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RESUMO 

 

 Microrganismos diazotróficos são responsáveis pela maior parte da assimilação 

de nitrogênio nos ecossistemas, reduzindo nitrogênio a amônio por meio da fixação 

biológica do nitrogênio (FBN). Por ser um grupo polifilético, são encontrados entre vários 

taxa de arqueias e bactérias, dentre elas, Alfa e Betaproteobactérias, capazes de 

interagir simbioticamente com a família das leguminosas (Fabaceae), sendo chamadas 

de alfa-rizóbios e beta-rizóbios, respectivamente. Beta-rizóbios estão majoritariamente 

restritos a interações com o gênero Mimosa, um legume arbóreo nativo das américas 

do Sul e Central, com espécies endêmicas no Brasil. Apenas um terço dos legumes 

conhecidos tem suas bactérias simbiontes descritas e, assim, a detecção e o estudos 

de novos simbiontes se vê extremamente necessárias para que a taxonomia destes 

microrganismos seja esclarecida. A identificação e caracterização de novas espécies de 

rizóbios é um ponto chave para entender a diversidade existente de procariotos capazes 

de interagir simbioticamente com legumes. Sendo assim, betaproteobactérias foram 

isoladas de nódulos de Mimosa spp. amostradas nos estados do Paraná e Santa 

Catarina, na região sul brasileira. Um total de 189 isolados foram amostrados de nódulos 

de 20 diferentes espécies de Mimosa. A identificação taxonômica dos isolados a partir 

de sequências do gene 16S rRNA mostrou a presença dos gêneros Rhizobium, 

Bradyrhizobium, Herbaspirillum, Cupriavidus e Paraburkholderia. O agrupamento dos 

isolados a partir das sequências também demonstrou que 5% dos grupos foram 

formados apenas por isolados e não puderam ser identificados taxonomicamente por 

comparação com espécies referência, sendo consideradas potenciais novas espécies 

dos gêneros Paraburkholderia e Cupriavidus. Para confirmação das novas espécies, 

análises de diversidade, taxonomia polifásica e ensaios de nodulação foram realizadas, 

além da submissão do DNA genômico dos isolados para sequenciamento, buscando 

uma análise taxonômica de maior resolução a partir da sequência genômica total e de 

genes marcadores essenciais. Como resultado, três novas espécies de beta-rizóbios 

puderam ser confirmadas, pertencentes ao gênero Paraburkholderia. Paraburkholderia 

spA, Paraburkholderia spC e Paraburkholderia spD são aqui propostas e descritas 

genética e fenotipicamente, e caracterizadas como novas espécies de 

betaproteobactérias nodulantes de espécies de Mimosa amostradas no Paraná e Santa 

Catarina. 

Palavras-chave: Betaproteobactérias. Rizóbios. Mimosa spp. Leguminosas. Interação 
planta-bactéria. 
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ABSTRACT 

 

Diazotrophic microorganisms are responsible for most of the nitrogen 

assimilation in ecosystems, reducing nitrogen to ammonium through biological nitrogen 

fixation (BNF). As a polyphyletic group, they are found among several taxa of archaea 

and bacteria, and among them, Alpha and Betaproteobacteria, capable of symbiotically 

interacting with the legume family (Fabaceae), being called alpha-rhizobia and beta-

rhizobia, respectively. Beta-rhizobia are mostly restricted to interactions with the genus 

Mimosa, a legume native to South and Central America, with endemic species in Brazil. 

Only a third of the known legumes have their symbiotic bacteria described and, thus, the 

detection and study of new symbionts is extremely necessary for the taxonomy of these 

microorganisms to be clarified. Identification and characterization of new species of 

rhizobia is a key point to understand the existing diversity of prokaryotes capable of 

symbiotically interacting with these plants. Therefore, betaproteobacteria were isolated 

from Mimosa spp. sampled in the states of Paraná and Santa Catarina, in the southern 

region of Brazil. A total of 189 isolates were sampled from nodules of 20 different species 

of Mimosa. The taxonomic identification of the isolates trough 16S rRNA gene 

sequences showed the presence of the genera Rhizobium, Bradyrhizobium, 

Herbaspirillum, Cupriavidus and Paraburkholderia. The clustering of isolates from the 

sequences also showed that 5% of the groups were formed by only isolates and could 

not be taxonomically identified by comparison with reference species, being considered 

potential new species of the genera Paraburkholderia and Cupriavidus. To confirm the 

new species, diversity analysis, polyphasic taxonomy and nodulation assays were 

performed, in addition to the submission of genomic DNA of the isolates for sequencing, 

seeking a higher taxonomic resolution from the total genomic sequence and essential 

marker genes. As a result, three new species of beta-rhizobia could be confirmed, 

belonging to the genus Paraburkholderia. Paraburkholderia spA, Paraburkholderia spC 

and Paraburkholderia spD are here proposed and described genetically and 

phenotypically and characterized as new species of nodulating betaproteobacteria from 

Mimosa species sampled in Paraná and Santa Catarina. 

Key-words: Betaproteobacteria. Rhizobia.. Mimosa spp. Legumes. Plant-bacteria 

interaction. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

As interações entre leguminosas e bactérias como simbiontes são responsáveis 

pela dispersão destes dois grupos ao redor do mundo, ao mesmo tempo que moldam a 

agricultura e as atividades econômicas derivadas da mesma. A maior parte do nitrogênio 

assimilado no ecossistema é decorrente das interações planta-bactéria, a qual ocorre 

na rizosfera das leguminosas, dando origem à uma estrutura nas raízes denominada 

nódulo (REN et al., 2019). Bactérias fixadoras de nitrogênio simbióticas, comumente 

chamadas de rizóbios, estão majoritariamente distribuídas nos grupos 

Alfaproteobacteria e Betaproteobacteria, conhecidos como alfa-rizóbios e beta-rizóbios. 

A maioria dos rizóbios se encontra no primeiro grupo (16 gêneros), enquanto os beta-

rizóbios estão, atualmente, restritos a três principais gêneros, Paraburkholderia, 

Cupriavidus e Trinickia (VELAZQUEZ et al., 2017), que incluem 91, 19 e 7 espécies 

descritas (válidas), respectivamente (LPSN – List of Prokaryotic names with Standing in 

Nomenclature, acesso em Fevereiro de 2022; PARTE et al., 2020 e 2014). 

Se comparados às Alfaproteobacteria, betarizóbios apresentam ocorrência mais 

limitada, sendo majoritariamente encontrados na América Central e América do Sul, com 

o Brasil sendo um centro de diversidade par as interações entre leguminosas e estas 

bactérias (MYERS et al., 2000). Ainda que as leguminosas se encontrem bem 

distribuídas ao redor do mundo, esta família também tem como centro de dispersão o 

Brasil, com muitas espécies endêmicas sendo hospedeiras de uma grande variedade 

de rizóbios nodulantes, especialmente Paraburkholderia e Cupriavidus sp., comumente 

associados com leguminosas do gênero Mimosa (MOULIN at al., 2015).  

Mimosa é o maior gênero da subfamília Mimosoideae (Fabacea), com 

aproximadamente 60% de suas espécies endêmicas ou nativas do Brasil (350 sp.), 

crescendo em diversos solos e climas, particularmente em altitudes elevadas, nos 

biomas do Cerrado e Caatinga (DALL’AGNOL et al., 2017). Embora esteja bem 

estabelecido que os dois grupos, Alfa e Betaproteobacteria, são capazes de nodular 

Mimosa spp., o último parece ser mais presente nos nódulos destas leguminosas, 

trazendo a possibilidade de uma possível preferência das plantas pelos gêneros 

Paraburkholderia e Cupriavidus (ELLIOT et al., 2009).  

Burkholderia sp. foi primeiramente isolada em cebolas como uma bactéria 

patogênica (KAURL et al., 2017), e até recentemente, apresentava mais de 70 espécies, 

ocupando diversos nichos, podendo ser encontradas no solo, vegetais, animais e 

rizosfera (BOURNAUD et al., 2013). Nos últimos anos, porém, o gênero tem sofrido 
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reclassificações taxonômicas, sendo proposto o gênero Paraburkholderia, separado de 

Burkholderia sp. por meio de sequências altamente conservadas de indels. Atualmente, 

no novo grupo, agora se encontram bactérias não patogênicas, incluindo rizóbios 

nodulantes, enquanto bactérias patogênicas vegetais e animais se mantiveram no 

gênero Burkholderia (SAWANA et al., 2014). Nos dias atuais, existem mais de 16 

espécies de Paraburkholderia com estirpes fixadoras de nitrogênio, sendo a maior parte 

delas conhecidas por sua capacidade de interagir de forma simbiótica com leguminosas, 

em especial Mimosa spp. (VELAZQUEZ et al., 2017) e, a cada ano, novas espécies são 

descritas e caracterizadas.  

Além disso, o estudo da diversidade de rizobactérias tem grande importância 

como recurso biológico na descoberta de bactérias capazes de promover o crescimento 

vegetal e aumentar a produtividade de culturas com valor econômico. Apenas um terço 

dos legumes conhecidos têm seus simbiontes identificados, em especial, rizóbios 

tropicais são pobremente descritos se levados em consideração os estudos mais 

recentes ao redor do mundo (BERRADA e FIKRI-BENBRAHIM, 2014). Sendo assim, 

mais estudos são necessários sobre estes microrganismos e suas interações, para que 

a taxonomia dos rizóbios seja melhor entendida. 

Assim, a região sul brasileira apresenta uma grande diversidade de leguminosas 

do gênero Mimosa, com algumas espécies endêmicas e em risco de extinção (SIMON 

et al., 2011). O isolamento e as análises de bactérias nodulantes do gênero Mimosa nos 

estados do Paraná e Santa Catarina mostraram uma grande diversidade de Alfa e 

Betaproteobactérias, capazes de induzir a formação de nódulos, assim como bactérias 

potencialmente oportunistas (SILVA, 2018). De um total de 26 plantas amostradas do 

gênero Mimosa, 541 estirpes foram obtidas, representando 22 gêneros e 50 espécies, 

como Cupriavidus necator, Paraburkholderia mimosarum e Paraburkholderia caribensis.  

Algumas estirpes, porém, não puderam ser identificadas a nível de espécie, e 

sequenciamentos genômicos indicaram potenciais novas espécies dos gêneros 

Paraburkholderia, Herbaspirillum, Rhizobium e Cupriavidus (SILVA, 2018). Moreira 

(2018) também isolou rizóbios de Mimosa spp. coletadas nos mesmos estados sul 

brasileiros, e através do sequenciamento de marcadores moleculares, foram 

selecionadas potenciais novas estirpes de Paraburkholderia spp. para análises 

genômicas, filogenéticas e fisiológicas. 

O propósito desta dissertação foi o de dar continuidade ao projeto inicial de Silva 

(2018) e Moreira (2018), confirmando e descrevendo estas potenciais novas espécies 

de rizóbios, por meio de taxonomia polifásica aliadas a análises genômicas e 
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bioinformáticas. Os resultados sugerem três novas espécies de rizóbios do gênero 

Paraburkholderia, agrupados em três grandes e distintos grupos, próximos de espécies 

já bem caracterizadas e descritas no sul do Brasil. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  
 

2.1 NITROGÊNIO NOS SISTEMAS BIOLÓGICOS 
 

A atmosfera terrestre é composta de aproximadamente 70% de nitrogênio, de 

forma que esta molécula se encontra na sua forma gasosa de dinitrogênio atmosférico 

(N2). Se visto seu papel biológico, o nitrogênio exerce um papel fundamental para os 

organismos, de forma que participa de inúmeras vias metabólicas e é componente da 

estrutura de moléculas imprescindíveis aos sistemas biológicos, como DNA, RNA e 

proteínas (MYROLD, 2021). A capacidade de assimilação de sua forma atmosférica, 

porém, não é acessível a grande maioria dos organismos vivos, sendo necessários 

processos de modificação desta molécula para que seja incorporada nos ecossistemas 

(GROFFMAN et al., 2021).   

Uma das portas de entrada do nitrogênio se dá por meio da sua assimilação 

pelos vegetais, e posteriormente pelos próximos níveis tróficos. Assim, a disponibilidade 

de nitrogênio para utilização entre as plantas é realizada pela redução deste em outros 

compostos nitrogenados (CARVALHO, 2012), disponíveis no solo na forma de nitratos 

(NO3) e amônias (NH3). Quando incorporado, o nitrogênio atua ativamente na 

constituição de vários componentes vegetais, e seu balanço afeta a formação de raízes, 

fotossíntese e taxa de crescimento foliar (KUSS, 2006). A metabolização desta molécula 

ocorre inicialmente das raízes, sendo que após isso, boa parte da sua dispersão para 

as outras regiões vegetais já ocorre com o nitrogênio incorporado aos aminoácidos e 

outras moléculas orgânicas (GALLO, 2013).  

Além da redução de N2 por meios biológicos, mais conhecida como o processo 

de fixação biológica do nitrogênio (FBN), outras duas principais formas são conhecidas, 

sendo uma delas por meio de processos geoquímicos, como raios, e industrialmente, 

por meio do processo de Haber-Bosch (HOFFMAN et al., 2014). O principal composto 

gerado por este último (NH3), é a base dos fertilizantes nitrogenados, utilizados para 

aumentar a produtividade de cultivares comerciais (FRAZÃO et al., 2014) em grande 

parte ligados a agricultura e consequentemente a indústria de alimentos, farmacêutica 

e a cosméticos (ERISMAN, 2011).  

2.2 FIXAÇÃO BIOLÓGICA DO NITROGÊNIO  
 

A fixação biológica do nitrogênio (FBN) está intimamente ligada a 

microrganismos capazes de reduzir N2 atmosférico em NH3, e é ecologicamente 

importante, pois atua como principal entrada de nitrogênio fixado em muitos habitats 
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terrestres e aquáticos (TAYLOR et al., 2020). Esta via está apenas presente em 

microrganismos procariontes, sendo que estes são denominados diazotróficos, e estão 

espalhados por mais de 100 gêneros, entre Eubacteria e Archaea, não ocorrendo em 

eucariontes (MUS et al., 2016). Para tal, é necessário que haja a presença de um 

complexo nitrogenase, que catalisa a redução do dinitrogênio atmosférico em amônia 

(ROY et al., 2020), que posteriormente é convertida em amidas e/ou ureídos, sendo 

estes últimos então incorporados às plantas. 

Os genes necessários para que ocorra a reação catalisada pela enzima 

nitrogenase, nifD, K e H, podendo ser encontrados agrupados em operons (nifHDK) em 

algumas espécies (Rhizobium leguminosarum), ou separadamente em outras 

(Rhizobium japonicum). O gene nifH codifica para polipeptídios que farão parte da 

dinitrogenase-redutase, enquanto os genes nifK e nifD codificam para as subunidades 

da proteína MoFe (BASU e KUMAR, 2020). 

 De forma geral, o complexo nitrogenase atua por meio da redução do 

dinitrogênio gasoso, acoplando a hidrólise de ATP à transferência de elétrons. A ligação 

e redução completa de N2 requer oito elétrons, e dessa forma oito ciclos são realizados, 

com a utilização de 16 ATP, gerando duas moléculas de amônia.  Desta forma, além 

desta reação se mostrar energeticamente dispendiosa (HOFFMAN et al., 2014), 

também é sensível ao oxigênio (O2) no meio, em virtude da atividade redox de uma de 

suas subunidades, de forma que a presença de O2 pode inativar a enzima, causando 

sua repressão de acordo com a pressão parcial do gás (HASKETT et al., 2021).  

Assim, há a necessidade de um ambiente anaeróbico para que a FBN ocorra, de 

forma que a ausência de oxigênio deve ser equilibrada com a sua disponibilidade para 

que haja ATP para a reação. Neste norte, os diazotróficos desenvolveram inúmeras 

estratégias para limitar o acesso deste gás à nitrogenase, desde a evolução de 

estruturas como os nódulos em leguminosas, quando simbiontes, até uma delicada 

sinalização intracelular para regular a entrada e disponibilidade de oxigênio na célula 

(LERY et al., 2010). 

2.3 ORGANISMOS DIAZOTRÓFICOS  
 

Os microrganismos que se utilizam do N2 como substrato para o complexo 

nitrogenase são conhecidos como fixadores de nitrogênio ou diazotróficos (REIS et al. 

2006). A seleção para um genoma com genes que codificassem o complexo 

nitrogenase, e consequentemente a fixação biológica do nitrogênio, ocorreu a partir de 

uma forte seleção para enzimas com papel de desintoxicação celular, em um ambiente 
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atmosférico ancestral com a necessidade de carácter redutor (MUS et al., 2019). Os 

primeiros diazotróficos foram isoladas por volta de 1900, e análises moleculares 

mostram que os genes necessários para a FBN (genes nif) em vários grupos mantém 

sua estrutura conservada, e indicam uma história evolutiva de aproximadamente 2 

bilhões de anos (HOFFMAN et al., 2014).  

Assim, fixadores de nitrogênio são encontrados em vários filos, e boa parte dos 

representantes destes grupos são conhecidos por estarem presentes nos solos, muitos 

mantendo relações simbióticas com plantas, principalmente com leguminosas (MUS et 

al., 2016). Algumas bactérias gram-negativas evoluíram a capacidade de interação com 

estes vegetais, sendo que esta ocorre na parte radicular da planta hospedeira, levando 

à formação de um órgão específico, o nódulo, no qual os diazotróficos se diferenciam 

em bacterióides (OLDROYD e LONG, 2003). Com isso, a fixação de nitrogênio ocorre 

e o nitrogênio reduzido é distribuído entre planta e microrganismo, sendo incorporado 

nos tecidos vegetais e, em troca, a planta fornece moléculas essenciais aos 

procariontes, principalmente fontes de carbono (NELSON e SADOWSKY, 2015).  

A interação entre planta e bactéria tem grande efeito na saúde e rendimento de 

culturas e do solo, sendo que os diazotróficos auxiliam seus hospedeiros à uma melhor 

resposta ao stress ambiental, se comparadas a plantas não simbiontes, tanto por meio 

do aumento da disponibilidade de nutrientes, quanto pela maior estruturação do solo e 

indução de mecanismos de defesa vegetal (FIELDS, et al., 2021). Assim, quando estes 

diazotróficos estabelecem relações simbióticas com seus hospedeiros e levam à 

formação de nódulos nas raízes, são chamados de rizóbios (LAJUDIE et al., 2019). 

Atualmente, rizóbios estão inclusos dentro da ordem Rhizobiales e distribuídos 

em três classes, alfa, beta e gama proteobactérias, contendo sete famílias (Figura 1). 

Dentro destas, mais de 230 espécies de bactérias ondulantes estão distribuídas por 18 

gêneros, de forma que o número sobe a cada ano, principalmente com o advento da 

biologia molecular e o sequenciamento de genomas inteiros (SHAMSELDIN, A. et al., 

2016). 

 

 

 

FIGURA 1 – Diagrama da distribuição de rizóbios dentro das classes alfa e betaproteobactéria. 
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FONTE: SHAMSELDIN, A. et al., 2016. 

 

2.4 NÓDULOS  
 

Após algumas horas do primeiro contato entre bactéria e as raízes de seu 

hospedeiro se inicia a formação dos nódulos, primeiramente em regiões de alongamento 

e na zona de formação dos pelos radiculares (FAGAN et al., 2007). A localização do 

nódulo propicia um ambiente favorável ao desenvolvimento bacteriano e à redução de 

dinitrogênio pelo complexo nitrogenase, através do isolamento das bactérias aos fatores 

externos e da limitação a entrada de O2, respectivamente (MUS et al., 2016).  

A sinalização para a formação do nódulo é complexa e não totalmente resolvida, 

e se inicia pela excreção de flavonoides na rizosfera pelas células radiculares da planta 

(FIGURA 1). Estas moléculas ativam a expressão de determinados genes nos rizóbios, 

conhecidos como genes nod, prioritariamente nodD (HASSAN e MATHESIUS, 2015), 

tendo como papel regular a codificação de ligases de DNA, que quando expressas 

ativam os genes nodABC (ROCHE et al., 1996). nodA e nodB têm influência no 

crescimento vegetal através da estimulação de processos mitóticos, além de codificar 

para estruturas dos fatores Nod (NFs), juntamente com nodC, que atua na montagem 

desses fatores e é determinante na especificidade de hospedeiros (NELSON e 

SADOWSKY, 2015). 

FIGURA 2 – Sinalização entre hospedeiro e microrganismos simbiontes, ilustrando o papel dos 

flavonoides da ativação de genes Nod de rizóbios na colonização das raízes da leguminosa. 
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FONTE: ABDEL-LATEIF et al., 2012.  

 

Análises filogenéticas demonstram uma origem única para os genes nodABC, e 

sua estrutura no genoma se mantém conservada na maioria dos rizóbios, suportando a 

origem monofilética e também uma possível transferência horizontal gênica para outros 

diazotróficos (ANDREWS e ANDREWS, 2017). Há uma diversidade maior, porém, 

dentro de nodD, que atua diretamente na especificidade rizóbios-hospedeiro, já que é 

ativado por sinais vegetais de diferente composição e concentração, e que variam de 

acordo com a planta (MOSCATIELLO et al., 2010). Estes sinais que ativam nodD são 

liberados nos exsudatos vegetais, compostos orgânicos de baixo peso molecular 

(açúcares, ácidos graxos, esteróis, fatores de crescimento e vitaminas), específicos a 

cada espécie vegetal, fase de crescimento e condições ambientais (MUS et al., 2016).  

Dessa forma, os exsudatos influenciam na estrutura das comunidades 

microbianas da rizosfera, agindo como meio de seleção para que a planta recrute 

populações específicas de microrganismos (SILER e FRIESEN, 2017). Esta interface 

também é ajustada por meio dos fatores Nod secretados pelos rizóbios, que atuam na 

comunicação celular entre planta e bactéria (MUS et al., 2016). Os NFs são lipo-quito 

oligossacarídeos reconhecidos pelos legumes através de receptores específicos 

(NFRs), e atuam tanto em células epidérmicas quanto em células corticais das raízes, 

estimulando o processo mitótico na região cortical e dando início ao primórdio nodular 
(MOULIN et al., 2015). 
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 Uma variação nos genes que codificam para os NFs pode gerar maior 

diversidade na composição da molécula, o que auxilia na manutenção de uma 

população de bactérias eficientes na infecção dos tecidos vegetais, através da seleção 

de NFs com maior sucesso na sinalização entre planta/bactéria (REMIGI et al., 2016). 

Por meio destes mecanismos, as leguminosas proporcionam um ambiente de seleção 

de populações bacterianas mais hábeis à infecção e nodulação de suas raízes, com 

maior eficiência em disponibilizar compostos nitrogenados, e acabam estimulando 

também, a própria competição entre rizóbios, estabelecendo taxa mais predominantes 

nestas interações (SILER e FRIESEN, 2017). 

2.5 ORGANISMOS NODULANTES  
 

Genes simbióticos se estabilizaram em vários gêneros de bactérias, e esta 

diversidade tem sido a chave para o sucesso evolutivo da simbiose entre rizóbios e 

leguminosas, presente em aproximadamente 90% das espécies pertencentes aos 

gêneros Mimosoideae e Papillionoideae (Fabaceae) (SPRENT et al., 2016). 

Diazotróficos nodulantes estão distribuídos em mais de 200 espécies, em dois principais 

grupos: Alfaproteobactérias e Betaproteobactérias, pertencentes às Proteobactérias 

(Figura 2) (REMIGI et al., 2016). A grande maioria dos rizóbios se enquadra no grupo 

das Alfaproteobactérias, ou α-rizóbios, com nove gêneros capazes de fixar nitrogênio 

(RAHIMLOU et al., 2021). Os gêneros mais comuns encontrados são Azorhizobium, 

Allorhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Rhizobium, Sinorhizobium, Devosia, 

Methylobacterium, Ochrobactrum e Phyllobacterium (BOURNAUD et al., 2013).  

Até 2001, Alfaproteobactérias eram as únicas classificadas como rizóbios, sendo 

isoladas pela primeira vez em 1890, estabelecendo o gênero Rhizobium. Já nos anos 

2000, utilizando ferramentas de relógio molecular, foi determinada a separação dos 

gêneros Rhizobium e Bradyrhizobium em aproximadamente 800-300 milhões de anos 

(WALKER et al., 2015).  

 

 

 

FIGURA 3 - Distribuição dos principais gêneros de rizóbios dentro da filogenia das 

Proteobactérias. 
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FONTE: RAHIMLOU et al, 2021. 

 

Em 2001, Moulin et al. (2001) isolaram representantes de Betaproteobactérias 

nodulando leguminosas, definindo dois principais gêneros, Paraburkholderia e 

Cupriavidus (CHEN et al., 2005). A partir disto, inúmeras revisões taxonômicas acerca 

do gênero Burkholderia vêm sendo feitas, e atualmente as Betaproteobactérias 

apresentam três principais gêneros com espécies de rizóbios (Paraburkholderia, 

Cupriavidus e Trinickia) (LAJUDIE et al., 2019).   

Análises filogenéticas indicam que Paraburkholderia e Rhizobium adquiriram os 

genes necessários para nodulação próximo ao surgimento das leguminosas no planeta 

(WALKER et al., 2015), de forma que a interação simbiótica entre os dois provavelmente 

se deu em único evento (WERNER et al., 2014). Neste período, acredita-se que os 

grupos de Alfa e Betaproteobactérias já estivessem definidos, e os genes nod 

necessários à nodulação seriam adquiridos então, por transferência horizontal entre 

entres organismos. Atualmente, porém, contrário à crença de que a origem dos genes 
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simbióticos remetesse às alfaproteobactérias, estudos demonstram que este 

surgimento se deu em bactérias pertencentes aos Betarizóbios (AOKI et al., 2013). 

2.6 BETAPROTEOBACTÉRIAS, O GÊNERO BURKHOLDERIA E A CRIAÇÃO 
DO GÊNERO PARABURKHOLDERIA  

 

Burkholderia sp. pertence à classe Betaproteobacteria (família 

Burkholderiaceae). O gênero foi primeiramente descrito por Burkholder que descreveu 

bactérias patogênicas de cravo e cebola (KAUR et al., 2017). Em 1992, Yabuuchi et al. 

(1992), propuseram a reclassificação de diferentes organismos antes pertencentes ao 

gênero Pseudomonas, para Burkholderia sp., baseando-se em sequências de 16S 

rRNA, homologia genética e análises de citologia. Até 2014, o gênero apresentava mais 

de 70 espécies, ocupando diversos nichos ecológicos (BOURNAUD et al., 2013) e 

habitat cosmopolita, podendo ser encontradas nos solos, água doce/salgada, na 

rizosfera e em vários animais, e envolvido tanto em doenças humanas quanto em 

controle de patógenos vegetais, biorremediação, e promoção de crescimento vegetal 

(SANTOS et al., 2018).  

Mais recentemente, o gênero tem sofrido mudanças, sendo proposta a criação 

de um novo gênero, Paraburkholderia. A separação do gênero foi sugerida por Sawana 

e colaboradores (2014), utilizando sequências conservadas de indels que 

caracterizaram as diferentes espécies de Burkholderia em espécies patogênicas 

animais, inseridas no complexo Burkholderia cepacia, juntamente com fitopatogênicos 

e espécies não patogênicas. Dessa forma, o primeiro grupo abrangeria espécies 

patogênicas vegetais, animais e humanas, sendo mantidas no gênero Burkholderia, e o 

segundo grupo, transferido para o gênero Paraburkholderia, incluindo espécies não 

patogênicas, entre elas nodulantes vegetais (Figura 3) (KAUR et al., 2017). 

Algumas fitopatologias têm como agentes causadores espécies do gênero 

Burkholderia (complexo B. cepacia), como Burkholderia andropogonis, associada 

danificações foliares em Ruscus sp. (ALMEIDA et al., 2009), Burkholderia gladioli pv. 

alliicola, causadora de patologia em cebolas (BURKHOLDER, 1950), e Burkholderia 

glumae e Burkholderia plantari, importantes patógenos de cultivares de arroz. Ainda, 

algumas estirpes de Burkholderia cepacia são classificadas como oportunistas 

patógenos humanos, relacionadas à fibrose cística e imunodeficiências 

(MAHENTHIRALINGAM et al. 2003). 
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FIGURA 4 - Filogenia do gênero Burkholderia/Paraburkholderia. 

 

FONTE: KAUR et al, 2017. 

 

Paraburkholderia spp. abrange bactérias altamente diversas e adaptadas aos 

ecossistemas, capazes de ocupar vários nichos, em diversos solos (PRAMATA e 

ELSAS, 2017). Até 2017, 14 espécies do gênero Paraburkholderia foram descritas 

nodulando legumes. Estas espécies podem ser distinguidas através de seu espectro de 

hospedeiros e genes nodulantes, de forma que isolados provenientes de legumes 

africanos e australianos se distinguem de isolados de legumes sul-americanos 

(comumente do gênero Mimosa) (BOURNAUD et al., 2017). 

 

2.7 GÊNERO MIMOSA (MIMOSOIDEAE, FABACEA)  
 

A família Leguminosae (Fabaceae) é a terceira maior família botânica, com 

aproximadamente 19 mil espécies, monofilética, e compreendendo três subfamílias, 

Caesalpinioideae, Mimosoideae e Papillionoideae (WALKER et al., 2015). Os legumes 

apresentam grande importância econômica e ambiental, tanto por seu habitat 
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cosmopolita quanto por sua associação simbiótica com vários microrganismos, sendo 

mais relevantes os fixadores de nitrogênio (WERNER et al., 2014). Ainda que 

cosmopolita, as leguminosas têm por um de seus centros de irradiação e diversificação 

o Brasil, que contém várias espécies endêmicas e que são capazes de nodular com 

uma grande variedade de proteobactérias (MOULIN et al., 2015).  

O gênero Mimosa é o maior dentro da subfamília Mimosoideae, com quase 60% 

das espécies sendo nativas ou endêmicas do Brasil (350 sp.), com seu segundo maior 

centro de irradiação, o México (100 sp.) (DALL’AGNOL et al., 2017). O gênero se 

associa tanto com Alfaproteobactérias quanto com Betaproteobactérias, porém a maior 

parte das espécies no Brasil demonstram uma forte preferência por Paraburkholderia 

sp. Ainda, três espécies invasoras (M. pudica, M. pigra e M. diplotricha) nativas das 

Américas, tem se espalhado e se fixado em regiões tropicais e subtropicais do sudeste 

asiático, como Taiwan e outros locais da China, com utilização medicinal e comercial 

(LIU et al., 2012), além de regiões da Austrália (WALKER et al., 2015).  

Embora Mimosa spp. também apresente centros de dispersão no Velho Mundo, 

como Madagascar e leste Africano (30 sp.) e Ásia (6 sp.), seu principal centro é o 

continente americano, com aproximadamente 500 spp. Estas são encontradas em uma 

variedade de habitats, crescendo em diferentes solos e climas, particularmente 

abundantes no Cerrado e Caatinga brasileiros, em locais elevados (>1000m) 

(BONTEMPS et al., 2016). Os principais microrganismos simbiontes encontrados em 

Mimosa spp. são do gênero Paraburkholderia e Cupriavidus, sendo este segundo 

gênero o menos amostrado, com apenas duas espécies: C. taiwanensis e C. necator 

(BOURNAUD et al., 2013).  

LIU e colaboradores (2011) isolaram betarizóbios de Mimosa spp. provenientes 

de regiões tropicais chinesas, nas quais o legume é considerado espécie invasora, e 

evidenciaram uma forte co-evolução entre os grupos e uma grande competitividade 

entres os gêneros de Betaproteobacteria, demonstrando que embora Paraburkholderia 

e Cupriavidus coexistam no solo, apenas um dos gêneros é encontrado nos nódulos de 

Mimosa spp. Além de competição dentro dos betarizóbios, Elliott et al. (2009) 

evidenciaram uma competição entre as classes Alfa e Betaproteobacteria, 

demonstrando que a maioria das espécies de Mimosa têm preferência pelo segundo 

grupo, havendo diferença na variação de espécies colonizadoras.  

Algumas espécies de Mimosa têm por preferência a colonização de apenas uma 

espécie de Paraburkholderia, enquanto em outras, são encontrados nódulos de mais de 

uma espécie do gênero, ou até de gêneros diferentes. Ainda, a estrutura das populações 
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de rizóbios em Mimosa spp. diferem significativamente entre solos, os quais 

características como pH, fertilidade e disponibilidade de nitrogênio afetam a simbiose 

(PIRES et al., 2018). Em geral, solos com pH mais alcalino tendem a favorecer 

colonização por Alfaproteobactérias ou pelo gênero Cupriavidus, enquanto solos com 

maior acidez propiciam um ambiente mais favorável à nodulação por espécies de 

Paraburkholderia (MISHRA et al., 2012).  

Tal fato pode ter influenciado as pesquisas de Bontemps et al. (2016), que 

evidenciaram uma predominância de α-rizóbios es espécies endêmicas de Mimosa 

mexicanas, cujo solo se mostrou fértil e de pH alcalino, diferentemente do solo do centro 

brasileiro, mais ácido, no qual Reis et al. (2010) observaram predominância de 

Paraburkholderia sp. na maioria dos hospedeiros. Ainda, no Uruguai, em solos com alto 

nível de metais pesados, Mimosa spp. foi encontrada nodulando majoritariamente com 

o gênero Cupriavidus (Platero et al., 2016).  

Outro fator a ser questionado é a coevolução entre estes taxa. No caso do 

gênero Mimosa, é possível que cada grupo de cada país ou continente tenha coevoluído 

com seus respectivos simbiontes por milhões de anos, aumentando a especificidade 

desta relação. Esta hipótese é particularmente relevante no caso de espécies 

endêmicas, cujo a restrição a áreas e condições ambientais únicas podem ter agido 

restringindo a capacidade de nodular com uma maior gama de simbiontes (PIRES et al., 

2017).  

Na região sul brasileira, a diversidade do gênero ainda é estudada e se torna 

difícil pela distribuição cosmopolita, e a presença de inúmeras espécies endêmicas e 

ainda não descritas. No Rio Grande do Sul e Santa Catarina, estudos iniciais estimaram 

aproximadamente 100 espécies, como M. dolens e M. lanata (SILVEIRA, 2015). Em 

geral, no Paraná, se tem descrito principalmente Mimosa scabrella fazendo parte da 

Floresta Ombrófila Mista Montana, também reconhecida como Floresta de Araucárias, 

pela grande predominância da espécie Araucaria angustifólia (ROJERDAN et al., 2002). 

Além de M. scabrella, pelo menos mais 14 espécies são descritas no estado, dentre 

elas M. pudica, M. pigra, M. bimucronata (FRANCO et al., 2019), M. daleoides e M. 

flocculosa (MACHADO, 2020). 

 

 

2.8 IDENTIFICAÇÃO TAXONÔMICA DE PROCARIOTOS E RIZOBACTÉRIAS 
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Classicamente, a identificação de rizóbios se dá por meio da caracterização 

taxonômica de bactérias isoladas de nódulos de leguminosas, principalmente por meio 

de amplificação e sequenciamento de genes universais, como o 16S rRNA, que por 

muito tempo auxiliaram na resolução da taxonomia destes e outros procariotos. 

Consensualmente, valores estabelecidos por meio da comparação e alinhamento desde 

gene com bancos de dados confirma que identidades menores de 98.7% delimitam 

espécies diferentes (YARZA et al., 2014). Com os avanços no sequenciamento 

genômico e em análises filogenética, porém, a utilização deste gene como único 

marcador filogenético caiu em desuso, visto que diversos estudos apontam para sua 

baixa resolução nos mais vários níveis taxonômicos (VETROVSKI e BALDRIAN, 2013; 

PARKS et al., 2018; RAHIMLOU et al., 2021).  

Desta forma, diversos estudos têm se utilizado de alinhamentos concatenados 

de sequências não apenas de genes ribossomais, como o 16S rRNA, mas também de 

genes codificadores para proteínas, para alcançar maior resolução na construção das 

árvores filogenéticas (THIERGARD et al., 2014). Uma das proteínas mais utilizadas para 

a taxonomia de rizobactérias é a expressa pelo gene housekeeping recA, que atua tanto 

no reparo do DNA – associada a regulação do sistema SOS - quanto a recombinação, 

alinhamento e pareamento do mesmo, altamente conservada no genoma bacteriano e 

presente em diversos taxa (LUSETTI e COX, 2002; COX e MICHAEL, 2007).  

 Assim, a caracterização de novas espécies de rizóbios nas últimas décadas tem 

se valido da taxonomia polifásica, construída tanto por meio de ensaios bioquímicos, 

fisiológicos e morfológicos, quanto pelo esclarecimento da posição filogenética das 

estirpes através da amplificação e sequenciamento de genes de cópia única, como os 

mencionados acima, e análises genômicas básicas, realizadas em bancada, como a 

hibridização DNA-DNA (DDH) (GRAHAM et al., 1991). Nos últimos anos, porém, os 

padrões mínimos para a identificação e caracterização destes novos rizóbios têm se 

alterado e incluído análises mais detalhadas, principalmente relacionadas aos dados 

genômicos e à bioinformática comparativa.  

Os padrões mínimos a serem seguidos têm se baseado em informações geradas 

por meio de sequenciamento genômico total, que levam em conta a porcentagem de 

bases G + C dos genomas, tamanho em pares de base (pb), além da comprovação da 

capacidade da estirpe isolada em fixar nitrogênio e estimular a formação de nódulos em 

seu hospedeiro, por meio de ensaios de nodulação e amplificação de genes chave para 

estas vias metabólicas, como nifH e nodC, respectivamente (LAJUDIE et al., 2019). 

Ainda, análises comparativas entre os dados gerados por meio do sequenciamento 
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genômico total dos potenciais novos isolados com banco de dados de espécies 

filogeneticamente próximas é altamente recomendado.  

A identidade nucleotídica média (ANI), junto ao calculador de distâncias 

genômicas GGDC v2.1 (MEIER-KOLTHOFF et al., 2013; AUCH et al., 2010a; AUCH et 

al., 2010b;RICHTER e ROSSELLÓ-MÓRA, 2009) tem eficientemente substituído as 

técnicas de hibridização DNA-DNA de bancada, e são amplamente alimentadas por 

bancos de dados como o GenBank do Centro Nacional de Informação Biotecnológica 

(NCBI) (BENSON et al., 2013). Assim, a caracterização genômica reduziu a 

necessidade de rebuscadas análises fenotípicas, de forma que hoje, apenas alguns 

ensaios são recomendados para a publicação de novas espécies (LAJUDIE et al., 

2019). 

Análises como a utilização de fontes de carbono, condições ótimas de 

crescimento das estirpes e perfil lipídico geram informações discriminativas entre 

espécies e são úteis na descrição de isolados potencialmente novos. Aliar a clássica 

taxonomia polifásica às ferramentas bioinformáticas e aos dados fornecidos pelo 

sequenciamento de nova geração (NGS) têm sido a chave para resultados robustos na 

confirmação de novas espécies de rizobactérias. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3 OBJETIVOS 
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O objetivo deste trabalho é descrever a diversidade existente de rizobactérias 

nodulantes do gênero Mimosa no sul do Brasil, assim como caracterizar e descrever 

potenciais novas espécies de bactérias fixadoras de nitrogênio, mais comumente 

denominadas rizóbios, nodulantes de legumes do gênero Mimosa, baseado em 

taxonomia polifásica, a fim de ampliar a diversidade existente de rizóbios, por meio de 

ensaios bioquímicos, análises genômicas e em ensaios de nodulação e promoção do 

crescimento vegetal. 
 

 Como objetivos específicos, pode se citar: 

a) Analisar genomicamente as estirpes isoladas, por meio de sequenciamento 

de DNA de genes marcadores com importância taxonômica, de fixação de 

nitrogênio e de nodulação, e por meio de sequenciamento genômico total; 

 

b) Realizar ensaios de interação planta-bactéria para confirmar a capacidade 

de nodulação das estirpes e para analisar a capacidade de promoção de 

crescimento vegetal das estirpes; 

 

c) Caracterizar as estirpes microbiológica, fisiológica e bioquimicamente, por 

meio de ensaios para caracterização morfológica, determinação de perfil 

lipídico e de crescimento em diferentes condições de temperatura, fonte de 

carbono, pH e salinidade. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4     MATERIAIS E MÉTODOS 
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4.1  CRESCIMENTO E ESTOQUE DE CULTURAS 
 

Estirpes previamente isoladas foram crescidas a 28ºC por 2 a 4 dias no meio 

NFb sólido, tendo malato como fonte de carbono (KLASSEN et al., 1997) e no meio 

YMA (Yeast-Mannitol-Agar) (VICENT, 1970). As culturas, após crescidas, foram 

mantidas em meio YMA a 4ºC e, para estoques de longa data, foram preservadas em 

meio YM com glicerol 30% (v/v) a -20ºC. 

As estirpes referência utilizadas nos ensaios foram cedidas pela Embrapa-Soja 

(P. guartelaensis CNPSo 3008T; P. atlantica CNPSo 3155T; P. franconis CNPSo 3157T) 

e pela Embrapa-Agrobiologia (P. phymatum STM815T). 

4.2 ANÁLISES GENÔMICAS 
 

4.2.1 Extração de DNA genômico 
 

Para análises de biologia molecular e análises filogenéticas, o DNA genomico 

total dos Isolados foi extraído seguindo o protocolo adaptado de Stirling (2003). As 

estirpes de interesse foram inoculadas em 5 mL de meio YMA e incubadas a 28 ºC, 120 

rpm, por 14-16 horas até atingirem densidade óptica (D.O.595) de 1. Após, 1,5 mL da 

cultura foi transferido para um tubo de rosca de 2 mL e centrifugado por 60 segundos a 

10000 rpm. O sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido em 200 μL de 

Tampão de Extração A (Triton X v/v 2%; SDS v/v 1%; NaCl v/v 100mM; Tris-HCl pH8 

v/v 10mM; EDTA pH8 v/v 1mM; H2O) e homogeneizado com auxílio de vórtex. 

 Posteriormente foram adicionadas pérolas de vidro estéreis (aproximadamente 

200 mg), 100 mL de fenol pH8 e 100 mL de clorofórmio álcool isoamílico (v/v 1:1) e a 

solução foi homogeneizada em vórtex por 3 minutos. 200 μL de tampão TE (Tris-HCl 

pH8 v/v 10mM; EDTA pH8 v/v 1mM; H2O), homogeneizado 10 vezes e centrifugado por 

5 minutos a 1000 rpm. O sobrenadante foi então transferido para um tubo novo de 1,5 

mL e 1 mL de etanol 100% (v/v) foi adicionado, sendo o tubo homogeneizado 5 vezes e 

centrifugado por 4 minutos a 10000 rpm. O sobrenadante foi então descartado e o 

precipitado ressuspendido em 50 μL de tampão TE e 1 μL de RNAse, e então incubado 

por 30 minutos a 37 °C. Posteriormente, 350 μL de H2O ultrapura estéril e 5,3 μL de 

Acetato de Amônia (7,5 mol/L) foram adicionados e o tubo foi homogeneizado por 

inversão cinco vezes, e 1 mL de etanol 100% resfriado a 4 ºC foi adicionado à solução 

e novamente homogeneizado. 
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A solução foi então centrifugada por 4 minutos a 10000 rpm, o sobrenadante foi 

descartado e o precipitado foi secado em estufa por 1 hora a 37 °C ou overnight na 

bancada. O material genético extraído foi então ressuspendido em 40 μL de tampão TE 

e preservado a -20 ºC. 

4.2.2  Análises taxonômicas e filogenéticas  
 

Para a caracterização taxonômica, sequências do gene 16S rRNA foram 

recuperadas do banco de dados GenBank do NCBI (BENSON et al., 2013), baseando-

se nas estirpes tipo validadas e descritas na “List of Prokaryotic names with Standing in 

Nomenclature” (LPSN; PARTE et al., 2020). Sequências previamente adquiridas dos 

isolados provenientes de nódulos de Mimosa spp. entre 2016 e 2018 nos estados do 

Paraná e Santa Catarina no sul do Brasil, foram utilizadas junto às sequências obtidas 

do NCBI. Inicialmente, o software CD-HIT (FU et al., 2012) foi utilizado para agrupar 

todas as sequências, utilizando configurações pré-definidas (e limite de identidade por 

sequência como indicado no texto). 

O alinhamento e as análises filogenéticas foram realizados utilizando o software 

MEGA 7 (Kumar et al., 2016) e BioEdit (HALL, 1999). Primeiramente, as sequencies 

foram alinhadas por meio da ferramenta Clustal W (LARKIN et al., 2007), e o 

alinhamento 16S rRNA-recA foi concatenado, seguido pela construção de uma árvore 

filogenética com o algoritmo Neighbor-Join (NJ) (SAITOU e NEI, 1987), sendo as 

distâncias filogenéticas computadas utilizando o método Jukes-Cantor (JUKES and 

CANTOR, 1969). O suporte estatístico para a árvore foi avaliado por meio de análises 

de bootstrap com 1000 replicatas (FELSENSTEIN, 1985). 

4.2.3  Amplificação de marcadores genômicos (16S rRNA e recA) 
 

Por meio das análises de CD-HIT, estirpes foram selecionados para a 

amplificação do gene housekeeping recA que, juntamente com sequencies de 16S 

rRNA, foi utilizado para inferir a posição filogenética das estirpes. Os primers utilizados 

para a amplificação do gene 16S rRNA por meio de PCR convencional foram o primer 

27F (5'AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') e 1492R (5'ACGGCTACCTTGTTACGACTT-

3') (LANE, 1991), enquanto para o gene recA, primers recABurkF (5’ 

GATCGARAAGCAGTTCGGCAA-3’) e recABurkR (5’TTGTCCTTGCCCTGRCCGAT-3’) 

foram utilizados (BONTEMPS et al., 2010).  

A reação de amplificação por meio de PCR incluiu 4 μL 10X solução tampão, 1,2 

μL MgCl2, 0,8 μL dNTPs (5 mmol / L), 1 μL de cada primers (foward e reverse), 0,1 μL 



35 
 

da enzima GoTaq DNA polymerase (GoTaq® DNA Polymerase, Promega CorporationTM) 

e 11,9 μL de água ultrapura, para 20 μL de volume final. A ciclagem utilizada no 

termociclador Veriti® 96-Well Thermal Cycler (Life Technologies) foi uma desnaturação 

inicial por 5 minutos a 95 ºC; 25 ciclos de desnaturação por 30 segundos a 95 ºC; 

anelamento por 30 segundos a 58 ºC; extensão por 40 segundos a 72 ºC; e uma 

extensão final por 7 minutos a 72 ºC. 

 
4.2.4  Amplificação de genes da FBN e de nodulação (nifH e nodC) 

 

A amplificação dos genes nifH e nodC foram realizadas por meio PCR 

convencional, que incluiu 4 μL 10X solução tampão, 1,2 μL MgCl2, 0,8 μL dNTPs (5 

mmol / L), 1 μL de cada primers (foward e reverse), 0,1 μL da enzima GoTaq DNA 

polymerase (GoTaq® DNA Polymerase, Promega CorporationTM) e 11,9 μL de água 

ultrapura, para 20 μL de volume final. O ciclo de temperaturas utilizado no termociclador 

Veriti® 96-Well Thermal Cycler (Life Technologies) para os genes foi uma desnaturação 

inicial por 5 minutos a 95 ºC; 25 ciclos de desnaturação por 30 segundos a 95 ºC; 

anelamento por 30 segundos a 55 ºC (nifH) e 60 ºC (nodC); extensão por 40 segundos 

a 72 ºC; e uma extensão final por 7 minutos a 72 ºC.  

Para a amplificação do gene nifH foram utilizados os primers NifH-F1 (5’ 

CGCIWTYTACGGIAARGGIGG-3’) e NiFH-R1 (5’ GGIKCRTAYTSGATIACIGTCAT-3’) 

(CHEN et al., 2003), enquanto para a amplificação do gene nodC os primers utilizados 

foram NodCF1 (5’ ACTSATACTYAACGTMGAYTC-3’) e NodCR1 (5’ 

GMRAAYCCRAGAAATCGAAG-3’) (BONTEMPS et al., 2010). Os passos seguintes 

para a confirmação da amplificação, sequenciamento e análise dos genes se deram da 

mesma forma que para os genes 16S rRNA e recA, indicados na sessão 4.2.4 – 6. 

 

4.2.5  Eletroforese de DNA em gel de agarose 
 

 Após amplificação dos genes de interesse por PCR, amostras foram submetidas 

a eletroforese horizontal em sistema HOEFFER em gel de agarose 0,8%, utilizando 

tampão TAE 1X (base Tris 40 mmol/L, ácido acético 40 mmol/L, EDTA 2 mmol/L, pH8), 

com corrente elétrica de 70 volts por 50 minutos, diluindo 2 μL de amostra em 2 μL de 

corante Fsuds (azul de bromofenol 0,8%, phycol 10%, xileno de cianol 0,4%, SDS 1%, 

ETDA 1,8 mmol/L, pH8) e aplicando no gel. Posteriormente, o gel de agarose foi 

incubado em solução de brometo de etídio (0,5 μg/mL) por 15 minutos e observado luz 

ultravioleta 320 nm em transiluminador EC3 System – UVP BioImaging Systems (UVP, 
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Inc. Upland, CA-USA), para reconhecimento da amplificação dos genes para cada 

amostra. 

4.2.6  Purificação e precipitação de DNA 
 

O processo de purificação do produto amplificado foi feito utilizando uma reação 

enzimática simultânea, com 0,66 μL de Exonuclease I (EXO I – 5,2 U/μL - Ferments), 

0,66 μL de FastAP (0,77 U/μL - Ferments) e 0,68 μL de água ultrapura, para 20 μL de 

material amplificado. A reação foi submetida a incubação por 60 minutos a 37 ºC e 

subsequente inativação das enzimas por 15 minutos a 85º C. 

Posteriormente, 4 μL do amplificado previamente purificado foi utilizado, junto a 

1,2 μL de primer, 2 μL de tampão Save Money (10% (v/v) com MgCl2 250 mmol/L, 

TrisHCl 20% (v/v) (pH 9,0)), 0,8 μL de BigDye® Terminator v3. 1 Cycle Sequencing Kit 

e 2 μL de água ultrapura estéril, para completar 10 μL de reação para a segunda etapa 

de purificação de DNA. A ciclagem utilizada no termociclador foi um primeiro ciclo de 1 

minuto a 95° C; 35 ciclos de 15 segundos a 95 ºC, 15 segundos a 58 ºC, 3 minutos a 60 

ºC e um ciclo final de 5 minutos a 60 ºC. Neste processo, os mesmos primers utilizados 

para a amplificação dos genes 16S rRNA e recA foram utilizados para suas respectivas 

reações de purificação. 

Após, foi realizado o processo de precipitação do DNA purificado, por meio da 

adição de 2 μL de acetato de amônio (7,5 mol/L), 10 μL de água ultrapura estéril e 66 

μL de etanol absoluto, junto a 10 μL de DNA purificado. A solução foi solubilizada e 

centrifugada por 30 minutos a 14000 rpm. O sobrenadante foi descartado, e 100 μL de 

etanol 70% foram adicionados, e a solução foi novamente centrifugada por 15 minutos 

a 14000 rpm, sendo posteriormente o sobrenadante descartado. O precitado foi deixado 

para secagem a temperatura ambiente durante a noite e ressuspendido em 30 μL de 

tampão TE. A leitura das sequências foi obtida por meio de sequenciador automático 

AppliedBiosystems®3500 e 3500xLGeneticAnalyzers. 

4.2.7  Montagem e análise de sequências genômicas 
 

 O DNA total de seis estirpes selecionadas foi extraído, como descrito 

anteriormente, e submetido a sequenciamento de DNA de próxima geração (NGS, do 

inglês, next generation sequencing) utilizando tecnologia Illumina. O sequenciamento 

foi realizado por MicrobesNG (University of Birmingham, UK), no qual as sequências 

iniciais foram filtradas por sua qualidade utilizando a ferramenta “trimmomatic” 
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(BOLGER et al., 2014). A montagem foi realizada utilizando a ferramenta CLC Genomic 

Workbench v7, e SPAdes (BENKEVICH et al., 2012).  

A qualidade das montagens foi verificada por meio da ferramenta QUAST 

(GUREVICH et al., 2013) e a ferramenta “finisher assembler tool GFinisher” 

(gfinisher.sourceforge.net) foi utilizada para combinar as montagens prévias e melhorar 

a qualidade da montagem dos genomas. Os genomas montados também foram 

submetidos a anotação genômica por meio da submissão dos dados na plataforma 

RAST (Rapid Annotation using Subsystem Technology - https://rast.nmpdr.org/) (AZIZ 

et al., 2008; OVERBEEK et al., 2014; BRETTIN et al., 2015). 

 Os genomas utilizados como referência de rizobactérias, dos gêneros 

Paraburkholderia, Cupriavidus e Rhizobium, foram resgatados do banco de dados 

GenBank e utilizados nas análises genômicas comparativas. Para avaliar a distância 

evolutiva entre os genomas, foram utilizadas as ferramentas “fastANI” (disponível em 

https://github.com/ParBLiSS/FastANI) e o calculador de distâncias genômicas GGDC 

v2.1 (MEIER-KOLTHOFF et al., 2013; AUCH et al., 2010a; AUCH et al., 2010b), 

baseados em identidade de sequência em pares. 

 

4.3 ENSAIOS FENOTÍPICOS 
 

4.3.1  Ensaios de temperatura ótima  
 

 Para ensaios de temperatura, estirpes selecionadas foram crescidas em meio 

NFb malato a 28 ºC, 120 rpm, por 14-16 horas até atingirem densidade óptica (D.O.595) 

de 1,0. 10 μL das culturas crescidas foram plaqueados em placas contendo NFb malato 

sólido e incubadas a 4 ºC, 18 ºC, 30 ºC, 37 ºC, 40 ºC and 45 ºC por sete dias em 

quadruplicata. O crescimento foi monitorado a cada 24 horas até o final do período 

proposto. Os resultados foram então analisados por meio do GraphPad Prism versão 

8.0.0 para Windows, GraphPad Software, San Diego, California USA, 

(www.graphpad.com). 

4.3.2  Ensaios de salinidade ótima 
 

Para os ensaios de salinidade, estirpes foram crescidas em meio NFb malato a 

28 ºC, 120 rpm, por 14-16 horas até atingirem densidade óptica (D.O.595) de 1,0. Um 

volume de 2 mL de cultura foi passado para um tubo de 2 mL e lavado três vezes com 

salina 0,9%, e posteriormente plaqueados em meio NFb sólido com diferentes 
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concentrações de sal, iniciando de 0% NaCl e sendo complementado com NaCl 20% 

(v/v) para atingir as concentrações de salinidade de 0%, 0,01%, 0,1%, 0,5%, 1-3% (em 

intervalos de unidade de 1%). Para todas as condições, quadruplicatas foram feitas, e 

o crescimento foi determinado após sete dias de incubação a 30 ºC. 

4.3.3  Ensaios de pH ótimo 
 

Para os ensaios de crescimento das estirpes em diferentes valores de pH, o pH 

inicial do meio NFb malato foi ajustado (4-9 em intervalos de uma unidade de pH) e 

mantido por meio dos tampões apropriados, de acordo com BOURNAUD et al. (2017), 

sendo pH 4 (ácido acético 82 mM; acetato de sódio 18 mM); pH 5 (ácido acético 30 mM; 

acetato de sódio 70 mM); pH 6 (ácido cítrico 18 mM; Na2HPO4 64 mM); pH 7 (ácido 

cítrico 6 mM; Na2HPO4 87 mM); pH 8 (Na2HPO4 94 mM; NaH2PO4 5 mM); pH 9 (Tris 

base 100 mM; HCl 10 mM). Os inóculos das estirpes selecionadas foram pré-inoculados 

em NFb malato a 28 ºC, 120 rpm, por 14-16 horas até atingirem D.O.595 1,0. Um volume 

de 2 mL de cultura foi então lavado três vezes com salina 0,9% (v/v) para retirada de 

resquícios do meio NFb malato inicial, e inoculado em placas de NFb malato sólido com 

o pH desejado, em quadruplicadas. O crescimento nos diferentes pHs foi determinado 

após sete dias de incubação a 30 ºC. 

4.3.4  Ensaios de crescimento em diferentes fontes de carbono 
 

A utilização de fonte de carbono no crescimento das estirpes selecionadas foi 

realizada utilizando o kit GN2 Microplate Biolog (www.biolog.com), de acordo com as 

instruções do fabricante. As estirpes selecionadas foram crescidas em meio NFb malato 

a 28 ºC, 120 rpm, por 14-16 horas até atingirem densidade óptica (D.O.595) de 1,0.  Um 

volume de 2 mL de cultura foi então lavado três vezes com salina 0,9% (v/v/) e então 

ressuspendido em meio NFb sem fontes de carbono, seguindo uma diluição de 10x para 

então inoculação de 150 μL no kit GN2. As placas foram então incubadas a 30 ºC por 

cinco dias, e as análises foram realizadas por meio da mensuração da densidade óptica 

(D.O.595) das placas após o quinto dia de crescimento. 

4.3.5  Ensaios de resistência a antibióticos 
 

Para os ensaios de resistência a antibióticos, as estirpes foram crescidas em 

meio NFb malato a 28 ºC, 120 rpm, por 14-16 horas até atingirem densidade óptica 

(D.O.595) de 1,0. Um volume de 2 mL de cultura foi passado para um tubo de 2 mL e 

lavado três vezes com salina 0,9% (v/v), e posteriormente plaqueados em meio NFb 

sólido suplementado com o antibiótico a ser testado (Tabela 1), em quadruplicata. As 
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placas foram incubadas por sete dias a 28ºC e o crescimento avaliado após este 

período. 

As soluções estoque de antibióticos, a exceção da Tetraciclina (Tc), foram 

preparados em água ultrapura estéril através de microfiltração (Millipore HAWP 0,2 μM). 

Estoques de tetraciclina foram preparados em etanol 70%. Todas as soluções estoque 

foram mantidas a 4 ºC. 

TABELA 1 – Utilização de antibióticos para testes de resistência à antibióticos com estirpes 

selecionadas de nódulos de Mimosa spp. 

ANTIBIÓTICO CONCENTRAÇÃO INICIAL1 (μg/mL) CONCENTRAÇÃO FINAL2 (μg/mL) 

Ampicilina (AMP) 250 0,25 

Cloranfenicol (Cn) 30 0,03 

Canamicina (Km) 100 0,10 

Estreptomicina (Sm) 80 0,08 

Gentamicina (Gn) 25 0,025 

Tetraciclina (Tc) 10 0,01 
1 Concentração estoque do antibiótico; 2 Concentração do antibiótico no meio de cultura. 

FONTE: o próprio estudo (2022). 

 

4.3.6  Caracterização de Ácidos Graxos 
 

O perfil lipídico das estirpes foi realizado por meio da análise de ácidos graxos 

extraídos por cromatografia gasosa. Para tal, os ácidos graxos foram convertidos em 

ésteres metílicos de ácidos graxos (FAME, do inglês, fatty acid methyl ester) produzidos 

por reações de metilação, neste caso, metanólise alcalina branda (FERNANDES e 

CHAER, 2010). 

4.3.7  Ensaios de Motilidade 
 

Para os ensaios de motilidade, as estirpes foram crescidas em meio NFb malato 

a 28 ºC, 120 rpm, por 14-16 horas até atingirem densidade óptica (D.O.595) de 1,0. Um 

volume de 2 mL de cultura foi passado para um tubo de 2 mL e lavado três vezes com 

salina 0,9%, e posteriormente 10 μL foram inseridos no centro de placas de petri 

contendo meio NFb malato semissólido 0,25% ágar, em triplicata. As placas foram então 

incubadas por 72 horas a 28º C e o crescimento foi avaliado após este período, sendo 

estas fotografadas e observado o crescimento de halo em volta do ponto de inoculação. 

4.4 ENSAIOS DE INTERAÇÕES PLANTA-BACTÉRIA 
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4.4.1  Ensaios de Nodulação 
 

Estirpes isoladas a partir dos nódulos de Mimosa spp. foram utilizadas para 

reinoculação em Mimosa pudica, para confirmação de sua capacidade de nodulação. 

Um sistema contendo dois potes magenta de 300 mL cada foi montado, sendo os potes 

encaixados verticalmente, para realização dos ensaios. O pote magenta de cima foi 

preenchido com vermiculita, utilizada como substrato, enquanto o pote de baixo foi 

preenchido com 200 mL de meio BD (Tabela 2), para irrigação das plantas, sendo papel 

filtro utilizado para a irrigação (Figura 5a). O sistema foi então esterilizado em autoclave, 

a 120 ºC, 1 atm por 20 minutos. 

TABELA 2 – Composição do meio BD utilizado para irrigação em testes de nodulação com 

estirpes selecionadas de nódulos de Mimosa spp. 

MEIO BD1 
SOLUÇÃO 

BASE 
COMPOSIÇÃO 

QUÍMICA 
CONCENTRAÇÃO INICIAL2 

(g/L) 
CONCENTRAÇÃO FINAL3 

(g/L) 
SOLUÇÃO A CaCl2.2H2O 294,1 0,147 

SOLUÇÃO B1 KH2PO4 136,1 0,068 
SOLUÇÃO B2 K2HPO4 174,2 0,087 
SOLUÇÃO C Fe Citrato 6,7 0,0033 
SOLUÇÃO D MgSO4 123 0,0615 

K2SO4 87 0,0435 
MnSO4 0,34 1,7x10-5 

H3Bo3 0,152 7,6x10-6 

ZnSO4 0,25 1,25x10-5 

CuSO4 0,1 5x10-6 

CoSO4 0,06 3x10-6 

NaMoO4 0,05 2,5x10-6 

1 pH final deve ser 7, corrigido com NaOH ou HCl; 2 Concentração em cada solução após ser autoclavada. 
3 Concentração final para 1 litro de meio BD após autoclavado. 

FONTE: o próprio estudo (2022). 

 

4.4.2  Quebra de dormência de sementes de M. pudica 
 

A dormência das sementes de M. pudica foi quebrada por meio da exposição a 

ácido sulfúrico concentrado por 10 minutos, subsequentemente sendo lavadas em água 

corrente por 5 minutos. As sementes então foram imersas em hipoclorito de sódio 6% 

(v/v) por 15 minutos, lavadas cinco vezes com água destilada estéril, e transferidas para 

placa de petri com meio BD ágar 0,5% com 1 cm de distância entre cada semente. A 



41 
 

placa foi então embrulhada em papel alumínio e incubada a 30 ºC por 48 horas. Após 

este período, as sementes germinadas foram então transplantadas para o sistema com 

vermiculita estéril em fluxo laminar (Figura 5b), sendo o sistema então fechado e levado 

para casa de vegetação por 72 horas para aclimatação, antes da inoculação das 

estirpes. 

4.4.3  Inoculação de estirpes de interesse 
 

A estirpe Cupriavidus taiwanensis LMG19424, conhecida por sua capacidade de 

nodular Mimosa pudica (CHEN et al., 2008), foi utilizada como controle positivo para os 

ensaios de nodulação. As estirpes selecionadas e o controle positive foram previamente 

inoculadas em 5 mL de meio YMB a 28 ºC, 120 rpm, por 14-16 horas até atingirem 

densidade óptica (D.O.595) de 0,7. 1 mL de cultura foi utilizado, lavado três vezes com 

salina 0,9% e diluído 10 vezes com salina 0,9%. 1 mL da diluição foi então utilizado para 

inoculação nas sementes germinadas em fluxo laminar, para garantir a esterilidade do 

sistema. O ensaio para cada estirpe selecionada foi feito em quadruplicata e, após a 

inoculação, a superfície do sistema foi coberta com grânulos de vidro estéreis para evitar 

contaminação (Figura 5c), e retornado a casa de vegetação, com temperatura (34 ºC) e 

umidade controladas (70%). 

FIGURA 5 - Sistema de cultivo1 de Mimosa pudica em condições estéreis para ensaios de 

nodulação. 

 

1 Sistema magenta para ensaio de nodulação (a); semente de Mimosa pudica plantada no sistema (b); 

inoculação da estirpe de interesse após 72 h de aclimatação da semente e adição de grânulos de vidro 

estéreis (c). 

FONTE: o próprio estudo (2022). 
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4.4.4   Coleta e isolamento das estirpes dos nódulos de M. pudica 
 

O sistema com as plantas de M. pudica foi acompanhado por 60 dias, sendo as 

plantas regadas com meio BD quando necessário, em fluxo laminar, por meio do 

reabastecimento de meio BD no pote magenta inferior. Após este período, as plantas 

foram coletadas, sendo as raízes lavadas em água destilada estéril, pesadas e medidas, 

juntamente à parte aérea, e então secadas em sacos de papel por 7 dias em estufa a 

80 ºC, sendo posteriormente pesadas novamente. Os nódulos provenientes das raízes 

foram contados e pesados, e desinfestados por imersão em etanol 95% por 30 

segundos, seguindo de 60 segundos em hipoclorito de sódio 6%, lavados quatro vezes 

com água destilada estéril, e então triturados com bastão de vidro estéril e plaqueados 

em placas de petri contendo meio YMA sólido. As placas foram então incubadas a 28 

ºC por dois a sete dias, e as colônias crescidas foram isoladas e identificadas por meio 

de espectrometria de massa MALDI-TOF. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

5.1 ANÁLISES FILOGENÉTICAS 
 

5.1.1  Filogenia dos genes 16S rRNA e recA 
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 Um total de 345 sequências referência do gene 16S rRNA foram agrupados com 

189 sequências de 16S rRNA de estirpes isoladas (Anexo 1) (SILVA, 2018; MOREIRA, 

2018) a partir de nódulos de Mimosa spp. (Figura 6; Tabela 3), utilizando a ferramenta 

CD-HIT com 99% de identidade entre as sequências. As sequências referência 

incluíram estirpes tipo de oito gêneros relacionados (Cupriavidus, Burkholderia, 

Paraburkholderia, Herbaspirillum, Rhizobium, Mesorhizobium, Bradyrhizobium e Ensifer 

sp.), obtidos a partir da List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature (LPSN, 

https://www.bacterio.net; PARTE, A., 2018; PARTE, A. et al., 2020) em outubro de 2021.  

As 535 sequências foram agrupadas em 229 grupos, dos quais 207 (90,3%) 

foram formados por sequências únicas, e 22 (9,6%) incluíram duas ou mais sequências. 

Destes últimos, 11 grupos incluíram sequências de estirpes isoladas juntamente com 

sequencies referência dos gêneros Rhizobium, Herbaspirillum, Bradyrhizobium e 

Paraburkholderia, permitindo uma aproximação taxonômica para estes isolados. Três 

grupos foram identificados como próximos a P. caribensis (VANDAMME et al., 2002), P. 

mimosarum (CHEN et al.; 2006), and P. peleae (WEBER et al., 2017), incluindo 18, 15, 

e 14 isolados, respectivamente. Destas, apenas as primeiras duas espécies já foram 

descritas como simbiontes de Mimosa spp. 

Os 11 grupos restantes, referentes aos 22 grupos iniciais, foram formados 

apenas por estirpes de isolados, totalizando 83 sequencias de 16S rRNA, indicando 

potenciais novas espécies de rizóbios. Para estes grupos, a identificação taxonômica 

foi confirmada por meio da ferramenta BLASTn, contra o banco de dados do NCBI, de 

forma que resultados obtidos mostram que as estirpes pertencem aos gêneros 

Cupriavidus e Paraburkholderia. Sete grupos, do gênero Paraburkholderia foram 

selecionados (Tabela 4) para as próximas análises. 

 

 

FIGURA 6 - Local de amostragem de plantas de Mimosa spp. coletas por Silva (2018) e Moreira 

(2018) nos estados do Paraná e Santa Catarina, Brasil. 
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FONTE: Adaptado de Silva (2018) e Moreira (2018). 

TABELA 3 – Plantas de Mimosa spp. amostradas por Silva (2018) e Moreira (2018) nos estados 

do Paraná e Santa Catarina, Brasil. 

Local de coleta Ano Planta hospedeira Latitude1 Longitude Altitude (m) 
Morretes 14 2014 Mimosa pudica 25°26'43.4"S 48°48'36.3"W 23 

Morretes 14 2014 Mimosa bimucronata 25°26'43.4"S 48°48'36.3"W 23 

Morro Inglês 14 2014 Mimosa pudica 25°26'43.4"S 48°48'36.3"W 22 

Morro Inglês 15 2015 Mimosa pudica 25°34'17.6"S 48°39'16.9"W 50 

M. Canal 14 2014 Mimosa congestifolia 25°30'55"S 48°58'53"W 1359 

M. Canal 14 2014 Mimosa congestifolia 25°30'55"S 48°58'53"W 1359 

M. Canal 16 2016 Mimosa congestifolia 25°30’52.6” 
S 48°59’16.8” W 1313 

M. Canal 16 2016 Mimosa pseudocallosa 25°30’55” S 48°58’53” W 1359 

M. Canal 17 2017 Mimosa congestifolia 25°30’52.6” 
S 48°59’16.8” W 1313 

São Luiz do Purunã 14 2014 Mimosa gymnas 25°28'20.6"S 49°38'26.0"W 1203 

São Luiz do Purunã 14 2014 Mimosa dolens 25°28'35.0"S 49°47'10.5"W 966 

São Luiz do Purunã 17 2017 Mimosa dolens 25º28'10.7"S 49º38'38.1"W 1172 

Cânion Faxina 18 2018 Mimosa furfuracea 25º27'35.2"S 49º40'07.6"W 1095 

Rec Pap 14 2014 Mimosa pilulifera 25°28'35.0"S 49°47'10.5"W 974 

Rec Pap 14 2014 Mimosa lanata 25°28'35.0"S 49°47'10.5"W 973 

Rec Pap 14 2014 Mimosa dryandroides 25°28'35.0"S 49°47'10.5"W 966 

Rec Pap 14 2014 Mimosa dolens 25°28'35.0"S 49°47'10.5"W 971 

Rec Pap 17 2017 Mimosa dryandroides 25°28'07.5"S 49°46'25.2"W 987 

Rec Pap 18 2018 Mimosa daleoides NA NA NA 

Rec Pap 18 2018 Mimosa pilulifera NA NA NA 

Rec Pap 18 2018 Mimosa dolens NA NA NA 

PG 14a 2014 Mimosa regnellii 25°09'16.9"S 50°03'21.6"W 928 
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PG 14b 2014 Mimosa paranapiacabae 25°08'40.6"S 49°57'22.9"W 1023 

PG 14c 2014 Mimosa flocculosa 25°10'51.0"S 50°04'31.1"W 826 

Quiriri 16 2016 Mimosa hirsutula 26°1'46.36"S 48°57'33.62"W 1538 

Quiriri 16 2016 Mimosa murex 26°1'46.36"S 48°57'33.62"W 1538 

Quiriri 16 2016 Mimosa piscatorum 26°1'46.36"S 48°57'33.62"W 1538 

Quiriri 16 2016 M sp1 26°1'46.36"S 48°57'33.62"W 1538 

Quiriri 16 2016 M sp2 26°1'46.36"S 48°57'33.62"W 1538 

Quiriri 16 2016 Mimosa lanata 26°1'46.36"S 48°57'33.62"W 1538 

Blumenau 16 2016 Mimosa pudica 26°53’39” S 49°4’19” W 21 

Blumenau 16 2017 Mimosa pudica NA NA 21 
1 Latitude “NA” representa dados ausentes. 

FONTE: adaptado de Silva (2018) e Moreira (2018). 

Apenas os grupos clstr0013 e clstr0049 incluem isolados provenientes de uma 

única espécie de Mimosa (M. piscatorum e M. scabrella, respectivamente), o que pode 

indicar espécies de rizóbios hospedeiro-específico, encontrados unicamente nestas 

espécies de leguminosas. Uma possibilidade para estes resultados pode ser 

relacionada à sinalização molecular entre as rizobactérias e a Mimosa sp. em questão, 

de forma que a excreção de flavonoides e a ativação dos genes nod seja mais favorecida 

na relação entre estes dois organismos em específico do que para outros simbiontes 

(PINDI et al., 2020).  

Outra possibilidade também, é a ausência de um maior número de regiões e 

plantas amostradas e outros estudos regionais publicados, para maiores comparações, 

já que as populações de rizobactérias variam intensamente de acordo com 

características geográficas, como perfil de solo (pH, salinidade, por exemplo) e 

hospedeiros disponíveis (BENNY et al., 2015; LAMMEL et al., 2018).    

TABELA 4 - Grupos baseados em sequências de 16S rRNA de estirpes isoladas a partir dos 

nódulos de Mimosa spp. e estirpes tipo referência (NCBI) para o gênero Paraburkholderia.  

Grupos nº seq1 Ref NCBI2 Isolado3 Hospedeiro Local de coleta 

   88.12 M. daleoides Recanto dos Papagaios 

  Sem correspondência BN5.2 M. dolens Recanto dos Papagaios 

clstr0001 21 (Paraburkholderia sp. 

nov) 

90.3 M. pilulifera Recanto dos Papagaios 

   RP2.3.1 M. dryandroides Recanto dos Papagaios 

   CF13 M. furfuracea Cânion Faxina 

   11.13 M. murex Quiriri 

clstr0003 17 Sem correspondência 6.1 M. hirsutula Quiriri 

  (Paraburkholderia sp. 

nov) 

MC3.2 M. congestifolia Morro do Canal 

   7.11 Mimosa sp. Quiriri 
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   9.2 M. murex Quiriri 

clstr0006 15 P. paleae 7.1 Mimosa sp. Quiriri 

   MC4 M. congestifolia Morro do Canal 

   6.3 M. hirsutula Quiriri 

clstr0010 13 Sem correspondência 6.2 M. hirsutula Quiriri 

  (Paraburkholderia sp. 

nov) 

7.3 Mimosa sp. Quiriri 

   10.7 M. piscatorum Quiriri 

clstr0013 11 Sem correspondência 10.15.1 M. piscatorum Quiriri 

  (Paraburkholderia sp. 

nov) 

10.15.2 M. piscatorum Quiriri 

   88.16 M. daleoides Recanto dos Papagaios 

clstr0024 4 Sem correspondência 89.3 M. dolens Recanto dos Papagaios 

  (Paraburkholderia sp. 

nov) 

RP7.2.2 M. dryandroides Recanto dos Papagaios 

clstr0049 2 Sem correspondência MP1.1 M. scabrella Morro da Palha 

  (Paraburkholderia sp. 

nov) 

MP2.2 M. scabrella Morro da Palha 

1 Número de sequencias de 16S rRNA de isolados correspondente a cada grupo; 2 Grupos sem 

correspondência com banco de dados foram definidos como possíveis espécies novas; 3 Isolados 

representantes dos referentes grupos, utilizados para análises posteriores. 

FONTE: o próprio estudo (2022). 

Os grupos restantes são formados por diferentes isolados de diferentes espécies 

de plantas (incluindo espécimes coletadas no mesmo local e/ou locais diferentes) 

(Tabela 4), indicando que ou molecularmente estes simbiontes são capazes de ativar 

seus genes necessários à nodulação em exposição à variados flavonoides, ou as 

leguminosas referentes a estes beta-rizóbios têm a capacidade de recrutar diversas 

populações de microrganismos, se caracterizando como hospedeiras promíscuas (LIRA 

et al., 2015; DONIE, J. ALLAN, 2010). 

Levando em conta que o gene 16S rRNA apresenta baixa resolução para avaliar 

questões taxonômicas (VETROVSKI e BALDRIAN, 2013; PARKS et al., 2019; 

RAHIMLOU et al., 2021), o gene housekeeping recA foi amplificado e sequenciado para, 

no mínimo, uma estirpe por grupo (Anexo 2). As sequências dos genes 16S rRNA-recA 

dos isolados e de estirpes referência foram então utilizados para construir uma árvore 

filogenética, por meio dos alinhamentos concatenados. A Figura 7 revela a relação das 

estirpes isoladas com espécies referências próximas do gênero Paraburkholderia. 

FIGURA 7 - Árvore filogenética1 baseada nos alinhamentos concatenados dos genes 16S rRNA 

e recA amplificados de estirpes isoladas e estirpes referência de rizóbios.  
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1A história evolutiva foi calculada utilizando o método Neighbor-Joining. A soma do comprimento do ramo 

para árvore ótima = 0,97580752 é mostrada. A porcentagem de árvores replicadas nas quais os táxons 

associados agrupados no teste de bootstrap (1000 replicatas) são mostradas ao lado dos ramos. As 

distâncias evolutivas foram calculadas utilizando o método Jukes-Cantor e estão nas unidades de número 

de substituições de bases por sítio. As análises envolveram 47 sequências nucleotídicas. Todas as posições 

contendo lacunas e dados ausentes foram eliminadas, resultando num total de 419 posições no conjunto 

de dados final. As análises evolutivas foram conduzidas no MEGA7. 

* Estirpes com genoma total sequenciado disponível. 
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FONTE: O próprio estudo (2022). 

A árvore filogenética aponta uma proximidade entre quatro grupos de isolados. 

O filogrupo “A” é formado por três grupos (clstr0003, clstr0006, clstr0010), de forma que 

os isolados de cada grupo se misturam entre si, não havendo uma definição dentro do 

ramo. Esses resultados podem indicar uma divergência com as análises prévias de 

agrupamento dos isolados por meio do gene 16S rRNA através da ferramenta CD-HIT 

em relação aos métodos utilizados para a construção da árvore.  

Estes resultados conflitantes podem ser devido à baixa resolução de espécie 

para o gene 16S rRNA quando os clusters foram gerados, ou até mesmo problemas não 

resolvidos com os dados brutos, como por exemplo, baixa qualidade de 

sequenciamento. De qualquer forma, apenas um dos três grupos contém genoma 

sequenciado (clstr0006), e assim, análises mais aprofundadas são necessárias. 

Um problema similar pode ser notado como filogrupo “D”, no qual dois outros 

grupos (clstr0001 e clstr0024) se encontram jutos.  Diferentemente do filogrupo “A”, 

estes dois apresentam genomas sequenciados, e análises genômicas indicam uma 

grande similaridade entre eles (Tabela 8). Desta forma, por mais que ambos tenham 

sido agrupados separadamente, baseados em suas sequências de 16S rRNA pelo 

método CD-HIT, as análises taxonômicas, baseadas em sequência genômica, de maior 

resolução, indicam que estas estirpes estão mais próximas de pertencerem a uma 

mesma espécie.  

Filogrupos “B” e “C” se mostram bem resolvidos, sendo cada um formado por 

apenas um grupo baseado no gene 16S rRNA (clstr0049 e 0013, respectivamente). Para 

o filogrupo “B”, uma sequência genômica está disponível e análises mostram uma 

relação próxima com Paraburkholderia nodosa, uma espécie já bem caracterizada como 

simbionte do gênero Mimosa (CHEN et al., 2007). Para o filogrupo “C”, as análises 

genômicas mostram um grupo bem definido com apenas isolados provenientes de 

nódulos de M. piscatorum, e filogeneticamente relacionados com P. dipogonis e P. 

phymatum, resultados confirmados também pelas análises filogenéticas da árvore de 

16S rRNA-recA.  

 

 

5.1.2  Filogenia de genes da FBN e de nodulação, nifH e nodC 
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Paraburkholderia spp. tem sido reconhecido como um dos principais gêneros 

capazes de promover a formação de nódulos e o crescimento de inúmeras espécies de 

leguminosas (VIO et al., 2020). Um dos principais meios de confirmar a capacidade de 

promoção de crescimento vegetal se dá pelo gene nifH, que tem papel fundamental na 

fixação biológica do nitrogênio (DE MEYER et al., 2016), e por meio do gene nodC, que 

participa ativamente na indução da formação dos nódulos em leguminosas, onde a FBN 

majoritariamente ocorre (STRENG et al., 2011). 

 Dessa forma, o gene nifH foi amplificado e sequenciado para estirpes de 

interesse dos Filogrupos “A”, “C” e “D” (Anexo 2), formados por meio da filogenia 

concatenada dos genes 16S rRNA-recA (Figura 7). A construção de uma árvore 

filogenética foi realizada a fim de evidenciar a relação evolutiva entre as estirpes (Figura 

8). A presença do gene para todos os isolados confirma a capacidade de fixar nitrogênio 

pela presença de um complexo nitrogenase funcional e, embora a filogenia de genes da 

FBN não necessariamente revele as relações filogenéticas dos procariotos, devido aos 

inúmeros eventos de transferência lateral gênica (GONZÁLEZ et al., 2019; REHIMLON 

et al., 2021), o padrão de agrupamento visto em análises filogenéticas anteriores se 

mantém. 

O mesmo ocorre para nodC, utilizado para confirmar a capacidade de nodulação 

junto a ensaios de reinoculação em leguminosas. O surgimento da capacidade de 

bactérias diazotróficas interagirem simbioticamente com leguminosas se deu em um 

evento único, mas atualmente sabe-se que a maioria dos grupos taxonômicos de 

rizóbios adquiriram e perderam várias vezes os genes necessários para a nodulação 

(VELVEZ, et al., 2017; GARRIDO-OBTER et al., 2018; STRENG et al., 2011). nodC foi 

sequenciado para estirpes dos filogrupos “A”, “C” e “D” (Figura 7) (Anexo 2) a fim de 

confirmar o potencial para a formação de nódulos em leguminosas, assim como estimar 

taxonomicamente posição das estirpes por meio de uma árvore filogenética (Figura 9). 

 

 

 

 

FIGURA 8 – Árvore filogenética1 do gene nifH para as estirpes isoladas de nódulos de Mimosa 

spp. e estirpes referência de rizóbios.  
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1A história evolutiva foi calculada utilizando o método Neighbor-Joining. A soma do comprimento do ramo 

para árvore ótima = 1,00675744 é mostrada. A porcentagem de árvores replicadas nas quais os táxons 

associados agrupados no teste de bootstrap (1000 replicatas) são mostradas ao lado dos ramos. As 

distâncias evolutivas foram calculadas utilizando o método Jukes-Cantor e estão nas unidades de número 

de substituições de bases por sítio. As análises envolveram 31 sequências nucleotídicas e todas as 

posições de códon foram incluídas. Todas as posições ambíguas foram removidas para cada par de 

sequência, resultando num total de 1.443 posições no conjunto de dados final. As análises evolutivas foram 

conduzidas no MEGA7. 

FONTE: o próprio estudo (2022). 

 

 

 

FIGURA 9 – Árvore filogenética1 do gene nodC para as estirpes isoladas de nódulos de Mimosa 

spp. e estirpes referência de rizóbios. 
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1A história evolutiva foi calculada utilizando o método Neighbor-Joining. A soma do comprimento do ramo 

para árvore ótima = 1,34962314 é mostrada. A porcentagem de árvores replicadas nas quais os táxons 

associados agrupados no teste de bootstrap (1000 replicatas) são mostradas ao lado dos ramos. As 

distâncias evolutivas foram calculadas utilizando o método de Poisson (ZUCKERKANDL e PAULING, 1965) 

e estão nas unidades de número de substituições de aminoácidos por sítio. As análises envolveram 45 

sequências de aminoácidos. Todas as posições ambíguas foram removidas para cada par de sequência, 

resultando num total de 1225 posições no conjunto de dados final. As análises evolutivas foram conduzidas 

no MEGA7. 

FONTE: o próprio estudo (2022). 

 Assim como nas filogenias anteriores (nifH e 16S rRNA-recA) as estirpes 

mantém o padrão de agrupamento, com clstr0003, clstr0006 e clstr0010 formando o 

filogrupo “A”, clstr0013 formando o filogrupo “C” e clstr0001 e clstr0024 formando o 

filogrupo “D”. Estas análises reforçam a posição filogenética das estirpes e corroboram 

para grupos bem definidos e de prováveis espécies únicas, com as mesmas relações 

filogenéticas próximas de rizobactérias referência. 
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Quando comparadas entre si, as filogenias dos genes nifH e nodC conservam 

as posições dos isolados dentro de seus ramos e próximos às estirpes referências de 

outras betaproteobactérias (Figura 10). Vê-se dois grupos distintos de isolados quando 

levando em consideração os dois genes, de forma que estirpes provenientes de nódulos 

Mimosa murex, Mimosa hirsutula e Mimosa sp., amostradas em Santa Catarina, 

aparentemente têm a mesma história filogenética, ainda que com uma leve alteração na 

posição dentro dos ramos para a estirpe 7.1 e 6.7, indicado na figura com linhas 

tracejadas. Para este primeiro grupo, as espécies de rizóbios mais próximas também se 

mantém nas duas árvores, sendo P. mimosarum e P. nodosa, respectivamente. 

FIGURA 10 – Filogenia comparativa1 entre os genes nifH e nodC de para as estirpes isoladas de 

nódulos de Mimosa spp. e estirpes referência de rizóbios. 

1 Árvores filogenéticas provenientes das Figuras 8 e 9. Destacado em cores, estirpes provenientes da 

mesma espécie de Mimosa e mesmo local de coleta. 

FONTE: o próprio estudo (2022). 

 Já o segundo grupo de isolados se define principalmente pelo local de coleta, 

com majoritariamente estirpes de Recanto dos Papagaios (PR), e apenas duas estirpes 

do Quiriri. Têm como principal estirpe referência Paraburkholderia tropica, de forma que 
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algumas espécies referência utilizadas na filogenia do gene nifH não apresentam nodC 

em seus genomas, como é o caso de P. phytofirmans. 

Com uma diversidade maior de plantas amostradas, as posições filogenéticas dentro 

dos ramos também variam, com 10.7 e 10.11.2 no ramo mais externo para o gene nodC 

e as estirpes 89.3 e RP2.3.1 mais internamente. Esse rearranjo pode ser devido a 

diferença no banco de dados de sequências utilizado para cada árvore (Anexo 2) e, 

também nos próprios métodos utilizados para a construção das mesmas. Ainda assim, 

os dois grupos formam-se bem definidos dentro das duas filogenias, separados de suas 

espécies de rizóbios mais próximas por ramos bem definidos, sem grandes alterações 

na disposição geral dentro das árvores. 

 

5.2  CARACTERÍSTICAS GENÔMICAS 
 

 Sete genomas distribuídos em cinco grupos (análises CD-HIT, Tabela 4) foram 

sequenciados, e análises genômicas após a montagem e refinamento dos dados 

mostraram que o tamanho dos mesmos (em pares de base) é compatível com o 

esperado para o gênero e para as espécies de Paraburkholderia sp. próximas, como P. 

guartelaensis (PAULITSCH et al., 2019) e P. nodosa (CHEN et al., 2007), assim como 

o conteúdo G + C, acima de 60 mol% (VIO et al., 2020) (Tabela 4).  

De maneira geral, o genoma de espécies representantes do gênero 

Paraburkholderia tem um maior número de pares de base (pb) se comparado a outros 

genomas bacterianos, com média de 8,3 milhões de pb, o que se confere como um dos 

principais fatores da diversidade e capacidade de colonização dos mais diversos nichos 

ecológicos por este táxon, assim como para toda a família Burkholderiaceae (diCENZO 

e FINAN, 2017; MANNAA et al., 2019). 

TABELA 5 - Características genômicas de estirpes isoladas a partir dos nódulos de Mimosa spp.1 

Grupo Isolado Nº contigs  
> 500pb N50 Maior 

contig (pb) 
G + C 

(mol%) 
Tamanho 

(pb) 

clstr0001 
88.12 52 239.053 773.991 64.02 7.091.781 
BN5.2 53 196.875 580.333 64.08 6.858.371 

clstr0006 
9.2 298 81.196 355.398 63.40 9.326.627 
7.1 346 75.187 310.515 63.40 9.366.212 

clstr0013 10.7 152 272.534 806.563 61.90 8.838.731 
clstr0024 89.3 63 202.732 629.410 63.83 7.126.779 
clstr0049 MP1.1 83 183.988 698.738 64.07 9.169.058 

P. guartelaensis CNPSo 
3008T 173 172.567 - 63.62 9.532.701 
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P. nodosa Br3437T - - - 62.80 9.0Mb 
1As características genômicas foram obtidas a partir das montagens de rascunhos das 
sequências genômicas. 

FONTE: o próprio estudo (2022). 

A fim de confirmar as estirpes selecionadas para o sequenciamento genômico 

total, o gene 16S rRNA extraído do genoma de cada estirpe foi comparado com o 16S 

rRNA amplificado por meio de PCR convencional inicialmente, utilizado nas análises de 

CD-HIT e filogenia (Tabela 6). A análise foi realizada por meio da ferramenta BLASTn 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov), alinhando as duas sequencias na plataforma e 

comparando suas identidades (Anexo 3). Todas as estirpes obtiveram uma 

correspondência maior do que 99,3% entre as sequências, confirmando a procedência 

do DNA genômico sequenciado.  

TABELA 6 – Correspondência entre as sequências de 16SrRNA amplificadas por meio de PCR 

convencional e as sequencias extraídas dos genomas sequenciados das estirpes isolados de 

Mimosa spp. 

Estirpe 16S rRNA (pb) por PCR 
convencional 

16S rRNA (pb) extraído do 
genoma 

Identidade (%) 
BLASTn 

10.7 1366 1376 99,27 

MP1.1 1395 1399 99,71 

7.1 1373 1378 99,64 

9.2 1534 1534 100 

88.12 1398 1400 99,64 

89.3 1350 1356 99,56 

BN5.2 1383 1386 99,78 

FONTE: o próprio estudo (2022). 

A sequência genômica de estirpes isoladas e estirpes referência do gênero 

Paraburkholderia foi realizada para determinar a identidade nucleotídica média 

(“average nucleotide identity - ANI”), alternativamente à hibridização DNA-DNA (DDH), 

visto que valores de ANI de 95-96% são comparáveis a valores de 70% em análises de 

DDH (RICHTER e ROSSELLÓ-MÓRA, 2009), para determinar se as estirpes isoladas 

estão fora do limite de espécie, em relação às espécies já descritas até o momento.  

Os genomas das estirpes 9.2 e 7.1 (clstr0006, Filogrupo “A”) e MP1.1 (clstr0049, 

Filogrupo “B”) se mostraram próximas de P. nodosa DSM 21604, P. nodosa CNPSo 

1341, P. guartelaensis CNPSo 3008T, P. silvatlantica LMG 23149T e P. phytofirmans 
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PsNJT. Por outro lado, as estirpes 88.12, BN5.2 e 89.3 (clstr0001 e clsrt0024, Filogrupo 

“D”) estão mais relacionadas com estirpes de P. tuberum, P. sprentiae e P. monticola 

JC2948T. Destas, a exceção da estirpe MP1.1, nenhuma apresentou resultados acima 

do limite de definição de espécie e, dessa forma, as estirpes dos filogrupos “A” e “D” 

(Figura 7) se reiteram como possíveis novas espécies do gênero Paraburkholderia, visto 

que os resultados para ANI foram abaixo de 95-96% (Tabela 7).  

TABELA 7 - Valores de ANI para estirpes isoladas de nódulo de Mimosa spp. em comparação 

com genomas referência de Paraburkholderia sp. 

Valores de ANI (%)1 
 Estirpes isoladas de Mimosa spp. 
 Grupo A Grupo B Grupo D Grupo C 

Estirpes referência Nº acesso (NCBI) 9.2 7.1 MP1.1 88.12 89.3 BN5.2 10.7 

P. nodosa DSM 21604 NZ_JAFA00000000.1 94.42 94.42 96.76 81.57 81.51 81.61 81.05 

P. nodosa CNPSo 1341 NZ_MCNV00000000.1 93.24 93.22 94.11 81.61 81.49 81.63 81.00 

P. guartelaensis CNPSo 3008T NZ_XMOD00000000.1 93.61 93.61 93.94 81.58 81.52 81.62 80.78 

P. silvatlantica SRMrh-85  NZ_JACHVZ000000000.1 92.84 92.80 93.11 81.63 81.53 81.59 80.93 

P. phytofirmans PsJNT NC_010681.1 92.84 92.80 93.11 81.63 81.53 81.59 96.73 
P. dipogonis ICMP 19430T NZ_SNVI00000000.1 77.88 77.80 78.20 83.49 83.54 83.47 95.23 
P. tuberum DUS 833 NZ_FNKX00000000.1 81.45 81.39 81.53 92.53 92.50 92.60 84.68 

P. sprentiae WSM 5005T NZ_AXBN00000000.1 81.30 81.30 81.44 91.31 91.37 91.43 84.53 

P. monticola JC 2948T NZ_LRBG00000000.1 81.29 81.21 81.48 91.56 91.23 91.26 84.85 
1Os valores acima de 95% são mostrados em negrito. Os valores de ANI foram obtidos através da comparação entre os 

rascunhos de sequências genômicas de cada estirpe isolada, obtidas neste trabalho, com as sequências genômicas de cada 

estirpe referência, disponível no banco de dados do NCBI. As comparações foram realizadas com o programa fastANI 

(https://github.com/ParBLiSS/FastANI) utilizando os parâmetros padrão e incluindo nas análises o conjunto de todas as 

sequências disponíveis para cada genoma, utilizando apenas contigs acima de 500 pb. 

FONTE: o próprio estudo (2022). 

O genoma da estirpe 10.7 (clstr0013, Filogrupo “C”) se mostrou mais próximo 

das espécies P. phytofirmans PsNJT (SESSITSCH et al., 2005) e P. dipogonis ICP 

19430T (SHEU et al., 2015) com valores de ANI correspondentes a 96,79% e 95,23%, 

respectivamente. Estes valores estão no limiar de delimitação de espécie, e indicam 

uma possível subespécie destas betaproteobactérias. Os valores para análises 

utilizando o GGDC também sugerem que esta estirpe está intimamente relacionada com 

P. phytofirmans e P. dipogonis, com valores de 66,10% e 63,70% respectivamente, não 

ultrapassando, porém, o limite de definição de espécie para esta análise, estimado em 

70% de identidade entre os genomas. 

Diversos são os estudos que discutem o real limite de identidade entre genomas 

para que uma nova espécie seja definida (PALMER et al., 2020; MURRAY et al., 2021; 

JAIN et al., 2018), de forma que não há um consenso aos quais valores de ANI devem 
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ser utilizados para que espécies novas sejam delimitadas (RODRIGUEZ-R et al., 2021). 

De maneira geral, uma similaridade entre sequências de 16S rRNA acima de 98,7% e 

uma identidade entre genomas acima 95-96% em análises de ANI e 70% em análises 

GGDC são utilizadas para inferir que uma estirpe pertence a uma espécie já descrita 

(CHUN et al., 2018).  

É visto, porém, que uma série de análises preliminares devem ser realizadas 

para definir o limite de identidade ideal de ANI para o táxon estudado, podendo este 

limite variar entre gêneros, levando em consideração a diversidade intraespecífica de 

cada grupo. Estes resultados então devem ser considerados num panorama da 

taxonomia polifásica, levando em consideração não só características genômicas, mas 

também morfológicas, fisiológicas, bioquímicas e filogenéticas (PALMER et al., 2020). 

Um exemplo pode ser visto em espécies do gênero Bradyrhizobium, no qual B. elkanii 

e B. pachyrhizi são genomicamente muito semelhantes a estirpes de B. japonicum, 

porém divergem em distribuição geográfica, espectro de hospedeiros e em aspectos 

fenotípicos (PALMER et al., 2020; RAMIREZ-BAHENA et al., 2009). 

Paraburkholderia phytofirmans PsJN, mais próxima geneticamente da estirpe 

10.7 (96,79% ANI; 66,1% GGDC) foi originalmente isolada da superfície de raízes de 

cebola em solos da Holanda, e é conhecida por sua grande capacidade de promoção 

de crescimento vegetal em vários cultivares de interesse, como milho, cana de açúcar 

e arroz (NAVED et al., 2015). Embora P. phytofirmans esteja presente principalmente 

na rizosfera e endofiticamente nas raízes de seus hospedeiros (SESSITSCH et al., 

2005), não há nenhuma descrição da capacidade de induzir a formação de nódulos em 

leguminosas, ainda que possa ser encontrada junto a outras rizobactérias nodulantes 

(RAMIREZ et al., 2018), de forma que os genes nod não estão presentes no seu genoma 

(LIU et al., 2014). 

Diferentemente, Paraburkholderia dipogonis ICP 19430T, foi originalmente 

encontrada nodulando a leguminosa Dipogon lignosus em solos da Nova Zelândia e 

Austrália, tendo como principais estirpes próximas P. caledonica e P. phytofirmans. A 

espécie é amplamente conhecida por sua capacidade de nodulação (SHEU et al., 2015), 

sem ocorrência, porém, em leguminosas endêmicas do Brasil, como o gênero Mimosa. 

Em comparação com P. phytofirmans, a similaridade entre as sequências de 16Sr rRNA 

das duas espécies se encontra acima do limite de espécie, considerado 98.7% (YARZA 

et al., 2014), sendo entre 99,0 e 99,5% (SHEU et al., 2015). Quando realizadas análises 

de identidade nucleotídica média (ANI) e de GGDC, os resultados se encontram no 
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limite de valores para diferenciação entre espécies (95-96% ANI; 70% GGDC) sendo 

estes 95,81% (ANI) e 69% (GGDC). 

Ao comparar suas posições na filogenia dos genes 16S rRNA-recA (Figura 7), 

as estirpes também são as mais relacionadas ao isolado 10.7, ressaltando, porém, que 

P. dipogonis se mostra como a referência mais próxima, seguida por P. phytofirmans. 

Tal resultado difere dos atribuídos as análises de ANI e GGDC, nos quais P. 

phytofirmans é geneticamente mais semelhante à estirpe 10.7 quando comparada a P. 

dipogonis, com valores de 96,73% e 92,23% (ANI) e 66.10% e 63.70% (GGDC), 

respectivamente. Dessa forma, vê-se uma falta de resolução filogenética entre as 

estirpes por meio dos genes 16S rRNA e recA quando juntos aos resultados de 

comparações genômicas, até mesmo entre as espécies já descritas, como já citado 

anteriormente quando vistos os valores de ANI e GGDC.  

Desta forma, a estirpe 10.7, isolada de nódulos de Mimosa piscatorum em Santa 

Catarina, se define provavelmente como uma nova espécie de rizobactéria, visto que 

sua proximidade com P. dipogonis em relação a identidade genômica se encontra no 

limite para as análises de ANI e abaixo do limite para as análises de GGDC. Ainda, por 

mais que haja uma íntima relação com P. phytofirmans, o que pode indicar que este 

isolado seja uma possível subespécie do diazotróficos já descrito, não há descrição 

desta espécie capaz de nodular leguminosas, e, ainda menos, espécies de Mimosa 

endêmicas brasileiras, principalmente pela ausência do gene nodC em seu genoma (LIU 

et al., 2014).  

Análises de ANI e GGDC também foram realizadas entre os genomas das 

estirpes isoladas e, embora o agrupamento por meio das sequências do gene 16S rRNA 

tenha gerado dois diferentes grupos (clstr0001 e clstr0024) para as estirpes 88.12, BN 

5.2 e 89.3, estes resultados adicionais mostram que estas estirpes provavelmente 

pertencem a mesma espécie, visto que tanto valores para ANI (95%) quanto para GGDC 

(70%) resultaram acima do nível de limite de delimitação de espécies (Tabela 8). Assim, 

estas análises genômicas suportam os resultados filogenéticos encontrados para o 

Filogrupo “D” (Figura 7), no qual estas estirpes se encontram agrupadas. 

TABELA 8 - Valores de ANI e GGDC para a comparação entre os genomas sequenciados das 

estirpes isoladas de nódulos de Mimosa spp.  

 Clstr0001 Clstr0024 Clstr0006 Clstr0049 Clstr0013  

ANI/GGDC 88.12 BN5.2 89.3 9.2 7.1 MP1.1 10.7  
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88.12 - 84.3 82.7 20.3 20.3 20.8 29.7  

BN5.2 98.081 - 83.6 20.2 20.2 20.9 30.30  

89.3 98.15 98.01 - 20.2 20.2 21.1 30.0  

9.2 81.56 81.55 81.47 - 99.9 63.7 18.40  

7.1 81.55 81.54 81.48 99.97 - 63.5 18.40  

MP1.1 81.68 81.74 81.69 94.43 94.43 - 18.10  

10.7 83.46 83.74 83.45 78.32 78.37 78.10 -  

 1Em Vermelho valores acima do limite de delimitação de espécie; em azul, valores abaixo 

do limite de delimitação de espécie, indicando prováveis espécies diferentes. 

FONTE: o próprio estudo (2022). 

 Por último, a estirpe 10.7 (clstr0013, Tabela 4; Filogrupo “C”, Figura 7) não 

apresentou resultados de proximidade com nenhuma das outras estirpes. Isso corrobora 

com a sua posição na árvore filogenética concatenada dos genes 16S rRNA-recA e 

análises de agrupamento pelo gene 16S rRNA com o software CD-HIT, nos quais a 

estirpe, junto com outros isolados provenientes dos nódulos do mesmo hospedeiro (M. 

piscatorum), se definem como um grupo isolado das outras rizobactérias. 

 Desta forma, dentre as estirpes isoladas dos nódulos de Mimosa spp. da região 

sul brasileira, pelo menos três grupos de isolados puderam ser identificados como 

possíveis espécies novas, bem delimitadas por meio de análises genômicas e 

filogenéticas (Figura 7). Paraburkholderia spA, referente ao filogrupo “A”, com a estirpe 

9.2 sendo considerada a estirpe tipo; Paraburkholderia spC, referente ao filogrupo “C”, 

com a estirpe tipo sendo o isolado 10.7; e Paraburkholderia spD, referente ao filogrupo 

“D”, com a estirpe 88.12 sendo considerada a estirpe tipo.  

 

 

5.3 ENSAIOS FENOTÍPICOS 
 

As novas estirpes definidas a partir dos ensaios filogenéticos e análises 

genômicas, Paraburkholderia spA, spC e spD, foram selecionadas para ensaios de 

crescimento ótimo em diferentes temperaturas, pH e salinidade, a fim de definir as 

melhores condições de crescimento. As estirpes selecionadas variaram em número de 

acordo com os ensaios, mas, ao menos a estirpe tipo para cada nova espécie foi testada 
para todas as condições.  
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Ainda, foram incluídas nos testes estirpes tipo para as espécies do gênero 

Paraburkholderia mais próximas, como estabelecido nas análises filogenética e 

genômicas (Figura 7; Tabela 7), sendo elas P. guartelaensis CNPSo 3008T 

(PAULITSCH, et al., 2019), P. franconis CNPSo 3157T, P. atlantica CNPSo 3155T 

(PAULITSCH, et al., 2020), e P. phymatum (VANDAMME et al., 2002). Outras estirpes 

tipo mão foram testadas por não estarem disponíveis na data do estudo. 

Para cada ensaio, os resultados foram analisados através do crescimento das 

estirpes nas diferentes condições testadas, utilizando uma escala variando de 0 

(ausência de unidades formadoras de colônias (UFC)) a 4 (crescimento sem distinção 

UFC) (Figura 11). 

FIGURA 11 - Exemplificação do crescimento1 das estirpes isoladas de nódulos de Mimosa spp. 

para ensaios fenotípicos. 

 

1Escala de crescimento de bactéria em meio de cultivo sólido: valor 0, ausência de UFC; (a) valor 1, 

crescimento de UFC dispersas; (b) valor 2, crescimento mais uniforme das UFC, ainda apresentando 

colônias dispersas; (c) valor 3, maior parte do crescimento em camada, sem distinção das UFC; (d) valor 
4, com crescimento por toda a placa, em camada, sem distinção de UFC. 

FONTE: o próprio estudo (2022). 

5.3.1 Ensaios de crescimento em temperatura ótima  
 

A Figura 12 exibe os resultados para o crescimento das estirpes nas diferentes 

temperaturas testadas (4ºC, 18ºC, 30ºC, 37ºC, 40ºC e 45ºC). A faixa de crescimento 

ótimo variou entre 30 e 37ºC, o esperado se comparado com o crescimento ótimo do 

gênero Paraburkholderia e espécies filogeneticamente próximas (PAULITSCH et al., 

2019-2020; CHEN et al., 2007). Todas as estirpes apresentaram crescimento a 

temperatura mínima de 18ºC, sendo este mais lento (até 5 dias), se comparado a 30-

37ºC (1 a 2 dias). Paraburkholderia spA, mais próxima filogeneticamente das estirpes 

referência testadas, teve resultados semelhantes à estas, que cresceram a 40ºC 

(crescimento lento, até 5 dias), sendo esta a temperatura máxima de crescimento 

observada (P. atlantica, P. guartelaensis e estirpe 9.2). 
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FIGURA 12 - Crescimento ótimo em diferentes temperaturas1 para estirpes selecionadas por 

meio de análises filogenéticas, isoladas a partir de nódulos de Mimosa spp. 

 
1As estirpes de bactérias foram crescidas em meio de cultivo NFb malato até D.O.595 1, repicadas em 

quadruplicata para NFb malato sólido e incubadas nas temperaturas indicadas por 48h. A escala de 

crescimento utilizada é detalhada na Figura 10; os grupos indicados para as estirpes foram estabelecidos 

na análise filogenética mostrada na Figura 7. 

FONTE: o próprio estudo (2022). 

 Paraburkholderia spD obteve crescimento ótimo em 30º C, com espectro de 

crescimento entre 18º C e 37º C, porém mais lento nestas temperaturas. Se comparado 

à literatura, P. tuberum, P. sprentiae e P. monticola, espécies mais próximas 

filogeneticamente, também apresentam crescimento máximo a 37ºC, com temperatura 

ótima a 30ºC (Anexo 8). O mesmo se repete para Paraburkholderia spC, com 

temperatura ótima de crescimento também sendo 30º C e máxima de 37º C, cujo apenas 

P. dipogonis também é descrita com crescimento a 37º C (Anexo 9). 

 

5.3.2   Ensaios de crescimento em salinidade ótima 
 

 Para os ensaios de salinidade, houve crescimento de todas as estirpes na 

ausência de NaCl (0%) e crescimento de nove das 11 estirpes em 0,5% NaCl. Para as 

concentrações de 1 e 2% NaCl, seis e uma estirpe, respectivamente, tiveram 

crescimento observado (Figura 13). Não houve crescimento observado em 

concentrações acima de 2% NaCl. Dessa forma, a concentração de salinidade ótima 
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para o crescimento das estirpes é compatível com a estabelecida para o meio NFb 

malato, de 0,01% NaCl. 

FIGURA 13 - Crescimento ótimo1 em diferentes concentrações de NaCl para estirpes 
selecionadas por meio de análises filogenéticas, isoladas a partir de nódulos de Mimosa spp. 

 
1As estirpes de bactérias foram crescidas em meio de cultivo NFb malato até D.O.595 1, repicadas em 

quadruplicata para NFb malato sólido em diferentes concentrações de NaCl e incubadas a 30º C 48h. A 

escala de crescimento utilizada é detalhada na Figura 10; os grupos indicados para as estirpes foram 

estabelecidos na análise filogenética mostrada na Figura 7. 

FONTE: o próprio estudo (2022). 

Paraburkholderia spA apresenta maior espectro de crescimento em maior 

salinidade de comparada as estirpes referência testadas, até 1% NaCl no meio. Já as 

estirpes testadas de Paraburkholderia spD obtiveram resultados divergentes, porém 

ambas com melhor crescimento em meios variando de 0% a 0,01% NaCl. Para as 

estirpes referência descritas na literatura próximas a P. spD, apenas P. sprentiae não 

apresentou resultados para crescimento em salinidade variada, de forma que P. 

tuberum e P. monticola também apresentam crescimento a 1% NaCl. P. phytofirmans e 

P. dipogonis, mais próximas de Paraburkholderia spC, também são descritas crescendo 

em meios com até 1% NaCl, assim como o isolado tipo testado (10.7). 

Diversos estudos têm relatado a tolerância de betaproteobactérias a solos com 

maior salinidade, se comparado à outras comunidades de diazotróficos, de forma que a 

composição em relação ao sal impacta diretamente a diversidade associada às raízes 

e a rizosfera (ZHAO et al., 2018). Assim, os resultados obtidos são condizentes aos já 



62 
 

observados para espécies de betaproteobactérias, já que algumas estirpes 

apresentaram crescimento, mesmo que baixo, para porcentagens mais latas de 

salinidade no meio. 

5.3.3   Ensaios de crescimento em pH ótimo 
 

Após definida a temperatura ótima de crescimento e salinidade para as estirpes, 

ensaios de pH ótimo foram realizados para definição das próximas variáveis de 

crescimento. De forma geral, a maioria das estirpes apresentaram crescimento entre pH 

6 e 8 (Figura 14), e apenas a estirpe 89.3 (Paraburkholderia spD.) apresentou 

crescimento em pH 9, porém muito inferior ao seu pH ótimo, 6-7, assim como o da 

maioria das estirpes.  

FIGURA 14 - Crescimento ótimo em diferentes pH1 para estirpes selecionadas por meio de 
análises filogenéticas, isoladas a partir de nódulos de Mimosa spp. 

 
1As estirpes de bactérias foram crescidas em meio de cultivo NFb malato até D.O.595 1, repicadas em 

quadruplicata para NFb malato sólido em diferentes pHs e incubadas a 30º C 48h. A escala de crescimento 

utilizada é detalhada na Figura 10; os grupos indicados para as estirpes foram estabelecidos na análise 

filogenética mostrada na Figura 7. 

FONTE: o próprio estudo (2022). 

Se comparadas as estirpes referência mais próximas, Paraburkholderia spC não 

apresenta dados na literatura que possam ser comparados com os resultados obtidos, 

de crescimento variando entre pH 6 e 8. Já para P. spD, dados disponíveis mostram 

que as espécies referência próximas apresentam crescimento em pH 8 (Anexo 8), o que 
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foi visto apenas para o isolado 89.3. A estirpe 88.12 obteve crescimento apenas entre 

pH 6 e 7. Paraburkholderia spA teve crescimento entre pH 6 e 8, similar as estirpes 

referência testadas mais próximas filogeneticamente, P. guartelaensis e P. atlântica 

(Anexo 7). 

  Num geral, as estirpes obtiveram maior crescimento em pH 6, o que 

reforça a capacidade já bem descrita do gênero Paraburkholderia de crescimento em 

pH mais ácido (STOPNISEK et al., 2014), se comparado aos outros gêneros nodulantes 

de leguminosas, como alfaproteobactérias e Cupriavidus sp. (MISHRA et al., 2012), de 

forma que o pH dos solos se mostra um importante fator no estabelecimento da 

diversidade de rizobactérias (LAMMEL, et al., 2018). 

Visto os resultados obtidos para os ensaios de crescimento ótimo em 

temperatura, pH e salinidade, definiu-se que as condições ótimas para o cultivo das 

estirpes espécies candidatas Paraburkholderia spA., Paraburkholderia spC. e 

Paraburkholderia spD., isoladas a partir dos nódulos de Mimosa spp., podem ser 

estabelecidos a 30 ºC, pH6 e 0 - 0,01% NaCl. Os resultados obtidos para as estirpes 

são similares aos previamente descritos para espécies próximas de Paraburkholderia, 

utilizando como referência os resultados de ANI (Tabela 7), P. guartelaensis e P. nodosa 

(PAULITSCH et al., 2019; CHEN et al., 2007) e os disponíveis na literatura. 

5.3.4  Ensaios de crescimento em diferentes fontes de carbono 
 

As estirpes 9.2, 6.3 e 6.1 (Paraburkholderia spA), 88.12 (Paraburkholderia spD) 

e 10.7 (Paraburkholderia spC) foram selecionadas para realização dos ensaios de 

crescimento em diferentes fontes de carbono, visando uma melhor caracterização da 

capacidade de metabolizar estas fontes para cada estirpe. A forma gráfica dos 

resultados são mostrados na Figura 15, e resultados tabelados podem ser encontrados 

no Anexo 5.  

A estirpe com melhor metabolização das diferentes fontes testadas por meio do 

Kit GN2 foi a 9.2, estirpe tipo de Paraburkholderia spA, que pode ser evidenciado pelas 

cores mais claras no heatmap da Figura 15. As principais fontes de carbono 

metabolizadas pela estirpe (D.O595 > 2,0) foram manitol, ácido glutâmico, gentobiose, 

inositol, ácido glicurônico, ácido sacárico, fucose, ramnose, ácido aspártico, ácido 

aminobutírico, arabinose, ácido quinolínico, arabitol, adonitol, ácido glutâmico, trealose, 

manose, ácido glicônico, ácido galacturônico, galactose, ptolina, colebiose, asparagina 

e D-Glicose. Outras estirpes do filogrupo “A”, porém, não apresentaram o mesmo 

padrão de crescimento da estirpe tipo de P. spA (isolados 6.3 e 6.1), com algumas fontes 
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de carbono não assimiladas ou com baixa assimilação em comparação ao isolado 9.2, 

anda que de forma geral, manitol, ácido sacárico, ramnose, ácido glicônico, ácido 

galacturônico, galactose e D-glucose foram mais bem assimilados. 

FIGURA 15 – Crescimento em diferentes fontes de carbono1 para estirpes para estirpes 

selecionadas por meio de análises filogenéticas, isoladas a partir de nódulos de Mimosa spp. 

1 O ensaio foi realizado por meio de microplacas GN2 (BioLog); a D.O.595 foi obtida após cinco dias de 

incubação das microplacas a 30 ºC. 

FONTE: o próprio estudo (2022). 

Para a estirpe tipo de Paraburkholderia spC, isolado 10.7, o padrão de 

assimilação das fontes de carbono testadas foi semelhante ao encontrado para os 

isolados 6.1 e 6.3, porém, com algumas fontes menos assimiláveis. De maneira geral, 

as fontes com melhor crescimento da estirpe geraram D.O595 entre 1 e 1,5, sendo ácido 

glicosamínico, sorbitol, manitol, ácido sacárico, ramnose, ácido quinolínico, ácido 

glicônico, ácido galacturônico, galactose e D-glucose mais bem assimilados. Já a estirpe 

88.12, estirpe tipo de Paraburkholderia spD, teve o menor desempenho dentre todas os 

isolados testados no mesmo período de incubação, com o maior número de fontes não 

assimiladas e uma D.O595 máxima de 0,7, baixa em relação as melhores fontes 

assimiladas por outras estirpes. As fontes mais bem assimiladas (D.O595 > 0,5) foram 

ácido lactona galacturônico, ácido pirúvico metil éster, acetil glicosamina, ácido 

glicosamínico e tween 40. 

Em princípio, porém, todas as estirpes seguiram um padrão de crescimento, com 

as áreas mais escuras no heatmap (menor D.O595 e consequente menor crescimento) 

se igualando para praticamente todos os rizóbios testados. A maioria dos genes 

responsáveis pela metabolização de compostos carbônicos são encontrados em ilhas 

genômicas móveis ou em plasmídeos e, dessa forma, a capacidade de assimilação de 

diversas moléculas pode ser adquirida por meio de transferências horizontais gênicas 
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(SUVOROVA e GELFAND, 2019). A identificação de um padrão de metabolização de 

diversos compostos também pode ser útil taxonomicamente, visando a taxonomia 

polifásica, para caracterizar bioquímica e fenotipicamente os isolados, auxiliando no 

estabelecimento de novas espécies de rizóbios. 

5.3.5  Ensaios de resistência à antibióticos 
 

Pelo menos uma estirpe de cada provável nova espécie (Paraburkholderia spA, 

spC e spD) foi selecionada para definir a resistência a antibióticos em diferentes 

concentrações (Tabela 1), assim como estirpes tipo mais próximas filogeneticamente de 

acordo com análises genômicas e filogenéticas. Os resultados estão ilustrados na 

Figura 16. De maneira geral, a maioria das estirpes apresentaram resistência à 

Ampicilina (Amp) e Gentamicina (Gn), de forma que o isolado com mais amplo espectro 

de resistência foi a estirpe 10.7, apenas sensível à Canamicina (Km) e Tetraciclina (Tc). 

FIGURA 16 – Crescimento ótimo em diferentes antibióticos para estirpes selecionadas por meio 

de análises filogenéticas, isoladas a partir de nódulos de Mimosa spp. 

 

1As estirpes de bactérias foram crescidas em meio de cultivo NFb malato até D.O.595 1, repicadas em 

quadruplicata para NFb malato sólido com diferentes antibióticos e incubadas a 30º C 48h. A escala de 

crescimento utilizada é detalhada na Figura 10; os grupos indicados para as estirpes foram estabelecidos 

na análise filogenética mostrada na Figura 7. Concentração final dos antibióticos: Ampicilina (Amp) 0,25 

μg/mL; Gentamicina (Gn) 0,025 μg/mL; Canamicina (Km) 0,10 μg/mL; Cloranfenicol (Cn) 0,03 μg/mL; 

Tetraciclina (Tc) 0,01 μg/mL; Estreptomicina (Sm) 0,08 μg/mL. 

FONTE: o próprio estudo (2022). 
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Diversos estudos relatam a resistência de betaproteobactérias a diversos 

antibióticos, principalmente aquelas relacionadas a questões sanitárias e de saúde 

humana (VAZ-MOREIRA et al., 2014), de forma que muitas espécies carregam em seus 

genomas genes de virulência, que podem conferir a todo o gênero uma maior 

capacidade de contornar a ação dos antimicrobianos (FERRO et al., 2019). 

De maneira geral, porém, a caracterização de resistência a estas moléculas para 

bactérias diazotróficas simbióticas tem maior efeito no aperfeiçoamento do isolamento 

e manutenção de culturas, no que tange a evitar contaminações e criar um meio seletivo 

de crescimento para estes rizóbios. 

5.3.6  Caracterização de Ácidos Graxos 
 

 Análises de perfil lipídico foram realizadas por derivados metil-ester de ácidos 

graxos (FAME, do inglês, fatty acid methyl ester) e a porcentagem relativa de ácidos 

graxos de cada estirpe testada estão demonstrados abaixo (Tabela 9). 

TABELA 9 – Perfil lipídico1 de estirpes2 isoladas de nódulos de Mimosa spp. no Paraná e estirpes 

referência de Paraburkholderia guartelaensis.  

 

1Os valores são apresentados como porcentagem do total de cada perfil de ácidos graxos; 

2Paraburkholderia guartelaensis CNPSo 3008T (1); estirpe 88.12 (2); estirpe 10.7 (3); estirpe 9.2 (4); estirpe 

6.1 (5); estirpe 6.3 (6). 

FONTE: o próprio estudo (2022). 

 O padrão de perfil lipídico é similar entre as estirpes representantes de 

Paraburkholderia spA, com maior porcentagem relativa de ácidos graxos sendo C16:0, 

C19:0 e C24:1. Há uma pequena diferença, porém, em relação a C17:0, que tem 

porcentagem maior nas estirpes 6.1 e 6.3, em relação à 9.2. Em comparação com a 

estirpe referência mais próxima, Paraburkholderia guartelaensis, o perfil lipídico se 

mantém semelhante, com os mesmos ácidos graxos em maior percentual relativo. O 

mesmo pode ser visto para a estirpe 88.12, isolado tipo de Paraburkholderia spD, 
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mantendo C16:0, C17:0 e C19:0 a valores muitos próximos de P. guartelaensis, por 

mais que esta não seja a espécie mais próxima genética e filogeneticamente ao isolado.  

 Na literatura, P. tuberum ST678T, P. sprentiae WS5005T e P. monticola JC 2948T, 

estirpes referência mais próximas de Paraburkholderia spD, apresentam o perfil lipídico 

similar aos vistos para o isolado 88.12, com C16:0, C17:0 e C19:0 em maiores 

porcentagens (Anexo 8). Já para o isolado 10.7, estirpe tipo de Paraburkholderia spC, 

o perfil lipídico diferiu significativamente das outras estirpes testadas, com C16:0, C18:0, 

C19:0 e C24:1 em maior percentual relativo. Se comparado a P. dipogonis e P. 

phytofirmans, representantes mais próximos genética e filogeneticamente, não há 

semelhança entre os perfis, visto que as distribuições de ácidos graxos se mostram 

diferentes (Anexo 9), e, dessa forma, uma composição diferente de ácidos graxos pode 

ser notada entre Paraburkholderia spC e suas estirpes referência próximas. 

 

5.3.7  Ensaios de Motilidade 
 

A motilidade pode se alterar de acordo com a consistência do meio onde a 

bactéria se encontra e a movimentação do flagelo, podendo variar entre swarming ou 

swimming, de forma que betaproteobactérias apresentam apenas este último tipo de 

motilidade, em meios com menos de 0,3% ágar (KEARNS, D.B., 2010). Para estes 

ensaios, estirpes dos filogrupos “A”, “C” e “D” foram testadas para avaliar sua 

capacidade de motilidade tipo swimming (Figura 17).  

Durante os ensaios, os resultados foram avaliados pela formação ou não de halo 

a partir o ponto de inoculação das estirpes na placa após 72 horas de incubação a 28º 

C.  

 

 

FIGURA 17 – Ensaios de motilidade em NFB malato 0,25% ágar para estirpes selecionadas por 

meio de análises filogenéticas, isoladas a partir de nódulos de Mimosa spp. 
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1As estirpes de bactérias foram crescidas em meio de cultivo NFb malato até D.O.595 1, repicadas em 

triplicata para NFb malato semissólido 0,25 ágar, e incubadas a 30º C 48h. A escala de crescimento utilizada 

é analisa pela formação ou não de halo, de forma que a presente deste indica sinais de motilidade tipo 

swimming e presença de flagelo. 

FONTE: o próprio estudo (2022). 

Hendrixson e colaboradores (2001) identificaram diversos genes necessários à 

motilidade e propuseram rotas metabólicas envolvidas na motilidade para as bactérias. 

Ao analisar os genomas dos isolados testados a procura de genes relacionados com a 

motilidade, como genes estruturais flagelares, viu-se que as estirpes 9.2, 88.12 e 10.7, 

estirpes tipo de Paraburkholderia spA, spD e spC, respectivamente, apresentam os 

principais genes responsáveis pela presença de estrutura flagelar. Os genomas foram 

analisados utilizando a plataforma RAST (https://rast.nmpdr.org/) (AZIZ et al., 2008; 

OVERBEEK et al., 2014; BRETTIN et al., 2015), apontando mais de 20 genes 

relacionados a motilidade flagelar nas três espécies (Anexo 6).  
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A formação de halo, porém, ocorreu apenas para a estirpe 10.7, estirpe tipo de 

Paraburkholderia spC, indicando a presença de motilidade tipo swimming para esta 

estirpe. Ensaios de microscopia para confirmação da presença de flagelo nesta e nas 

outras estirpes devem ser realizadas para maior suporte aos resultados, visto que 

embora tenha sido possível detectar os genes ligados à motilidade, não se observou 

formação de halo no ensaio.  

5.4  ENSAIOS DE INTERAÇÕES PLANTA-BACTÉRIA 
 

5.4.1  Ensaios de nodulação 
 

Estripes dos agrupamentos clstr0001, clstr0003, clstr0006, clstr0010 e clstr0013, 

correspondentes aos filogrupos “D”, “A” e “C”, respectivamente, foram testados para 

avaliar sua capacidade de nodular a leguminosa Mimosa pudica, já amplamente 

utilizada para ensaios de nodulação e captação de rizóbios no solo (MISHRA et al., 

2012). Após o período de avalição, todos os isolados demonstraram capacidade de 

induzir a formação de nódulos na planta (Tabela 10; Figura 18).  

TABELA 10 – Ensaios de nodulação em Mimosa pudica de estirpes isoladas a partir de nódulos 

de Mimosa spp. 

Estirpe 
Grupo 

(CD-HIT) 
Grupo 

(filogenia) 

Peso 
(g) M. 

pudica 

DP 
peso 
(g)1 

Número 
de 

nódulos 

DP 
NN2 

Peso 
dos 

nódulos 

DP 
PN3 

Presença de genes 
fixadores/nodulantes 

nifH nodC 

BN5.2 clstr0001 D 4.19 1.32 442 203.7 0.276 0.175 SIM SIM 

RP2.3.1 clstr0001 D 0.19 0.03 91 25.2 0.066 0.015 SIM SIM 

11.13 clstr0003 A 0.06 0.01 83 25.4 0.019 0.012 SIM SIM 

6.1 clstr0003 A 0.40 0.07 130 40.9 0.069 0.063 SIM SIM 

9.2 clstr0006 A 0.11 0.02 27 5.0 0.032 0.008 SIM SIM 

7.1 clstr0006 A 0.10 0.05 67 18.3 0.055 0.034 SIM SIM 

6.3 clstr0010 A 0.10 0.03 16 6.75 0.029 0.040 SIM SIM 

10.7 clstr0013 C 0.035 0.004 18 4.57 0.088 0.002 SIM SIM 

Controle 

positivo 

Cupriavidus 

taiwanensis 

LMG19424 

- 4.1 0.88 213 106.1 0.099 0.047 SIM SIM 

Controle 

negativo 
- - 0.05 - - - - - - - 

1Desvio padrão (DP) para o peso de M. pudica para cada estirpe testada; 2Desvio padrão (DP) 

para o número de nódulos (NN) para cada estirpe testada; 3Desvio padrão (DP) para o peso dos 

nódulos (PN) para cada estirpe testada. 

FONTE: o próprio estudo (2022). 
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 Os resultados positivos confirmam a capacidade destas estirpes de 

nodular Mimosa pudica e os genes envolvidos na indução da formação de nódulos 

também foi amplificado e sequenciado (nodC) para cada estirpe (Figura 9). Os 

resultados também demostraram uma promoção do crescimento vegetal das plantas 

inoculadas se comparadas ao controle negativo (Tabela 10 em “Peso (g) M. pudica”; 

Figura 18), que pode ter sido resultando da maior disponibilidade de nitrogênio para 

planta por meio da fixação biológica do mesmo pelas estirpes, sendo esta também 

confirmada pela amplificação e sequenciamento do gene nifH (Figura 8). 

FIGURA 18 – Promoção do crescimento vegetal em ensaio de nodulação em plantas de M. 

pudica inoculadas com as estirpes1 isoladas a partir de nódulos de Mimosa spp. 

 

1Estirpes representantes de Paraburkholderia spD (a), Paraburkholderia spA (b) e Paraburkholderia spC 

(c), indicando formação de nódulos nas raízes e crescimento apical para cada planta de M. pudica, assim 

como o controle positivo C. taiwanensis LMG19424 (e), e o controle negativo (d), sem formação de nódulos. 

FONTE: o próprio estudo (2022). 

No mesmo norte, ao analisar os dados da inoculação em M. pudica para a estirpe 

BN5.2 (Paraburkholderia spD) para as variáveis “Peso (g) M. pudica” e “Número de 

nódulos” (Tabela 9), vê-se resultados melhores, se comparados às outras estirpes 

testadas. A Figura 17a também ilustra o maior crescimento da planta inoculada com a 

estirpe, com crescimento da parte aérea de 24 cm, enquanto plantas de M. pudica 
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inoculadas com outros isolados crescerem de 4 a 6 centímetros (Figura 17b; 17c). Estes 

resultados podem indicar uma possível promoção de crescimento vegetal induzido por 

este rizóbios, e mais estudos devem ser feitos para a confirmação ou não desta 

hipótese. 

 

5.5 DESCRIÇÃO DAS NOVAS ESPÉCIES PROPOSTAS PARA O GÊNERO 
Paraburkholderia 

 

A partir dos resultados demonstrados neste trabalho, proem-se a criação de três 

novas espécies para o gênero Paraburkholderia, ainda sem sugestão de nomes, 

contendo grupos de isolados nativos no Sul do Brasil, capazes de induzir a formação de 

nódulos em Mimosa spp. Abaixo são descritas as características morfológicas, 

microbiológicas, fisiológicas, bioquímicas e genéticas avaliadas, que caracterizam cada 

uma das espécies. 

 

5.5.1  Descrição de Paraburkholderia spA. nov.  
 

 Para descrição desta nova espécie, foi utilizada como estirpe tipo a estirpe 9.2 

referente ao grupo clstr0006, isolada de nódulos de Mimosa murex, Quiriri, estado de 

Santa Catarina – Brasil (latitude 26°1'46.36"S; longitude 48°57'33.62"W, altitude 1538 

m). Colônias em YMA são brancas, opacas e circulares, com baixa produção de muco, 

quando incubadas a 28 ºC por 48h. Crescimento ótimo ocorre entre pH 6-6,8 e 28-30 

ºC, 0,01% NaCl. A estirpe são capaz de crescer em meio NFb malato entre pH 6 e 8, 

1% NaCl e entre 18 e 40 ºC.  

Em testes de crescimento em diferentes fontes de carbono, houve melhor 

assimilação de manitol, ácido glutâmico, gentobiose, inositol, ácido glicurônico, ácido 

sacárico, fucose, ramnose, ácido aspártico, ácido aminobutírico, arabinose, ácido 

quinolínico, arabitol, adonitol, ácido glutâmico, trealose, manose, ácido glicônico, ácido 

galacturônico, galactose, ptolina, colebiose, asparagina e D-Glicose. Não houve 

assimilação de água, ciclodextrina, dextrina, eritritol, maltose, melibiose, rafinose, 

sucrose, xilitol, ácido cetovalérico, timidina, turanose, serina, β-metil glucosidase, 

inosina, Glicose 1-fosfato, uridina, 2,3-Butanediol, ácido hidroxibutirico, α-D-lactose e 

carnitina (Anexo 5).  

A estirpe é sensível a Tetraciclina (0,01 μg), Ampicilina (0,25 μg), Cloranfenicol 

(0,03 μg), Gentamicina (0,025 μg), Estreptomicina (0,08 μg) e Canamicina (0,1 μg). Não 
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foi possível observar a presença de motilidade tipo swimming em testes com NFb malato 

0,25% ágar, ainda que os genes responsáveis pela motilidade flagelar tenham sido 

detectados no genoma (Anexo 6).  

Os ácidos graxos em maior quantidade relativa são C16:0, C17:0 e C19:0. O conteúdo 

G + C no DNA da estirpe é de 63,4 mol%, com tamanho de 9,1 Mb, estimados a partir 

da sequência genômica. As estirpes são capazes de fixar nitrogênio e induzir a formação 

de nódulos em Mimosa pudica em casa de vegetação. Tem como espécies mais 

próximas filogeneticamente P. nodosa, P. guartelaensis e P. silvatlantica (Anexo 7). 

 

5.5.2  Descrição de Paraburkholderia spD. nov.  
 

 Para descrição desta nova espécie, foi utilizada como estirpe tipo a 

estirpe 88.12 referente ao grupo clstr0001, isolada de nódulos de Mimosa daleoides, 

Recanto dos Papagaios, estado do Paraná – Brasil. A espécie também tem estirpes 

encontradas nodulando M. dolens, M. pilulifera, M. dryandroides e M. furfuraceae. 

Colônias em YMA são brancas, opacas e circulares, com baixa produção de muco, 

quando incubadas a 28 ºC por 48h. Crescimento ótimo ocorre entre pH 6-6,8 e 28-30 

ºC, 0,01% NaCl. As estirpes são capazes de crescer em meio NFb malato entre pH 6 e 

7, 0,5% NaCl e entre 18 e 37 ºC.  

Em testes de crescimento em diferentes fontes de carbono, as fontes mais bem 

assimiladas (D.O595 > 0,5) foram ácido lactona galacturônico, ácido pirúvico metil éster, 

acetil glicosamina, ácido glicosamínico e tween 40. Não são assimilados água, 

ciclodextrina, eritritol, maltose, melibiose, rafinose, sucrose, xilitol, ácido cetovalérico, 

timidina, turanose, serina, β-metil glucosidase, inosina, Glicose 1-fosfato, uridina, 2,3-

Butanediol, ácido hidroxibutirico, α-D-lactose, carnitina, ácido cetobutirico, 

feniletilamina, D-psicose, glicerol fosfato, ácido fórmico, ácido acético, lactulose, glicose-

6-fosfato, alaninamida, ácido propiônico, ácido málico, ácido bromosuccínico, 

putrescina, ornitina, alanil-glicina, serina, entre outros (Anexo 5). 

As estirpes são resistentes a Ampicilina (0,25 μg) e Gentamicina (0,025 μg), e 

sensíveis a Tetraciclina (0,01 μg), Cloranfenicol (0,03 μg), Estreptomicina (0,08 μg) e 

Canamicina (0,1 μg). Não foi possível observar a presença de motilidade tipo swimming 

em testes com NFb malato 0,25% ágar, ainda que os genes responsáveis pela 

motilidade flagelar tenham sido detectados no genoma (Anexo 6). 
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Os ácidos graxos em maior quantidade são C16:0, C17:0 e C19:0. O conteúdo G + C 

no DNA da estirpe é de 64,04 mol%, com tamanho de 7 Mb. As estirpes são capazes 

de fixar nitrogênio e induzir a formação de nódulos em Mimosa pudica em casa de 

vegetação. Tem como principais espécies relacionadas filogeneticamente P. tuberum, 

P. sprentiae e P. monticola (Anexo 8). 

 

5.5.3 Descrição de Paraburkholderia spC. nov.  
 

 Para descrição desta nova espécie, foi utilizada como estirpe tipo a estirpe 10.7 

referente ao grupo clstr0013, isolada de nódulos de Mimosa piscatorum, Quiriri, estado 

de Santa Catarina – Brasil (latitude 26°1'46.36"S; longitude 48°57'33.62"W, altitude 

1538 m). Colônias em YMA são brancas, brilhantes e circulares, com alta produção de 

muco, quando incubadas a 28 ºC por 48h. Quando inoculada em meio NFb malato 

sólido, a produção de muco sessa. Crescimento ótimo ocorre entre pH 6-6,8 e 28-30 ºC, 

0,01% NaCl. As estirpes são capazes de crescer em meio NFb malato entre pH 6 e 7, 

1% NaCl e entre 18 e 37 ºC.  

Em testes de crescimento em diferentes fontes de carbono, houve melhor 

assimilação (D.O595 > 1,0) glicosamínico, sorbitol, manitol, ácido sacárico, ramnose, 

ácido quinolínico, ácido glicônico, ácido galacturônico, galactose e D-glucose. Não 

houve assimilação de água, ciclodextrina, eritritol, maltose, melibiose, rafinose, sucrose, 

xilitol, ácido cetovalérico, timidina, turanose, β-metil glucosidase, Glicose 1-fosfato, 

uridina, 2,3-Butanediol, ácido hidroxibutirico, α-D-lactose, carnitina, feniletilamina, 

glicogênio, glicerol fosfato, lactulose, ácido itacônico, glicose-6-fosfato, putrescina, 

alanil-glicina, ácido α-cetoglutâmico, entre outros (Anexo 5). 

As estirpes são resistentes a Ampicilina (0,25 μg), Gentamicina (0,025 μg), 

Estreptomicina (0,08 μg) e Cloranfenicol (0,03 μg), e sensíveis a Tetraciclina (0,01 μg) 

e Canamicina (0,1 μg). Durante ensaios de motilidade, foi possível observar formação 

de halo pelo crescimento das estirpes quando inoculadas em NFb malato 0,25% ágar, 

indicando presença de flagelo e motilidade tipo swimming, sendo os genes responsáveis 

pela motilidade detectados no genoma (Anexo 6). 

 Os ácidos graxos em maior quantidade são C16:0, C18:0 e C19:0. O conteúdo G + C 

no DNA da estirpe é de 61,9 mol%, com tamanho de 8,8 Mb. As estirpes são capazes 

de fixar nitrogênio e induzir a formação de nódulos em Mimosa pudica em casa de 

vegetação. Tem como principais espécies relacionadas filogeneticamente P. 

phytofirmans e P. dipogonis (Anexo 9).  
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6  CONCLUSÃO  
 

 A caracterização da diversidade existente de rizobactérias é essencial para que 

se possa entender a evolução das interações entre planta-bactéria e as especificidades 

de cada hospedeiro e simbionte. A descrição de novas espécies de rizóbios se encaixa 
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como um dos principais fatores no aumento do conhecimento da biodiversidade de 

microrganismos diazotróficos e na história evolutiva de vários gêneros de simbiontes, 

como as betaproteobactérias. 

Ao caracterizar a biodiversidade de microrganismos nodulantes de leguminosas 

endêmicas do gênero Mimosa nos estados sul brasileiros, 14 diferentes locais de coleta 

foram amostrados entre os estados do Paraná e Santa Catarina, totalizando 20 

diferentes espécies de Mimosa. Destas, foram obtidos mais de 180 isolados por meio 

da maceração de nódulos, e por meio de análises com o gene 16S rRNA, a maioria foi 

identificada como bactérias fixadores de nitrogênio pertences as alfa e 

betaproteobactérias, dos gêneros Cupriavidus, Burkholderia, Paraburkholderia, 

Herbaspirillum, Rhizobium, Mesorhizobium, Bradyrhizobium e Ensifer sp. As poucas 

estirpes que não puderam ser identificadas por meio de bancos de dados foram 

posicionadas como possíveis novas espécies dentro dos gêneros Cupriavidus e 

Paraburkholderia.  

Análises filogenéticas dos isolados de Paraburkholderia sp. sugeriram três 

filogrupos, estabelecidos como filogrupo “A”, “C” e “D” dentro do gênero, sendo 

possivelmente três novas espécies de betarizóbios, Paraburkholderia spA, 

Paraburkholderia spC e Paraburkholderia spD. Através de análises genômicas, 

bioquímicas e fenotípicas, estas puderam ser identificadas e suas características são 

descritas neste trabalho. Paraburkholderia spA sp. nov. é uma bactéria fixadora de 

nitrogênio capaz de induzir a formação de nódulos de leguminosas do gênero Mimosa, 

sendo encontrada como microrganismo simbionte em espécies endêmicas no sul do 

Brasil, em altitudes elevadas.  

Paraburkholderia spD sp. nov. é uma bactéria diazotrófica capaz de induzir a 

formação de nódulos em Mimosa spp., sendo encontrada em simbiose com diversas 

espécies de Mimosa endêmicas no planalto norte do estado do Paraná, Brasil. Já 

Paraburkholderia spC sp. nov. é uma diazotrófica nodulante encontrada unicamente em 

Mimosa piscatorum, sendo possivelmente simbionte específica desta leguminosa, 

amostrada no Quiriri em elevadas altitudes, em Santa Catarina, no Sul brasileiro. 
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8 ANEXOS 
 

ANEXO 1 – Lista de estirpes isoladas de nódulos de Mimosa spp. no Paraná e Santa 
Catarina. 

Hospedeiro Local de Coleta Ano 
Grupo 

CD-
HIT 

Isolado 
Tipo 16S rRNA 

% id 
BLAST 
(NCBI) 

Nº 
seq recA nifH nodC Nodula-

ção 

M.  pudica Morretes 2014 2 P30 Paraburkholderia caribensis > 99 14 sim sim sim sim 

M.  pudica Morretes 2014 29 P19 Herbaspirillum frisingense > 99 2 sim não não não 

M.  pudica Morretes 2014 16 P15 Cupriavidus necator 98.4 7 sim sim sim sim 

M.  pudica Morretes 2014 4 S11 Paraburkholderia M. rum > 99 6 sim não não não 

M.  pudica Morretes 2014 2 S10 Paraburkholderia caribensis > 99 4 sim não não não 

M.  pudica Morretes 2014 9 S1 Rhizobium multihospitium > 99 3 sim não não não 

M.  pudica Blumenau 2016 4 BNU4.1 Paraburkholderia M. rum > 99 10 sim sim sim sim 

M.  pudica Blumenau 2016 2 BNU6.4B Paraburkholderia caribensis > 99 1 sim sim sim - 

M.  pudica Blumenau 2016 170 BNU8.2 Paraburkholderia caribensis  98 1 sim sim sim sim 

M.  dolens São Luis do Purunã 2017 1 BN5.2 Paraburkholderia susongensis 98.2 7 sim sim sim sim 

M.  dolens São Luis do Purunã 2017 168 BN4.3.1 Herbaspirillum huttiense 98 1 sim - - - 



88 
 

M.  dolens Recanto Papagaios 2018 24 89.3 Paraburkholderia susongensis  98.2 2 sim sim sim - 

M.  dolens Recanto Papagaios 2018 1 89.11 Paraburkholderia susongensis  98.4 2 - - - - 

M.  dolens Recanto Papagaios 2018 9 89.6 Rhizobium multihospitium > 99 1 - - - - 

M.  furfuracea Recanto Papagaios 2018 151 CF15 Paraburkholderia susongensis  96.3 1 sim sim sim - 

M.  furfuracea Recanto Papagaios 2018 1 88.3.2 Paraburkholderia susongensis  98.3 6 sim sim sim sim 

M.  furfuracea Recanto Papagaios 2018 1 CF9 Paraburkholderia susongensis  98.2 5 sim sim sim - 

M.  scabrella Morro da Palha 2017 50 MP3.2 Paraburkholderia nodosa > 99 1 sim sim sim sim 

M.  scabrella Morro da Palha 2017 49 MP1.1 Paraburkholderia hiiakae  98.5 2 sim sim sim - 

M.  scabrella Morro da Palha 2017 16 MP4.1 Cupriavidus necator  98.9 1 sim sim sim sim 

M.  pilulifera Recanto Papagaios 2018 9 90.13 Rhizobium multihospitium > 99 1 - - - - 

M.  pilulifera Recanto Papagaios 2018 1 90.3 Paraburkholderia susongensis  98.5 1 - - - - 

M.  murex Quiriri 2016 6 9.2 Paraburkholderia peleae > 99 3 sim sim sim sim 

M.  murex Quiriri 2016 51 9.6 Paraburkholderia dokdonella  97.8 1 sim sim sim sim 

M.  murex Quiriri 2016 3 11.13 Paraburkholderia peleae 98.7 4 sim sim sim sim 

M.  murex Quiriri 2016 0 9.19 Rhizobium laguerreae > 99 4 sim no no não 

M.  daleoides Recanto Papagaios 2018 1 88.12 Paraburkholderia susongensis  98 6 sim sim sim - 

M.  daleoides Recanto Papagaios 2018 24 88.16 Paraburkholderia tuberum  97.7 1 - - - - 

M.  congestifolia Morro do Canal 2017 38 MC3.3 Paraburkholderia silviterrae > 99 1 sim sim sim - 

M.  congestifolia Morro do Canal 2017 6 MC4 Paraburkholderia peleae > 99 8 sim - - - 

M.  congestifolia Morro do Canal 2017 3 MC3.2 Paraburkholderia peleae  98.6 7 sim no no não 

M.  congestifolia Morro do Canal 2016 10 C1.53 Paraburkholderia peleae  98.9 6 - - - - 

M.  hirsutula Quiriri 2016 3 6.1 Paraburkholderia peleae  98.8 4 sim sim sim sim 

M.  hirsutula Quiriri 2016 10 6.3 Paraburkholderia peleae  98.9 2 sim sim sim - 

M.  dryandroides Recanto Papagaios 2017 1 RP2.3.1 Paraburkholderia susongensis  98 1 sim sim sim sim 

M.  dryandroides Recanto Papagaios 2017 24 RP7.2.2 Paraburkholderia susongensis  98 2 sim - - - 

M.  piscatorum Quiriri 2016 53 10.11.2 Paraburkholderia phytofirmans  98.9 2 sim sim sim - 

M.  piscatorum Quiriri 2016 13 10.7 Paraburkholderia phytofirmans  98.9 12 sim sim sim - 
M.  pseudocal-

losa Morro do Canal 2016 3 Z5_2.78 Paraburkholderia peleae  98.8 2 - - - - 

M.  pseudocal-
losa Morro do Canal 2016 10 Z6.86 Paraburkholderia peleae  98.7 5 - - - - 

M.  gymnas São Luis do Purunã 2014 0 NFN16 Rhizobium laguerreae > 99 3 - - - - 

Mimosa sp. Quiriri 2016 6 7.1 Paraburkholderia paleae > 99 6 sim sim sim sim 

Mimosa sp. Quiriri 2016 10 7.3 Paraburkholderia peleae  96.9 1 sim - - - 

Mimosa sp. Quiriri 2016 51 7.10 Paraburkholderia peleae  97.9 1 - - - - 

Mimosa sp. Quiriri 2016 3 7.11 Paraburkholderia peleae  98.8 1 sim sim sim - 

M.  lanata Recanto Papagaios 2014 11 NFN65 Bradyrhizobium sp. > 99 1 - - - - 

M.  regnelii Ponta Grossa 2014 33 NFN78 Paraburkholderia aromaticivorans > 99 2 - - - - 

M.  pudica Morretes 2014 218 P1 na - 1 - - - - 

M.  piscatorum Quiriri 2016 219 10.11.1 na - 1 - - - - 

M.  pudica Morretes 2014 220 P26 na - 1 - - - - 

M.  murex Quiriri 2016 221 11.18 na - 1 - - - - 

M.  piscatorum Quiriri 2016 222 10.6.1 na - 1 - - - - 

M.  hirsutula Quiriri 2016 223 6.17 na - 1 - - - - 

M.  pudica Morretes 2014 224 P5 na - 1 - - - - 

M.  hirsutula Quiriri 2016 225 6.19 na - 1 - - - - 
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M.  pudica Morretes 2014 226 P28 na - 1 - - - - 

M.  pudica Morretes 2014 227 S13 na - 1 - - - - 

M.  daleoides Recanto Papagaios 2018 228 88.6 na - 1 - - - - 

M.  hirsutula Quiriri 2014 229 6.7 na - 1 - - - - 

M.  piscatorum Quiriri 2014 216 10.18 na - 1 - - - - 

M.  murex Quiriri 2014 214 9.1 na - 1 - - - - 

Mimosa sp. Quiriri 2014 207 7.5 na - 1 - - - - 

Mimosa sp. Quiriri 2014 203 7.7 na - 1 - - - - 

M.  dolens São Luis do Purunã 2017 191 BN4.2.1 na - 1 - - - - 

M.  congestifolia Morro do Canal 2017 165 MC2.1 na - 1 - - - - 

M.  congestifolia Morro do Canal 2017 163 MC5 na - 1 - - - - 

M.  pudica Blumenau 2016 162 BNU5.3A na - 1 - - - - 

M.  pudica Blumenau 2016 158 BNU6.3 na - 1 - - - - 

M.  murex Quiriri 2014 148 9.3 na - 1 - - - - 

M.  dolens São Luis do Purunã 2017 156 BN3.6 na - 1 - - - - 

Mimosa sp. Quiriri 2014 56 2.12 na - 1 - - - - 

FONTE: SILVA, 2018; MOREIRA, 2018; o próprio estudo (2022). 

 

 

 

 

 

 

 

ANEXO 2 – Análises descritivas dos genes sequenciados a partir de estirpes 

selecionados isoladas de nódulos de Mimosa spp. 

 
FONTE: o próprio estudo (2022). 
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ANEXO 3 – Alinhamento entre o gene 16S rRNA amplificado por meio de PCR 

convencional, e o gene 16S rRNA extraído do genoma sequenciado de estirpes isoladas 

a partir de nódulos de Mimosa spp. 

a. Estirpe 10.7 

 

b. Estirpe 88.12 
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c. Estirpe 89.3 

 

 

d. Estirpe BN5.2 
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e. Estirpe MP1.1 

 

f. Estirpe 7.1 
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g. Estirpe 9.2 
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ANEXO 4 - Genomas de estirpes referência utilizadas para análises genômicas 

comparativas com estirpes isoladas a partir de nódulos de Mimosa spp. 

Genoma accession assembly Scaffolds contigs N50 L50 GC (%) assemble 
level host country 

P. nodosa 
DSM 21604 NZ_JAFA00000000.1 GCF_000519185.1 113 130 195.270 15 64,10 scaffold Mimosa 

scabrella Brazil 

P. nodosa 
CNPSo 
1341 

NZ_MCNV00000000.1 GCA_001718195.1 86 86 290.154 10 64,2 contig Phaseolus 
vulgaris Brazil 

P. 
guartelaensi
s CNPSo 
3008 

NZ_XMOD00000000.1 GCA_004353905.1 173 173 172.576 16 63,7 contig 
Mimosa 
gymnas Brazil 

P. silvatlan-
tica SRMrh-
85 

NZ_JACHVZ0000000
00.1 GCA_014191065.1 54 56 335.938 10 64,4 scaffold Mize, rhi-

zosphere Brazil 

P. phytofir-
mans PsJN 

NC_010681.1 
NC_010676.1 
NC_010679.1 

GCA_000020125.1 3 3 4.467.53
7 1 62,3 complete 

genome 

Glomus 
vesicu-
liferum 

Canada 

P. dipogonis 
ICMP 19430 NZ_SNVI00000000.1 GCA_004402975.1 8 8 3.862.78

1 2 61,1 contig Dipogon 
lignosus 

New 
Zealand 

P. tuberum 
DUS833 NZ_FNKX00000000.1 GCA_900101795.1 5 5 2.956.71

2 2 63,0 contig Lebeckia 
ambigua 

South 
Africa 

P. sprentiae 
WSM5005 

NZ_AXBN00000000.1 GCA_000473465.1 8 96 117.489 10 63,2 scaffold Lebeckia 
ambigua 

South 
Africa 

P. monticola 
JC 2948 

NZ_LRBG00000000.1 GCA_001580545.1 39 39 507,365 6 63,8 contig Mountain 
soil 

South 
Korea 

           
FONTE: banco de dados do NCBI - RefSeq (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/) (2022). 

 

ANEXO 5 – Crescimento1 em diferentes fontes de carbono de estirpes selecionadas a 
partir de nódulos de Mimosa spp. 

 Paraburkholderia spA P. spC P. spD 
Fonte de Carbono 9.2 6.3 6.1 10.7 88.12 

Water 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
a-Cyclodextrin 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0 

Dextrin 0,0 0,3 0,3 0,3 0,3 
i-Erythritol 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

Maltose 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
D-Melibiose 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
D-Raffinose 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

Sucrose 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
Xylitol 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

a-Ketovaleric Acid 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
Thymidine 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
Turanose 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1 
D-Serine 0,0 0,0 0,2 0,2 0,0 

B-Methyl-D-Glucoside 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0 
Inosine 0,0 0,0 0,7 0,7 0,0 

a-D-Glucose-1-Phosphate 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
Uridine 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

2,3-Butanediol 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
y-Hydroxybutyric Acid 0,1 0,1 0,0 0,0 0,0 

a-D-Lactose 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 
D, L-Carnitine 0,1 0,4 0,0 0,0 0,0 

a-Ketobutyric Acid 0,1 0,0 0,4 0,4 0,0 
Phenylethylamine 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 
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a-Hydroxybutyric Acid 0,1 0,1 0,2 0,2 0,1 
Glycogen 0,2 0,3 0,1 0,1 0,1 

D-Psicose 0,2 0,3 0,4 0,4 0,0 
D, L, a-Glycerol Phosphate 0,2 0,0 0,0 0,0 0,0 

Formic Acid 0,2 0,3 0,5 0,5 0,0 
Acetic Acid 0,2 0,3 0,4 0,4 0,1 

Lactulose 0,3 0,3 0,0 0,0 0,0 
Itaconic Acid 0,4 0,0 0,0 0,0 0,1 

D-Glucose-6-Phosphate 0,5 0,1 0,0 0,0 0,1 
L-Alaninamide 0,5 0,4 0,4 0,4 0,0 

Proprionic Acid 0,5 0,4 0,6 0,6 0,0 
Malonic Acid 0,6 0,1 0,5 0,5 0,0 

Bromosuccinic Acid 0,6 0,3 0,5 0,5 0,1 
Putrescine 0,7 0,0 0,0 0,0 0,0 

Succinic Acid 0,7 0,4 0,8 0,8 0,4 
L-Ornithine 0,8 0,0 0,1 0,1 0,0 

L-Phenylalanine 0,9 0,3 0,6 0,6 0,3 
L-Alanyl-Glycine 1,1 0,4 0,0 0,0 0,0 

Succinic Acid Mono-Methyl Ester 1,1 0,2 0,5 0,5 0,2 
D, L-Lactic Acid 1,2 0,6 0,8 0,8 0,3 

D-Galactonic Acid Lactone 1,2 0,3 0,7 0,7 0,6 
L-Oyroglutamic Acid 1,2 0,3 0,5 0,5 0,1 

L-Serine 1,2 0,5 0,6 0,6 0,0 
Urocanic Acid 1,3 0,4 0,3 0,3 0,2 

p-Hydroxyphenlyacetic Acid 1,3 0,2 0,4 0,4 0,1 
a-Ketoglutaric Acid 1,3 0,6 0,0 0,0 0,0 

D-Alanine 1,3 0,5 0,5 0,5 0,1 
L-Histidine 1,3 0,6 0,2 0,2 0,0 

L-Threonine 1,3 0,4 0,6 0,6 0,1 
Sebacic Acid 1,4 0,4 0,7 0,7 0,3 

L-Leucine 1,4 1,1 0,5 0,5 0,0 
Pyruvic Acid Methyl Ester 1,4 0,5 0,8 0,8 0,7 

Glucuronamide 1,4 0,0 0,8 0,8 0,1 
Citric Acid 1,4 0,6 0,0 0,0 0,0 

Cis-Aconitic Acid 1,5 0,5 0,7 0,7 0,2 
Tween 80 1,5 0,3 0,5 0,5 0,2 

Glycyl-L-Aspartic Acid 1,5 0,1 0,0 0,0 0,0 
D-Glucosaminic Acid 1,5 0,6 1,0 1,0 0,5 

D-Sorbitol 1,6 0,5 1,0 1,0 0,2 
Tween 40 1,6 0,2 0,4 0,4 0,5 

B-Hydroxybutyric Acid 1,7 0,6 0,9 0,9 0,3 
L-Alanine 1,7 0,5 0,8 0,8 0,1 

N-Acetyl-D-Glucosamine 1,7 0,6 1,0 1,0 0,7 
N-Aceyl-D-Galactosamine 1,8 0,0 0,2 0,2 0,0 

Glycerol 1,8 0,0 0,6 0,6 0,1 
2-Aminoethanol 1,9 0,1 0,5 0,5 0,0 

Hydroxy-L-Proline 2,0 0,5 0,4 0,4 0,0 
Succinamic Acid 2,0 0,4 0,5 0,5 0,1 

D-Fructose 2,0 0,4 0,5 0,5 0,1 
D-Mannitol 2,0 0,6 1,0 1,0 0,4 

Glycyl-L-Glutamic Acid 2,0 0,3 0,0 0,0 0,0 
Gentiobiose 2,1 0,0 0,0 0,0 0,0 

m-Inositol 2,1 0,4 0,8 0,8 0,1 
D-Glucuronic Acid 2,2 0,0 1,0 1,0 0,4 
D-Saccharic Acid 2,2 0,7 1,0 1,0 0,3 

L-Fucose 2,2 0,5 0,8 0,8 0,2 
L-Rhamnose 2,2 0,5 1,1 1,1 0,4 

L-Aspartic Acid 2,2 0,6 0,5 0,5 0,4 
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y-Aminobutyric Acid 2,2 0,3 0,6 0,6 0,0 
L-Arabinose 2,3 0,4 0,5 0,5 0,2 
Quinic Acid 2,4 0,3 1,1 1,1 0,3 

D-Arabitol 2,5 0,5 0,9 0,9 0,2 
Adonitol 2,6 0,6 0,9 0,9 0,3 

L-Glutamic Acid 2,7 0,6 0,5 0,5 0,4 
D-Trehalose 2,7 0,5 0,0 0,0 0,0 
D-Mannose 2,7 0,6 0,0 0,0 0,0 

D-Gluconic Acid 2,8 0,6 1,0 1,0 0,6 
D-Galacturonic Acid 2,8 0,6 1,0 1,0 0,0 

D-Galactose 2,8 0,5 1,1 1,1 0,0 
L-Ptoline 2,8 0,8 0,6 0,6 0,1 

D-Cellobiose 2,9 0,4 0,0 0,0 0,1 
L-Asparige 3,0 0,6 0,8 0,8 0,4 

a-D-Glucose 3,3 0,6 1,1 1,1 0,1 
1 Demonstrados os resultados de D.O.595 após incubação das estirpes por 48h. Em vermelho, D.O. menores 
que 0,1 ou indetectáveis (sem crescimento); em amarelo, D.O. entre 0,1 e 1,0, apontando baixo ou 
crescimento lento; em verde, D.O. entre 1,0 e 2,0 indicando boa assimilação da fonte de carbono; em azul, 
D.O. maiores que 2,0 indicando as fontes de carbono mais bem assimiladas no período de teste. 

FONTE: o próprio estudo (2022). 

 

ANEXO 6 – Genes responsáveis pela motilidade flagelar identificados1 nos genomas de 
Paraburkholderia spA, P. spD e P. spC. 

1 A identificação dos genes ocorreu por meio da submissão dos genomas na plataforma RAST 
(https://rast.nmpdr.org).  
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FONTE: o próprio estudo (2022). 

 

ANEXO 7 – Comparações fenotípicas entre Paraburkholderia spA e estirpes tipo 

próximas do gênero Paraburkholderia1.  

Características 1 2*a 3b 4c 

Fonte de isolamento Mimosa 
murex 

Mimosa 
gymnas 

Mimosa 
scabrella 

Rizosfera de 
cereais 

Crescimento a/em/com     
1% NaCl + + f da 
37 ºC + - - + 
Perfil lipídico (% relativa)     
C16:0 34.0 41.2 da 28.8 
C17:0 2.3 18.0 da 14.1 
C19:0 26.7 14.3 da 9.4 
Carboidratos     
Glicerol + f f + 
Eritritol - f - + 
L-Arabinose + + f + 
D-Adonitol + + f + 
D-Galactose + + + + 
D-Glucose + + + + 
D-Frutose + + f + 
D-Manose + + + + 
L-Ramnose + + + + 
D-Manitol + + f + 
D-Sorbitol + + f + 
N-Acetilglucosamina + - - + 
D-Celobiose + f f + 
D-Maltose - - - - 
D-Lactose f f f - 
D-Melibiose - - - - 
D-Sacarose + f + + 
D-Trealose + + f - 
D-Rafinose - - f - 
Glicogênio f f f - 
Gentiobiose + f + - 
D-Turanose f - - + 
L-Fucose + + f + 
D-Arabitol + f f + 
L-Arabitol - f f - 
Nodulação em     
M. pudica + + + - 
Conteúdo G + C (mol%) 63.4 63.7 62.8 64.5 
Tamanho do Genoma (Mb) 9.1 9.5 9.0 8.09 

1 Os dados foram retirados do próprio estudo e da literatura, quando indicado. (1) P. sp9.2, (2) P. 

guartelaensis CNPS0 3008T, (3) P. nodosa BR3437T, (4) P. silvatlantica LMG 23149T. Crescimento (+); sem 

crescimento (-); fraco crescimento (f); dados ausentes (da).  

*Dados retirados de: a, PAULITSCH et al. 2019; b, CHEN et al. (2007); c, PERIN et al. (2006). 

FONTE: o próprio estudo. 
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ANEXO 8 – Comparações fenotípicas entre Paraburkholderia spD e estirpes tipo 

próximas do gênero Paraburkholderia1.  

Características 1 2*a 3b 4c 

Fonte de isolamento Mimosa sp. Mimosa 
diplotricha 

Lebeckia 
ambigua Solo 

Crescimento a/em/com     
1% NaCl + da + + 
37 ºC + + + + 
pH 8 - da + + 
Perfil lipídico (% relativa)     
C16:0 39.3 24.7 19.9 22.9 
C17:0 18.6 19.7 10.6 22.5 
C19:0 12.2 17.5 4.10 17.7 
Carboidratos     
L-Arabinose + + + - 
D-Glucose + + + + 
D-Manose f - + - 
D-Manitol + + + + 
N-Acetilglucosamina + + + + 
Nodulação em     
M. pudica + + - - 
Conteúdo G + C (mol%) 64.02 62.8 63.9 63.78 
Tamanho do Genoma (Mb) 7.09 8.98 3.65 7.85 

1 Os dados foram retirados do próprio estudo e da literatura, quando indicado. (1) Paraburkholderia spD, (2) 
P. tuberum ST678T, (3) P. sprentiae WS5005T, (4) P. monticola JC 2948T. Crescimento (+); sem crescimento 

(-); fraco crescimento (f); dados ausentes (da). 

*Dados retirados de: a, BEAK, et al. (2015); b, DE MEYER et al. (2013); c, VANDAMME, et al. (2002). 

FONTE: o próprio estudo (2022). 

 

ANEXO 9 – Comparações fenotípicas entre Paraburkholderia spC e estirpes tipo 

próximas do gênero Paraburkholderia1. 

Características 1 2*a 3b 

Fonte de isolamento Mimosa 
piscatorum 

Raízes de 
cebola 

Dipogon 
lignosus 

Crescimento a/em/com    
1% NaCl + + + 
37 ºC + - + 
Perfil lipídico (% relativa)    
C16:0 31.1 13.8 19.1 
C18:0 14.6 44.3 1.6 
C19:0 23.6 1.8 7.5 
Carboidratos    
L-Arabinose + + + 
D-Glucose + + + 
D-Manose - + + 
N-Acetilglucosamina + + + 
Nodulação em    
M. pudica + - da 
Conteúdo G + C (mol%) 61.9 61.0 61.6 
Tamanho do Genoma (Mb) 8.8 8.2 10.2 
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1 Os dados foram retirados do próprio estudo e da literatura, quando indicado. (1) Paraburkholderia spC, (2) 

P. phytofirmans PsJNT, (3) P. dipogonis ICP 19430T. Crescimento (+); sem crescimento (-); fraco 

crescimento (f); dados ausentes (da). 

*Dados retirados de: a, SESSITSCH et al. (2005); b, SHEU et al. (2015). 

FONTE: o próprio estudo (2022). 

 


