 (C)
apresentaram média capacidade de solubilizagéo dos sais utilizados. Entretanto, ndo
promoveram aumento na nodulacdo. Por outro lado, o uso de LGMB67 (C) e
LGMB82 (CV) associados ao rizébio apresentaram indices de N (64,408 mg/pl e

62,320 mg/pl, respectivamente) superiores ao padrao comercial, quando utilizado
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isoladamente (56,894 mg/pl). Esse resultado também foi observado por Stajkovic et
al. (2011) em feijoeiro comum coinoculado com R. phaseoli e Pseudomonas sp,
indicando um desempenho superior do rizébio quando associado a PGPR no
nodulo. Sendo assim, LGMB67 e LGMB82 apresentaram resposta favoravel no
desenvolvimento vegetal, quando associados ao rizébio, demonstrando o potencial
dessa interacdo no incremento da producao na cultura de P. vulgaris.

A presenca de Bacillus spp. em nodulos e sementes de leguminosas tem
sido descrita por diversos autores (BAIl et al., 2002; STAJKOVIC et al., 2009;
LOPEZ-LOPEZ et al., 2010; PALANIAPPAN et al., 2010; TARIQ et al., 2012), e
varios mecanismos de promocado de crescimento em plantas tem sido identificados
(JOSEPH; PATRA; LAWRENCE, 2007; WANI; KHAN; ZAIDI, 2007; AHMAD;
AHMAD; KHAN, 2008; PALANIAPPAN et al.,, 2010; WANI; KHAN, 2010). Nesse
trabalho, dos seis isolados classificados como Bacillus sp., quatro sdo provenientes
de plantas cultivadas a campo. Considerando que LGMB43 (C) apresentou
producao significativa de AlA, gue nenhum dos isolados desse género foi capaz de
solubilizar fosfato, mas que todos produziram sideréforos (com excecao de LGMBS),
pode-se verificar que estas bactérias podem contribuir favoravelmente com um ou
mais parametros para a FBN ou promoc¢ao de crescimento. Ainda, de acordo com
estes resultados, ndo ha sustentacdo bioquimica que permita a identificacdo de
todas as variaveis produzindo uma “super” linhagem. E necessario levar em conta o
tipo de resposta buscado como critério de selecdo, embora os isolados também néo
tenham contribuido para o aumento do desempenho do padrdo Rhizobium freirei
PRF81" na eficiéncia simbidtica. Por outro lado, a atuacdo de algumas espécies do
género Bacillus, quando utilizadas coinoculadas com rizébios, ja foi avaliada quanto
a capacidade de aumentar a produtividade de algumas culturas, apresentando
resultados positivos. Dentre as contribuicbes desses microrganismos estao o
aumento da producdo de gréaos, da massa total das plantas, da concentracédo de
leghemoglobina e atividade da nitrogenase (FIGUEIREDO et al., 2008; TARIQ et al.,
2012).

Uma menor frequéncia de isolados por género identificado aparece em
Xanthomonas, que agrupa com o LGMB5 (C), Brevundimonas com o LGMB25 (C) e
Burkholderia com o LGMB50 (C), todos provenientes de plantas cultivadas a campo.
LGMB72 (CV) agrupa com Enterobacter, e foi isolado de planta cultivada em casa de

vegetacdo. LGMB72 (CV) foi capaz de solubilizar fostato e produziu a maior
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concentracdo de AIA (293,79 pg/mL), entre todos os isolados utilizados neste
trabalho. Além disso, se adaptou a diferentes meios de cultivo e resistiu a alta
temperatura e ao baixo pH, demonstrando seu potencial na contribuicdo do
desenvolvimento vegetal e resisténcia a condicdes ambientais estressantes. Varios
mecanismos de promocao de crescimento utilizados por Enterobacter spp. foram
descritos por Kumar et al. (2008) e Ahemad; Khan (2010), o que esta de acordo com
os resultados obtidos no presente trabalho. Ainda, a producdo de AIA e de
sideroforos, além da solubilizacdo de fosfatos também ja foram descritas para
Xanthomonas spp. (SHENG; XIA, 2006) e Burkholderia spp. (JIANG et al., 2008).
LGMB5 (Xanthomonas sp.) apresentou resposta favoravel na eficiéncia simbiotica,
guando associado com a linhagem padrdo de Rhizobium, e LGMB50 (Burkholderia
sp.) mostrou-se capaz de se desenvolver em diferentes meios de cultivo, além de
resistir a temperatura de 40°C e pH 4,0.

A sequéncia que codifica a subunidade ribossémica 16S rRNA possui nove
regides variaveis (VAN de PEER; CHAPELLE; de WACHTER, 1996), sendo que 0s
fragmentos analisados para todos os géneros encontrados compreendem algumas
das regifes informativas, possibilitando portanto, a classificacdo ao nivel de género.
Devido a proximidade entre as linhagens de referéncia utilizadas na andlise
filogenética, ndo foi possivel identificar os isolados em nivel de espécie, sendo
necessario o uso de mais sequéncias codificantes para realizar um posicionamento
taxondmico mais preciso (GEVERS et al, 2005, THOMPSON et al.,, 2005;
THOMPSON; SWINGS, 2006; MARTENS et al.,, 2007; MARTENS et al., 2008;
RIBEIRO et al., 2009, 2012; DEGEFU; WOLDE-MESKEL; FROSTEGARD, 2011;
KAWAGUCHI, 2011; LU et al, 2011; LARANJO; YOUNG; OLIVEIRA, 2012;
DALL’AGNOL et al., 2013). Entretanto, as informacgfes obtidas ja foram suficientes
para observar a maior diversidade de géneros entre os isolados provenientes de
plantas cultivadas em condigBes de campo, em relacdo as bactérias originadas de
casa de vegetacdo. No entanto, ao analisar a arvore filogenética obtida neste
trabalho, observa-se que o0s isolados pertencentes aos géneros Bacillus e
Psedudomonas podem ser classificados em diferentes espécies, 0 que aumenta a
diversidade das bactérias obtidas a partir de plantas cultivadas em casa de
vegetacdo. Em contraste aos resultados obtidos por Oliveira-Francesquini et al.

(2014, em preparacao), onde a capacidade nodulatoria de rizébios foi condicionada
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pelo sistema de cultivo em plantas de P. vulgaris, nesse estudo nao foi observada
colonizagdo de nédulos de acordo com o0 ambiente.

A contaminacao de rios e solos resultante do uso dos fertilizantes contrapde
seu beneficio de suprir as necessidades de elementos como o fosforo e o nitrogénio
nas culturas de gréaos, além de elevar substancialmente o custo de producéo. Esta é
a razdo da crescente pesquisa que permita apresentar alternativas sustentaveis e
gue minimizem o custo do pacote tecnologico da producdo de culturas importantes
(MALFANOVA, 2013), como a do feijoeiro. A utilizacdo de microrganismos capazes
de fornecer os nutrientes necessarios para a planta a partir do ambiente é uma
alternativa para a substituicdo da adubacdo quimica. Sendo assim, a fixacdo
bioldgica do nitrogénio realizada pelos rizébios é a principal fonte deste elemento
(VANCE, 2001) e a atuacédo sinergistica de algumas PGPR pode contribuir para o
fornecimento de outros nutrientes, dentre eles o fésforo (EMBRAPA, 1999; KHAN et
al., 2009). De acordo com os resultados dos testes de promocédo de crescimento
vegetal realizados com as bactérias utilizadas neste estudo, 0os microrganismos
associados & Rhizobium freirei PRF81" nos nédulos possivelmente exercem alguma
funcd@o no desenvolvimento das plantas, além de contribuir para 0 aumento da FBN
por rizobios.

Apesar de ndo apresentarem resposta significativa na nodulagdo quando
coinoculados com a linhagem comercial de Rhizobium, todos os isolados foram
capazes de responder favoravelmente ao menos a um dos fatores envolvidos na
promoc¢do de crescimento vegetal, além de promoverem aumento da concentracao
de nitrogénio na sua parte aérea. Tendo em vista essas avaliacbes, as bactérias
originadas do cultivo em casa de vegetacdo apresentaram melhor desempenho
guanto aos mecanismos apresentados por PGPR, em relacdo aos provenientes de
campo. Isto pode ser evidenciado especialmente no isolado LGMB72
(Enterobacter sp. - CV), que apresentou a maior producdo de AIA, o melhor
desenvolvimento nas condi¢cdes adversas, além de produzir sideroforos e solubilizar
fosfatos (TABELA 1). Ainda, considerando o efeito na eficiéncia simbiotica quando
associados a rizobios, dois isolados de campo (LGMB5 — Xanthomonas sp. e
LGMB67 — Pseudomonas sp2.) e dois de casa de vegetacdo (LGMB76 -
Pseudomonas sp3. e LGMB82 — Pseudomonas sp5.) apresentaram resposta
favoravel, demonstrando seu potencial beneficio no desenvolvimento vegetal,

podendo contribuir para 0 aumento da produtividade da cultura do feijoeiro.
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4. DISCUSSAO GERAL

A caracterizacdo genética dos isolados de nddulos de Phaseolus vulgaris,
utilizados neste estudo, demonstrou grande diversidade de bactérias, expressa por
diferentes géneros, aonde era esperada a presenca exclusiva de Rhizobium. No
entanto, ja tem sido relatada a ocupacdo natural destas bactérias em nddulos de
leguminosas (BAI et al., 2002; STAJKOVIC et al., 2009; LOPEZ-LOPEZ et al.; 2010;
PALANIAPPAN et al., 2010; ISSAR et al., 2012; SHARMA; GAUR; CHOUDHARY,
2012; TARIQ et al., 2012). Esses microrganismos possivelmente exercem alguma
funcdo no desenvolvimento do hospedeiro, o que foi demonstrado pelos resultados
dos testes que avaliaram a capacidade dos isolados na promoc¢é&o de crescimento
vegetal. Todos eles apresentaram ao menos um dos mecanismos analisados
(producdo de AIA, producdo de sideréforos e solubilizacdo de fosfato), além do
incremento nos indices de nitrogénio na parte aérea das plantas, quando associados
a rizébios. Considerando essa interacdo, os isolados mais promissores para 0
incremento na produtividade do feijoeiro foram LGMB5 (Xanthomonas sp.), LGMB67
(Pseudomonas sp2.), LGMB76 (Pseudomonas sp3.) e LGMB82 (Pseudomonas
sp5.).

A influéncia do sistema de cultivo pode ser observada na competitividade
dos rizébios que estabeleceram nodulacdo, assim como em seus resultados nos
testes de eficiéncia simbidtica, sendo que as bactérias provenientes de condi¢des de
casa de vegetacdo apresentaram os maiores indices de N fixado na planta. Desta
forma, LGMB73 mostrou-se o isolado mais promissor para a produgdo de
inoculantes. Além disso, as bactérias obtidas a partir deste sistema de cultivo, ndo
classificadas como Rhizobium, apresentaram os melhores indices nos testes que
avaliaram a capacidade de promocédo de crescimento vegetal, com bons resultados
na producado de AlA e de sideréforos, além da capacidade de solubilizar fosfato. Em
plantas cultivadas a campo, bactérias pouco competitivas foram capazes de
estabelecer nodulagéo, fato que foi demostrado pela maior diversidade genética de
Rhizobium spp., e confirmado por sua baixa eficiéncia simbidtica (com excec¢do de
LGMB61). Por outro lado, isolados provenientes de casa de vegetagao
apresentaram baixa diversidade e alta eficiéncia simbibtica. Diferentes indices de

diversidade em resposta ao sistema de cultivo ja foram observados em rizébios, em



73

diversos estudos utilizando elementos repetitivos do genoma (GRANGE; HUNGRIA,
2004; ALBERTON; KASCHUK; HUNGRIA, 2006; KASCHUK et al., 2006; GIONGO
et al.,, 2007; OLIVEIRA et al., 2011). No presente trabalho, a diversidade foi
confirmada através da caracterizacdo genética por meio de sequenciamento dos
genes ginll, gyrB, recA, além do 16S rRNA.

Considerando somente o grupo dos rizobios, apenas R. miluonense foi
isolado de plantas cultivadas em casa de vegetacdo. Diferente do esperado e
descrito na literatura, essas bactérias apresentaram os melhores resultados no
experimento de eficiéncia simbibtica. O principal hospedeiro dessa espécie é
Lespedeza sp., sendo capaz de estabelcer nodulagdo em P. vulgaris, porém
ineficiente na fixacdo de nitrogénio (GU et al., 2008). Esses dados sugerem a
transferéncia do plasmideo simbiotico tipico de espécies capazes de nodular o
feijoeiro, para R. miluonense. Por outro lado, bactérias dos grupos de
R. leguminosarum e R. radiobacter estdo presentes entre os isolados de campo. De
acordo com as arvores obtidas na analise filogenética, considerando o0s genes
housekeeping, as bactérias classificadas como R. leguminosarum (por meio de
sequéncias de 16S rRNA) formam um grupo com a linhagem WSM2304, separado
das demais linhagens utilizadas como referéncia dessa espécie, com forte suporte
estatistico. Isto foi observado tanto nas arvores filogenéticas individuais de cada
gene, quanto na concatenada, sendo que estas bactérias devem ser descritas como
espécie nova. Resultados semelhantes foram obtidos por Ribeiro et al. (2013),
utilizando os mesmos genes. Em relacéo a R. radiobacter, a auséncia do gene nifH e
ineficiéncia simbidtica estdo de acordo com estudos realizados por Mhamdi et al.
(2005), que descrevem a capacidade desta espécie de colonizar nodulos, porém
sem a presenca do plasmideo simbidtico. Aléem disso, LGMB9 mostrou-se
geneticamente similar a linhagem tipo de R. radiobacter (ATCC19358") enquanto
que LGMB26 agrupou com Rhizobium sp2. C58, que devem ser avaliados quanto a
sua classificacdo ao nivel de espécie.

Os demais géneros isolados dos nddulos de feijoeiro utilizados nesse estudo
foram Bacillus, Brevundimonas, Burkholderia, Enterobacter, Pseudomonas e
Xanthomonas, sendo Pseudomonas predominante em casa de vegetacdo. Como
descrito anteriormente, bactérias provenientes desse sistema de cultivo
apresentaram os melhores resultados nos testes de promoc¢édo de crescimento.

Vérios mecanismos de atuacdo no desenvolvimento vegetal tem sido descritos para
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essas bactérias, incluindo os avaliados neste estudo (producéo de AlA e sideroéforos,
solubilizacdo de fosfatos)(SHENG; XIA, 2006; JIANG et al., 2008; KUMAR et al.,
2008; BRAUD et al., 2009; PALANIAPPAN et al., 2010; AHEMAD; KHAN, 2012).
Quanto ao seu efeito na eficiéncia simbidtica em associacdo com rizébios, dois
isolados de campo (LGMB5 e LGMB67) e dois de casa de vegetacdo (LGMB76 e
LGMB82) apresentaram resultados favoraveis no desenvolvimento da planta.

5. CONCLUSOES GERAIS

» O centro de origem da planta hospedeira (Phaseolus vulgaris L.) n&o

influenciou na colonizagao dos isolados.

» O sistema de cultivo interferiu na capacidade nodulatéria de rizébios, sendo
que maior diversidade genética foi observada entre isolados de plantas

cultivadas a campo.

» Os isolados provenientes de plantas cultivadas em casa de vegetagado foram
classificados como R. miluonense, enquanto que os provenientes de plantas
cultivadas em campo foram distribuidos em Rhizobium sp1l., Rhizobium sp2. e

R. radiobacter.

» As bactérias classificadas como R. miluonense apresentaram os melhores
resultados na avaliacdo da eficiéncia simbidtica, cuja linhagem tipo forma

apenas nodulos ineficientes em P. vulgaris.

» R. miluonense LGMB73 mostrou-se o isolado mais promissor para a producao

de inoculantes.

» Os isolados n&o classificados como Rhizobium (LGMB5 — Xanthomonas sp.;
LGMB67 — Pseudomonas sp2.; LGMB76 — Pseudomonas sp3. e LGMB82 —
Pseudomonas sp5.) também apresentaram bons resultados quanto ao
aumento da fixacdo de nitrogénio, quando coinoculados com R. freirei
PRF81".

» Isolados classificados como R. leguminosarum por meio do 16S rRNA, assim

como a linhagem WSM2304, devem ser descritos como nova espécie.
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» Para o grupo de R. leguminosarum, a andlise filogenética baseada no gene
16S rRNA mostrou-se insuficiente para a classificacdo taxonémica a nivel de

espécie, sendo necessario, portanto, o uso de MLSA.

» Em relacdo ao grupo de R. radiobacter, LGMB26 mostrou-se similar a
Rhizobium sp2. C58, e ndo foram posicionados no ramo da linhagem tipo
R. radiobacter ATCC19358". LGMB9 foi classificado como R. radiobacter e

apresentou resultados contrastantes a LGMB26 na eficiéncia simbiotica.

» Estudos mais aprofundados devem ser realizados para classificar LGMB26 ao
nivel de espécie, assim como a linhagem utilizada como referéncia

Rhizobium sp2. C58, atualmente classificada como R. radiobacter.

» Considerando os testes que avaliaram a capacidade das bactérias de
promoverem crescimento vegetal, os isolados de casa de vegetacdo
apresentaram o0s melhores resultados (LGMB72 - Enterobacter sp. e
LGMB82 — Pseudomonas sp5.).
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APENDICE

MATERIAL E METODOS

1. Meios de Cultura

1.1. Meio YMA (VINCENT, 1970)
Manitol 10,09
KoHPO4.3H,0 0,5 g
NacCl 0,1g
MgS0O,4.7H,0 0,29
Extrato de Levedura 109
Agar 15,0 ¢

O volume final foi completado para 1000 mL com agua purificada. O pH foi
ajustado entre 6,7-6,9 com NaOH 1 M e/ou HCI 1 N conforme a necessidade. O

meio foi autoclavado e armazenado em temperatura ambiente.
1.2. Meio YMA-Azul de Bromotimol

Foi adicionado ao volume final de 1000 mL do Meio YMA 5 mL do corante
Azul de Bromotimol (0,5%). O pH foi ajustado entre 6,7-6,9 e 0 meio foi autoclavado

e armazenado em temperatura ambiente.

1.3. Meio LB (BERTANI, 1951)

Triptona 109
NacCl 59
Extrato de levedura 59

Agar 59
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O volume final foi completado para 1000 mL com agua purificada. O pH foi
ajustado para 7,0 com NaOH 1 M e/ou HCI 1 N conforme a necessidade. O meio foi

autoclavado e armazenado a temperatura ambiente.

1.4. Meio PY-Ca (MARTINEZ-ROMERO et al., 1991)

Peptona 59
Extrato de levedura 39
Agar 159

O volume final foi completado para 1000 mL com agua purificada. O pH foi
ajustado entre 6,7-6,9 com NaOH 1 M e/ou HCI 1 N conforme a necessidade. O

meio foi autoclavado e armazenado a temperatura ambiente.

1.5. Meio TY (SOMASEGARAN; HOBEN, 1994)

Triptona 59
Extrato de levedura 39
CacCl, 09g¢
Agar 159

O volume final foi completado para 1000 mL com agua purificada. O pH foi
ajustado entre 6,7-6,9 com NaOH 1 M e/ou HCI 1 N conforme a necessidade. O

meio foi autoclavado e armazenado a temperatura ambiente.

1.6. Meio TY pH 4,0 (HUNGRIA et al., 2000)

Triptona 5¢
Extrato de levedura 39
CaCl, 09g¢g

O volume final foi completado para 1000 mL com agua purificada. O pH foi
ajustado para 4,0 com NaOH 1 M e/ou HCI 1 N conforme a necessidade. O meio foi

autoclavado e armazenado a temperatura ambiente.
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1.7. Meio DYGS (RODRIGUES NETO; MALAVOLTA JUNIOR, VICTOR, 1986)

Dextrose 209
Peptona 159
Extrato de levedura 20g
KoHPO,4.3H,0 059
MgSO4 .7H.0 059
Acido L-glutamico 1,59
Agar 15,0 ¢

O volume final foi completado para 1000 mL com agua purificada. O pH foi
ajustado para 7,0 com NaOH 1 M e/ou HCI 1 N conforme a necessidade. O meio foi

autoclavado e armazenado a temperatura ambiente.

1.8. Meio GL (CHAGAS JUNIOR et al., 2010)

Glicose 10,0 g
Extrato de levedura 20g
Agar 15,0 ¢

O volume final foi completado para 1000 mL com agua purificada. O pH foi
ajustado para 6,5 com NaOH 1 M e/ou HCI 1 N conforme a necessidade. O meio foi

autoclavado e armazenado a temperatura ambiente.

2. Solucdes e Reagentes

2.1. NaCl0,25M

NaCl 14,61 g
Agua purificada p/ 1000 mL

A solucéo foi autoclavada e mantida a 4<C.



2.2.

2.3.

2.4.

2.5.

2.6.

Acetato de Sodio 0,3 M

Acetato de Sodio Anidro 24,63 g
Agua purificada p/ 1000 mL

A solucéo foi autoclavada e mantida a 4C.

SDS 10%
Dodecil sulfato de sodio 10g
Agua purificada p/100 mL

A solucéo foi autoclavada e mantida a temperatura ambiente.

Solucéo Salina 0,85%

NaCl 8,59
Agua purificada p/ 1000 mL

A solucéo foi autoclavada e mantida a 4<C.

EDTAO05M
EDTA 37,22 ¢
Agua purificada p/ 200 mL

O pH foi ajustado para 8,0 com a adicdo de NaOH 1 M.
Tris HCI-EDTA (TE) 10:1
Tris-HCI 1 M pH 8,0 1mL

EDTA 0,5M pH 8,0 0,2 mL
Agua purificada p/ 100 mL
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2.7. Tris HCI-EDTA (TE) 50:20

Tris-HCI 1 M pH 8,0
EDTA 0,5M pH 8,0
Agua purificada

2.8. Tris HCI-EDTA (TE) 100:50

Tris-HCI 1 M pH 8,0
EDTA 0,5M pH 8,0

Agua purificada
2.9. PBS
NacCl

Na,HPO4 anidro
Agua purificada

5mL
4 mL
p/ 100 mL

10 mL
10 mL
p/ 100 mL

1,745 g
0,568 g
p/ 100 mL
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O pH foi ajustado para 7,4 com HCI 1 M. A solucéo foi autoclavada e

mantida a 4<C.

2.10. DNA polimerase

A enzima Tag DNA polimerase utilizada nas reacfes de amplificacao foi da

marca Invitrogen, na concentracéao de 5 U/uL.

2.11. dNTPs

Os quatro desoxirribonucleotideos (dAPT, dTTP, dGTP, dCTP) estoques

(100 mM), foram diluidos em agua ultra pura a 2,5 mM (solucdo de uso). Nas

reacdes de amplificacéo, a concentracao final utilizada foi de 0,3 mM de cada dNTP.



83

2.12. Gel de Agarose (0,8%)

Agarose 0,89
Tampao TBE 1x 100 mL

2.13. Gel e Agarose (1,5%)

Agarose 159
Tampao TBE 1x 100 mL

2.14. Marcador de peso molecular (DNA Ladder 100pb LUDWIG BIOTEC)

O marcador de peso molecular foi diluido no momento do uso na proporgéo
de: 1 yL de marcador : 1 pL do tampédo da amostra : 4 pL de agua ultra pura

autoclavada.

2.15. Marcador de peso molecular (DNA de fago lambda clivado com Hind Il Gibco)

O marcador de peso molecular foi diluido no momento do uso na proporgéo
de: 1 yL de marcador : 1 pL do tampédo da amostra : 4 pL de agua ultra pura

autoclavada.

2.16. Solucédo de Brometo de Etidio (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 1989)
Foram dissolvidos 1,0% (p/v) de brometo de etidio em &gua destilada,

agitando-se por varias horas. A solugdo foi estocada a temperatura ambiente. Para

revelacao, diluiu-se 5 pL. em 100 pL de agua destilada.

2.17. Tampao de Corrida TBE 10x pH 8,0

Tris base 54 g
Acido Bérico (H3BO5) 27,59
EDTA 4,659

Agua purificada p/ 500 mL
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2.18. Tampaéao de Corrida TBE 1x pH 8,0

TBE 10x 100 mL
Agua purificada p/ 900 mL
2.19. RNAse

Foi preparada na concentracdo de 10 mg/mL de Tris-HCL (pH 7,5) e 15 mM

de NaCl, aquecida a 100°C por 15 minutos e estocada a -20°C.

2.20. Proteinase K (20 mg/mL)

Foram adicionados 200 mg de Proteinase K em 10 mL de 4gua ultra pura. A

solucéo foi estocada a -20°C.

2.21. Lizosima (5 mg/mL)

Foram adicionados 5 mg de Lisozima em 1 mL de Tampé&o TE 100:50. A

solucéo foi estocada a -20°C.

2.22. Solucédo CAS

Solucéo de cromo azurol S 50 mL
Solucéo Ferro () (FeCl3.6H,0) 10 mL
Solucdo HDTMA 40 mL

Foram dissolvidos 60,5 mg de cromo azurol S em 50 mL de agua destilada,
misturados a 10 mL de ferro (Ill) ( FeCls.6H,0 — cloreto férrico hexaidratado a 1 mM
em HCI| — &cido cloridrico a 10 mM), a solucdo foi autoclavada e reservada.
Separadamente, foram dissolvidos 72,9 mg de HDTMA
(hexadecyltrimethylamonium) em 40 mL de 4gua, a solucdo autoclavada e misturada

sob agitacdo vagarosamente a solucao anterior.
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2.23. Reagente de Salkowski (GORDON; VERBER, 1951)

FeCl; 0,5 M 2,0 mL
HCIO,4 35% 98,0 mL

2.24. Solugéo de acetato de amonio 7,5 M

Acetato de amonio 209

Agua purificada p/ 1000 mL

2.25. Solucéao nutritiva livre de nitrogénio para plantas (BROUGHTON; DILWORTH,
1971)

Solucbes estoques

1. CaCl,. 2H,0 14,705 g
Agua purificada p/100 mL
2. KH,PO4 6,805 g
Agua purificada p/100 mL
3. Fe-EDTA 0,367 g
MgS0..7H,0 6,165 g
K2SO,4 4,350 g
MnS0O4.H,O 0,0169 ¢
Agua purificada p/100 mL
4. H3BO; 0,0124 g
ZnS04.7H,0 0,0144 g
CuSO0O4. 5H,0 0,005 ¢
C0S0,4.7H,0 0,0028 g
NaMo004.2H,0 0,00553 g

Agua purificada p/100 mL
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Um volume de 1,0 mL de cada solugéo estoque foi adicionado a um volume
final de 1000 mL de agua purificada. O pH foi ajustado para 6,8 e a solucéo foi

esterilizada.

3. Avaliacéo do crescimento dos isolados em condicd es adversas

Para avaliar a capacidade de crescimento dos isolados em diferentes
condi¢bes ambientais, foram testados os meios de cultura LB (BERTANI, 1951) e PY
isento de célcio (MARTINEZ-ROMERO et al., 1991). Além disso, as bactérias foram
cultivadas em meio TY (SOMASEGARAN; HOBEN, 1994) a 40°C para avaliar seu
desenvolvimento em altas temperaturas, e no mesmo meio, com pH ajustado para
4,0 (HUNGRIA et al., 2000), para avaliacdo do crescimento em condi¢des acidas,
caracteristicas predominantes nos solos brasileiros.

Para os meios LB, PY-Ca e TY (40 °C), o experimento foi realizado em
placas de Petri, onde os isolados foram cultivados em triplicata e o tamanho da
colonia desenvolvida foi medido em 24, 48 e 72 horas. Por outro lado, para o meio
TY ajustado para pH 4,0, o experimento foi conduzido em tubos contendo 1 mL de
meio, em triplicata, e o numero de células foi contado em camera de Neubauer nos

mesmos periodos citados acima.

4. Extracao de DNA gendmico dos isolados

O DNA dos isolados foi extraido como descrito por Kaschuk et al. (2006),
com algumas modificacbes. As bactérias foram crescidas em tubos de 2,0 mL
contendo meio liquido YM e mantidas sob agitacdo durante dois dias a 28C. Apés o
crescimento a cultura de bactérias foi centrifugada a 13200 g por 15 minutos e
lavada por trés vezes com 750 pyL de PBS. Apds a ultima lavagem o sobrenadante
foi descartado e o precipitado ressuspendido em 400 pL de TE 50:20.

Em seguida, foram adicionados 50 pL de SDS 10%, 10 pL de Lisozima, 5 pL
de Proteinase K e 1 uL de RNAse. A mistura foi homogenizada e incubada a 37C
por uma hora (até clarear). Ap6s a incubag¢do, com auxilio de um pipetador de

1000 pL, a mistura foi homogeneizada com movimento de succéo/liberagdo com o
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objetivo de retirar a viscosidade. A seguir foram acrescentados 30 pL de
NaCl 0,25 M e 60 pyL de AcNa 0,3 M. As amostras foram homogeneizadas e
deixadas em repouso por 1 hora a 4C. Foram centrifugadas a 13200 g por 15
minutos e o sobrenandante foi recolhido, transferido para tubos de 1,5 mL e
adicionados de 2 vezes o volume de etanol 95% (mantido a 4°C). Incubou-se a
-20C overnight. No dia seguinte, apds as amostras serem centrifugadas novamente
a 13200 g por 15 minutos, o etanol foi descartado e os precipitados colocados para
secar em estufa a 37T por 30-40 minutos e, em segu ida, ressuspendidos em agua
purificada. O DNA extraido foi estocado a -20C. Todas as solugbes foram
previamente autoclavadas.

O DNA obtido foi quantificado e sua integridade verificada por eletroforese
em gel de agarose 0,8%, que foi corado com brometo de etideo, visualizado sob luz
ultravioleta e fotografado com aparato Kodak Digital Science 120. Além disso, foram

determinadas as absorbancias em espectrofotdmetro a 260 nm, para quantificacao.

5. Sequenciamento parcial do gene 16S rRNA

A reacdo de amplificacdo do DNA foi realizada com os primers fD1 (5-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG -3) e rD1 (5- AAGGAGGTGATCCAGCC -3)
(WEISBURG et al., 1991), nas seguintes condi¢bes: 2,5 puL de tampao PCR 10x,
0,75 pL de MgCl, (50 mM), 2 uL de dNTP (2,5 uM), 0,5 uL de cada primer (10 puM),
0,125 pL de Taq DNA polimerase (5 U/uL), 2 uL de DNA (10 ng/uL) e 16,625 uL de
agua ultrapura para o volume final de 25 pL.

A amplificacdo foi realizada em termociclador Eppendorf® modelo
“Mastercycler Gradient”, com desnaturacao inicial a 95° C por 2 min.; 30 ciclos de
155a94°C,45s5a93°C, 45sa56°C, 2min. a 72° C; seguida de extenséo final de
5 min. a 72° C. Os produtos da amplificacdo da PCR foram visualizados e
quantificados em gel de agarose 1% (p/v) com marcador de massa “Low DNA Mass
Ladder” Invitrogen®.

Aos produtos da amplificacdo das PCRs com o0s primers descritos
anteriormente, foram acrescentados 4 pL de acetato de aménio 7,5 M, 60 uL de

etanol absoluto e incubados a 4° C por 1 hora. ApoOs este periodo os tubos foram
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centrifugados por 45 minutos a 15°C e 10000 g. O sobrenadante foi descartado com
auxilio de pipeta, e ao precipitado foram adicionados 100 uL de etanol 70% gelado.
Apos 1 minuto em etanol 70% os tubos foram centrifugados a 10000 g por 10
minutos a 15°C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado resultante foi
ressuspendido em 15 pL de agua ultrapura e deixado em temperatura ambiente por
2 horas. Apos a purificacdo, os produtos da PCR foram quantificados em gel de
agarose 1% (p/v) com o marcador de massa “Low DNA Mass Ladder” Invitrogen®.

O sequenciamento da regido 16S rRNA foi realizado pelo método de
terminacdo de cadeia, utilizando a incorporacdo de dideoxinucleotideos
fluorescentes, em Sequenciador Automatico de DNA (SANGER; NICKLEN;
COULSON, 1977).

Para a reacao foram utilizados de 50 a 100 ng do produto da PCR purificado,
0,25 uM do primer fD1, 2 pL da mistura para sequenciamento ET (kit “DYEnamic ET
Dyeterminator Cycle Sequencing Kit for MegaBACE” da Amersham Biosciences®) e
agua ultrapura quando necessaria para completar um volume final de 10 pL. A
amplificacdo foi realizada em termociclador Eppendorf® modelo “Mastercycler
Gradient”, seguindo uma desnaturacao inicial a 95° C por 2 min.; 35 ciclos de 30 s a
94°C,15sa50°C e 90 s a 60°C.

Ao produto da reacdo de sequenciamento foram adicionados 2 pL de
acetato de amonio 7,5 M e 65 pL de etanol absoluto. A placa de sequenciamento foi
fechada e o conteudo misturado por inversdo por 30 vezes. A placa foi centrifugada
por 45 minutos a 3200 g e o sobrenadante descartado. Foram adicionados 150 pL
de etanol 70% recém preparado. Em seguida foi realizada uma centrifugacdo a
3200 g. O sobrenadante foi descartado e um spin down a 300 g foi realizado. As
amostras foram colocadas em estufa a 37° C por 15 minutos e ressuspendidas em
7 uL de agua ultrapura. A placa foi fechada com adesivo, envolvida em papel
aluminio e agitada no vortex por 1 minuto. Apés um spin a 2500 g, a placa foi
submetida a eletroforese em Sequenciador Automatico de DNA modelo MegaBACE
Amersham Biosciences®.

Os parametros de eletroforese durante o sequenciamento foram: voltagem
de injecdo de 2 kV, tempo de injecao de 70 s, voltagem da corrida de 6 kV e tempo
de corrida de 100 minutos. As corridas efetuadas foram analisadas através de
programas disponiveis no pacote de softwares do MegaBACE. O “Sequence

Analyser” gerou os eletroferogramas de cada isolado e através do programa
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“ScoreCard” foram obtidas as informacfes estatisticas de cada sequéncia, como
namero de nucleotideos obtidos e eficiéncia.

Os fragmentos obtidos foram submetidos aos softwares Phred (EWING et
al., 1998), Phrap (www.phrap.org) e Consed (GORDON; ABAJIAN; GREEN, 1998)
para a verificacdo da qualidade e obtencdo da sequencia consenso. Em seguida,
estas sequéncias foram alinhadas e comparadas com outras sequéncias existentes
no GenBank pelo programa BLAST (ALTSCHUL et al.,, 1997), o qual permite
detectar similaridade de uma sequéncia biolégica com sequéncias caracterizadas ja
existentes. Para andlise das sequéncias obtidas no presente trabalho, foi utilizada a
opcdo BLASTN que compara sequéncias de nucleotideos com um banco de dados

de sequéncias de nucleotideos.

6. Amplificacdo de genes simbioticos —  nifH

Foi realizada uma PCR com o DNA dos isolados, utilizando-se os primers
para amplificacdo do gene nifH (nifHF: 5’- TACGGNAARGGSGGNATCGGCAA -3, e
nifHI: 5 — AGCATGTCYTCSAGYTCNTCCA -3')(LAGUERRE et al., 2001), afim de
verificar a presenca deste gene, indicando a capacidade de fixacdo de nitrogénio
pelo isolado avaliado. A reacdo foi realizada nas seguintes condi¢cbes: 2,5 pyL de
tampéo PCR 10x, 0,75 pL de MgCl, (50 mM), 2 pL de dNTP (2,5 puM), 0,5 uL de
cada primer (10 uM), 0,125 uL de Taqg DNA polimerase (5 U/uL), 2 uL de DNA
(10 ng/uL) e 16,625 L de agua ultrapura para o volume final de 25 pL.

A amplificacdo foi realizada em termociclador Eppendorf® modelo
“Mastercycler Gradient”, com desnaturacgao inicial a 95°C por 2 min.; 35 ciclos de 1
min. a 94°C, 45 s a 60°C, 2 min. a 72°C; seguida de extensao final de 7 min. a 72°C.
Os produtos da amplificacdo da PCR foram visualizados e quantificados em gel de

agarose 1% (p/v) com marcador de massa “Low DNA Mass Ladder” Invitrogen®.

7. Testes bioquimicos para avaliacdo da capacidade de promocao

de crescimento em plantas

7.1. Producéao de sideroforos
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A avaliacdo da producédo de sideroforos foi realizada de acordo com Schwyn
e Neilands (1987), com algumas modifica¢ges. Foi utilizado o meio DYGS acrescido
de 10 mL da solucdo CAS por litro de meio, adquirindo assim uma coloracdo azul
escura, devido ao complexo corante-ferro altamente colorido desta solucdo. Os
isolados foram cultivados em triplicatas e a liberagdo de sideroforos no meio foi
detectada pela formacdo de um halo amarelo ao redor da colénia, formado através
da ligacdo do siderdforo com o ferro, liberando o corante no meio. As placas foram

avaliadas ap0s 24, 48 e 72 horas de crescimento.

7.2. Producéo de &cido indolacético (KUSS, 2007)

Para a avaliacdo da producao de acido indolacético (AlA), os isolados foram
cultivados em meio DYGS liquido. Foram utilizados 3 tubos contendo meio acrescido
de triptofano 5 mM (1 mL para 100 mL de meio), e um tubo sem triptofano, como
controle negativo, para cada isolado. Apos 72 horas os tubos foram centrifugados a
10000 g por 10 minutos, foram coletados 900 pL do sobrenadante e adicionados
600 pL do reagente de Salkowski. As amostras foram incubadas em temperatura
ambiente por 30 minutos e o resultado foi avaliado através da leitura da absorbancia
das amostras em espectrofotdmetro a 540 nm. Além disso, foi construida uma curva
padrao com diferentes concentracdes (0,05 a 1,00 mM) de auxina comercial, para
estimar a concentracdo de AIA produzida pelos isolados. Os resultados obtidos
foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA), sendo que o delineamento foi
inteiramente casualizado, e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey, com
nivel de significancia p<0,05, utilizando o programa Assistat versao 7.7 beta (SILVA,
AZEVEDO, 2009).

7.3. Solubilizacéo de fosfatos (CHAGAS JUNIOR et al., 2010)

Para a avaliacdo da capacidade de solubilizacdo de fosfatos, os isolados
foram cultivados em meio GL acrescido de fosfato de potassio bibasico (0,25 g/L) e
cloreto de célcio (1,00 g/L), adicionados ao meio separadamente, para a formacéo
de fosfato de calcio, que forma um precipitado deixando o meio opaco. O resultado
foi avaliado através da formacao de halo transparente de solubilizacdo ao redor da

colénia. Apos 72 horas de crescimento as colbnias e os halos foram medidos, e
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determinados os Indices de Solubilizagdo (IS = didmetro do halo / diametro da
colénia), sendo que indices menores que 2 caracterizam baixa capacidade de
solubilizacéo, entre 2 e 4, média capacidade e, acima de 4, alta capacidade de

solubilizac&o de fosfatos.

8. Andlise de MLSA ( Multilocus Sequence Analysis ) e
sequenciamento total do gene 16S rRNA

Com base nos resultados do sequenciamento parcial do gene 16S rRNA, na
avaliacdo da capacidade de crescimento em diferentes condigcbes ambientais e nos
resultados dos testes bioquimicos para avaliacdo da capacidade de promocédo de
crescimento em plantas, alguns isolados foram selecionados para a analise de
MLSA e sequenciamento total do gene 16S rRNA. Os primers utilizados nesta etapa
e as condi¢cdes de PCR para a andlise de MLSA estdo descritos nos QUADROS 1 a
3. As reacOes de amplificacdo para o sequenciamento total do gene 16S rRNA foram

realizadas seguindo as condi¢des para o sequenciamento parcial deste gene.

Gene Primer Sequéncia Referéncia

gyrB gyrB343F TTCGACCAGAAYTCCTAYAAGG MARTENS et al., 2008
gyrB1043R AGCTTGTCCTTSGTCTGCG

recA recA6F CGKCTSGTAGAGGAYAAATCGGTGGA GAUNT et al., 2001
recA555R CGRATCTGGTTGATGAAGATCACCAT

ginll TSglnlif AAGCTCGAGTACATCTGGCTCGACGG STEPKOWSKI et al., 2005

TSglnllr SGAGCCGTTCCAGTCGGTGTCG
rpoA RRrpoAf GGAAATCGCCATCAAGATGG RIBEIRO et al., 2009

RRrpoAr ACGCTTGGCGAGATCTTC

QUADRO 1 - PRIMERS UTILIZADOS NA ANALISE DE MLSA

Gene Condicdes
gyrB 5 min a 95°C, 5x(2 min a 94°C, 2 min a 58°C, 1 min a 72°C),
28x(30 s a 94°C, 1 min a 58°C, 1 min a 72°C), 5 min a 72°C
recA 5 min a 95°C, 30x(45 s a 94°C, 1 min a 55°C, 90 s a 74°C),
5 min a 72°C
glnll 2 min a 95°C, 35x(45 s a 95°C, 30s a 58°C, 90 s a 72°C), 7 min
a72°C
rpoA 2 min a 95°C, 35x(45 s @ 94°C, 45 s a 55°C, 2 min a 72°C),
5 min a 72°C

QUADRO 2 - CONDICOES DE REACAO DE AMPLIFICACAO UTILIZADAS NA ANALISE DE MLSA
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Primer Sequéncia Referéncia
fD1 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG WEISBURG et al., 1991
Y2 CCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGT YOUNG; DOWNER; EARDLY, 1991
362f CTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGG MENNA et al., 2006
786f CGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGG MENNA et al., 2006
1203f GAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTC MENNA et al., 2006
rD1 AAGGAGGTGATCCAGCC WEISBURG et al., 1991

QUADRO 3 - PRIMERS UTILIZADOS PARA O SEQUENCIAMENTO TOTAL DO GENE 16S rRNA

Os produtos de PCR obtidos nestas andlises foram purificados e submetidos
a reacdo de sequenciamento de acordo com a metodologia utilizada para o

sequenciamento parcial do gene 16S rRNA.
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