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RESUMO

Microrganismos diazotréficos sao responsaveis pela maior parte da assimilagao
de nitrogénio nos ecossistemas, reduzindo nitrogénio a aménio por meio da fixagao
bioldgica do nitrogénio (FBN). Por ser um grupo polifilético, sdo encontrados entre varios
taxa de arqueias e bactérias, dentre elas, Alfa e Betaproteobactérias, capazes de
interagir simbioticamente com a familia das leguminosas (Fabaceae), sendo chamadas
de alfa-rizdbios e beta-rizébios, respectivamente. Beta-rizébios estdo majoritariamente
restritos a interagdes com o género Mimosa, um legume arbdreo nativo das américas
do Sul e Central, com espécies endémicas no Brasil. Apenas um terco dos legumes
conhecidos tem suas bactérias simbiontes descritas e, assim, a deteccao e o estudos
de novos simbiontes se vé extremamente necessarias para que a taxonomia destes
microrganismos seja esclarecida. A identificagao e caracterizagdo de novas espécies de
rizébios é um ponto chave para entender a diversidade existente de procariotos capazes
de interagir simbioticamente com legumes. Sendo assim, betaproteobactérias foram
isoladas de nodulos de Mimosa spp. amostradas nos estados do Parana e Santa
Catarina, na regiao sul brasileira. Um total de 189 isolados foram amostrados de ndédulos
de 20 diferentes espécies de Mimosa. A identificagdo taxondmica dos isolados a partir
de sequéncias do gene 716S rRNA mostrou a presenca dos géneros Rhizobium,
Bradyrhizobium, Herbaspirillum, Cupriavidus e Paraburkholderia. O agrupamento dos
isolados a partir das sequéncias também demonstrou que 5% dos grupos foram
formados apenas por isolados e ndo puderam ser identificados taxonomicamente por
comparagao com espécies referéncia, sendo consideradas potenciais novas espécies
dos géneros Paraburkholderia e Cupriavidus. Para confirmagado das novas espécies,
analises de diversidade, taxonomia polifasica e ensaios de nodulagao foram realizadas,
além da submissdo do DNA gendmico dos isolados para sequenciamento, buscando
uma analise taxonémica de maior resolugdo a partir da sequéncia genémica total e de
genes marcadores essenciais. Como resultado, trés novas espécies de beta-rizdbios
puderam ser confirmadas, pertencentes ao género Paraburkholderia. Paraburkholderia
spA, Paraburkholderia spC e Paraburkholderia spD s&do aqui propostas e descritas
genética e fenotipicamente, e caracterizadas como novas espécies de
betaproteobactérias nodulantes de espécies de Mimosa amostradas no Parana e Santa

Catarina.

Palavras-chave: Betaproteobactérias. Rizébios. Mimosa spp. Leguminosas. Interagéo

planta-bactéria.



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 Parana 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 76S 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 Parana and Santa Catarina.

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

As interacdes entre leguminosas e bactérias como simbiontes s&o responsaveis
pela disperséo destes dois grupos ao redor do mundo, ao mesmo tempo que moldam a
agricultura e as atividades econdmicas derivadas da mesma. A maior parte do nitrogénio
assimilado no ecossistema é decorrente das interagdes planta-bactéria, a qual ocorre
na rizosfera das leguminosas, dando origem a uma estrutura nas raizes denominada
nddulo (REN et al., 2019). Bactérias fixadoras de nitrogénio simbidticas, comumente
chamadas de rizébios, estdo majoritariamente distribuidas nos grupos
Alfaproteobacteria e Betaproteobacteria, conhecidos como alfa-rizébios e beta-rizébios.
A maioria dos rizébios se encontra no primeiro grupo (16 géneros), enquanto os beta-
rizobios estdo, atualmente, restritos a trés principais géneros, Paraburkholderia,
Cupriavidus e Trinickia (VELAZQUEZ et al., 2017), que incluem 91, 19 e 7 espécies
descritas (validas), respectivamente (LPSN — List of Prokaryotic names with Standing in
Nomenclature, acesso em Fevereiro de 2022; PARTE et al., 2020 e 2014).

Se comparados as Alfaproteobacteria, betarizobios apresentam ocorréncia mais
limitada, sendo majoritariamente encontrados na América Central e América do Sul, com
o Brasil sendo um centro de diversidade par as interagdes entre leguminosas e estas
bactérias (MYERS et al.,, 2000). Ainda que as leguminosas se encontrem bem
distribuidas ao redor do mundo, esta familia também tem como centro de dispersao o
Brasil, com muitas espécies endémicas sendo hospedeiras de uma grande variedade
de rizébios nodulantes, especialmente Paraburkholderia e Cupriavidus sp., comumente

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

Mimosa é o maior género da subfamilia Mimosoideae (Fabacea), com
aproximadamente 60% de suas espécies endémicas 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, sdo capazes de nodular
Mimosa spp., o ultimo parece ser mais presente nos nodulos destas leguminosas,
trazendo a possibilidade de uma possivel preferéncia das plantas pelos géneros
Paraburkholderia e Cupriavidus (ELLIOT et al., 2009).

Burkholderia sp. foi primeiramente isolada em cebolas como uma bactéria
patogénica (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 ultimos anos, porém, o género tem sofrido
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reclassificagdes taxondmicas, sendo proposto o género Paraburkholderia, separado de
Burkholderia sp. por meio de sequéncias altamente conservadas de indels. Atualmente,
no novo grupo, agora se encontram bactérias ndo patogénicas, incluindo rizdbios
nodulantes, enquanto bactérias patogénicas vegetais e animais se mantiveram no
género Burkholderia (SAWANA et al., 2014). Nos dias atuais, existem mais de 16
espécies de Paraburkholderia com estirpes fixadoras de nitrogénio, sendo a maior parte
delas conhecidas por sua capacidade de interagir de forma simbidtica com leguminosas,
em especial Mimosa spp. (VELAZQUEZ et al., 2017) e, a cada ano, novas espécies séo

descritas e caracterizadas.

Além disso, o estudo da diversidade de rizobactérias tem grande importancia
como recurso biolégico na descoberta de bactérias capazes de promover o crescimento
vegetal e aumentar a produtividade de culturas com valor econdmico. Apenas um ter¢o
dos legumes conhecidos tém seus simbiontes identificados, em especial, rizébios
tropicais sao pobremente descritos se levados em consideragao os estudos mais
recentes ao redor do mundo (BERRADA e FIKRI-BENBRAHIM, 2014). Sendo assim,
mais estudos sdo necessarios sobre estes microrganismos e suas intera¢des, para que

a taxonomia dos rizébios seja melhor entendida.

Assim, a regido sul brasileira apresenta uma grande diversidade de leguminosas
do género Mimosa, com algumas espécies endémicas e em risco de extingdo (SIMON
etal., 2011). O isolamento e as analises de bactérias nodulantes do género Mimosa nos
estados do Parana e Santa Catarina mostraram uma grande diversidade de Alfa e
Betaproteobactérias, capazes de induzir a formagao de nodulos, assim como bactérias
potencialmente oportunistas (SILVA, 2018). De um total de 26 plantas amostradas do
género Mimosa, 541 estirpes foram obtidas, representando 22 géneros e 50 espécies,

como Cupriavidus necator, Paraburkholderia mimosarum e Paraburkholderia caribensis.

Algumas estirpes, porém, ndo puderam ser identificadas a nivel de espécie, e
sequenciamentos gendmicos indicaram potenciais novas espécies dos géneros
Paraburkholderia, Herbaspirillum, Rhizobium e Cupriavidus (SILVA, 2018). Moreira
(2018) também isolou rizobios 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 analises

gendmicas, filogenéticas e fisiologicas.

O propésito desta dissertacao foi o de dar continuidade ao projeto inicial de Silva
(2018) e Moreira (2018), confirmando e descrevendo estas potenciais novas espécies

de rizobios, por meio de taxonomia polifasica aliadas a analises genbmicas e
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bioinformaticas. Os resultados sugerem trés novas espécies de rizdbios do género
Paraburkholderia, agrupados em trés grandes e distintos grupos, préximos de espécies

ja bem caracterizadas e descritas no sul do Brasil.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 NITROGENIO NOS SISTEMAS BIOLOGICOS

A atmosfera terrestre é composta de aproximadamente 70% de nitrogénio, de
forma que esta molécula se encontra na sua forma gasosa de dinitrogénio atmosférico
(N2). Se visto seu papel bioldgico, o nitrogénio exerce um papel fundamental para os
organismos, de forma que participa de inUmeras vias metabdlicas e € componente da
estrutura de moléculas imprescindiveis aos sistemas biologicos, como DNA, RNA e
proteinas (MYROLD, 2021). A capacidade de assimilagdo de sua forma atmosférica,
porém, n&do é acessivel a grande maioria dos organismos vivos, sendo necessarios
processos de modificagdo desta molécula para que seja incorporada nos ecossistemas
(GROFFMAN et al., 2021).

Uma das portas de entrada do nitrogénio se da por meio da sua assimilagao
pelos vegetais, e posteriormente pelos préximos niveis tréficos. Assim, a disponibilidade
de nitrogénio para utilizacédo entre as plantas é realizada pela redugéo deste em outros
compostos nitrogenados (CARVALHO, 2012), disponiveis no solo na forma de nitratos
(NO3) e amobnias (NHs3). Quando incorporado, o nitrogénio atua ativamente na
constituicao de varios componentes vegetais, e seu balanco afeta a formacgéao de raizes,
fotossintese e taxa de crescimento foliar (KUSS, 2006). A metabolizagao desta molécula
ocorre inicialmente das raizes, sendo que apds isso, boa parte da sua dispersao para
as outras regides vegetais ja ocorre com o nitrogénio incorporado aos aminoacidos e

outras moléculas organicas (GALLO, 2013).

Além da redugao de Nz por meios bioldgicos, mais conhecida como o processo
de fixagao biolégica do nitrogénio (FBN), outras duas principais formas sdo conhecidas,
sendo uma delas por meio de processos geoquimicos, como raios, e industrialmente,
por meio do processo de Haber-Bosch (HOFFMAN et al., 2014). O principal composto
gerado por este ultimo (NHs), é a base dos fertilizantes nitrogenados, utilizados para
aumentar a produtividade de cultivares comerciais (FRAZAO et al., 2014) em grande
parte ligados a agricultura e consequentemente a industria de alimentos, farmacéutica
e a cosmeéticos (ERISMAN, 2011).

2.2 FIXACAO BIOLOGICA DO NITROGENIO
A fixacdo biolégica do nitrogénio (FBN) esta intimamente ligada a

microrganismos capazes de reduzir N2 atmosférico em NHs;, e é ecologicamente

importante, pois atua como principal entrada de nitrogénio fixado em muitos habitats
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terrestres e aquaticos (TAYLOR et al., 2020). Esta via esta apenas presente em
microrganismos procariontes, sendo que estes sao denominados diazotroficos, e estao
espalhados por mais de 100 géneros, entre Eubacteria e Archaea, ndao ocorrendo em
eucariontes (MUS et al., 2016). Para tal, € necessario que haja a presengca de um
complexo nitrogenase, que catalisa a reducao do dinitrogénio atmosférico em amoénia
(ROY et al., 2020), que posteriormente é convertida em amidas e/ou ureidos, sendo

estes ultimos entdo incorporados as plantas.

Os genes necessarios para que ocorra a reagao 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 polipeptidios que fardo parte da
dinitrogenase-redutase, enquanto os genes nifK e nifD codificam para as subunidades
da proteina MoFe (BASU e KUMAR, 2020).

De forma geral, o complexo nitrogenase atua por meio da reducdo do
dinitrogénio gasoso, acoplando a hidrélise de ATP a transferéncia de elétrons. A ligacéo
e redugcao completa de Nz requer oito elétrons, e dessa forma oito ciclos s&o realizados,
com a utilizagao de 16 ATP, gerando duas moléculas de amdnia. Desta forma, além
desta reacdo se mostrar energeticamente dispendiosa (HOFFMAN et al., 2014),
também é sensivel ao oxigénio (O2) no meio, em virtude da atividade redox de uma de
suas subunidades, de forma que a presenca de O; pode inativar a enzima, causando

sua repressao de acordo com a pressao parcial do gas (HASKETT et al., 2021).

Assim, ha a necessidade de um ambiente anaerobico para que a FBN ocorra, de
forma que a auséncia de oxigénio deve ser equilibrada com a sua disponibilidade para
que haja ATP para a reagao. Neste norte, os diazotréficos desenvolveram iniUmeras
estratégias para limitar o acesso deste gas a nitrogenase, desde a evolucédo de
estruturas como os nodulos em leguminosas, quando simbiontes, até uma delicada
sinalizag&o intracelular para regular a entrada e disponibilidade de oxigénio na célula
(LERY et al., 2010).

2.3 ORGANISMOS DIAZOTROFICOS

Os microrganismos que se utilizam do N2 como substrato para o complexo
nitrogenase sao conhecidos como fixadores de nitrogénio ou diazotroficos (REIS et al.
2006). A selecdo para um genoma com genes que codificassem o complexo
nitrogenase, e consequentemente a fixagao biolégica do nitrogénio, ocorreu a partir de

uma forte seleg¢ao para enzimas com papel de desintoxicagao celular, em um ambiente
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atmosférico ancestral com a necessidade de caracter redutor (MUS et al., 2019). Os
primeiros diazotroficos foram isoladas por volta de 1900, e analises moleculares
mostram que os genes necessarios para a FBN (genes nif) em varios grupos mantém
sua estrutura conservada, e indicam uma histoéria evolutiva de aproximadamente 2
bilhdes de anos (HOFFMAN et al., 2014).

Assim, fixadores de nitrogénio sao encontrados em varios filos, e boa parte dos
representantes destes grupos sdo conhecidos por estarem presentes nos solos, muitos
mantendo relagdes simbidticas com plantas, principalmente com leguminosas (MUS et
al., 2016). Algumas bactérias gram-negativas evoluiram a capacidade de interagdo com
estes vegetais, sendo que esta ocorre na parte radicular da planta hospedeira, levando
a formagao de um 6rgao especifico, 0 nédulo, no qual os diazotréficos se diferenciam
em bacteridides (OLDROYD e LONG, 2003). Com isso, a fixagéo de nitrogénio ocorre
e o nitrogénio reduzido é distribuido 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 interagao entre planta e bactéria tem grande efeito na saude e rendimento de
culturas e do solo, sendo que os diazotréficos auxiliam seus hospedeiros a uma melhor
resposta ao stress ambiental, se comparadas a plantas ndo simbiontes, tanto por meio
do aumento da disponibilidade de nutrientes, quanto pela maior estruturacéo do solo e
inducao de mecanismos de defesa vegetal (FIELDS, et al., 2021). Assim, quando estes
diazotréficos estabelecem relagdes simbidticas com seus hospedeiros e levam a

formacao de nédulos nas raizes, sdo chamados de rizébios (LAJUDIE et al., 2019).

Atualmente, rizébios est&o inclusos dentro da ordem Rhizobiales e distribuidos
em trés classes, alfa, beta e gama proteobactérias, contendo sete familias (Figura 1).
Dentro destas, mais de 230 espécies de bactérias ondulantes estéo distribuidas por 18
géneros, de forma que o numero 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 distribuicao de rizobios dentro das classes alfa e betaproteobactéria.
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2.4 NODULOS

Apods algumas horas do primeiro contato entre bactéria e as raizes de seu
hospedeiro se inicia a formacgao dos nddulos, primeiramente em regides de alongamento
e na zona de formacao dos pelos radiculares (FAGAN et al., 2007). A localizagdo do
nodulo propicia um ambiente favoravel ao desenvolvimento bacteriano e a reducao de
dinitrogénio pelo complexo nitrogenase, através do isolamento das bactérias aos fatores

externos e da limitacéo a entrada de O., respectivamente (MUS et al., 2016).

A sinalizagao para a formagéo do nédulo € complexa e nao totalmente resolvida,
e se inicia pela excrecao de flavonoides na rizosfera pelas células radiculares da planta
(FIGURA 1). Estas moléculas ativam a expressao de determinados genes nos rizébios,
conhecidos como genes nod, prioritariamente nodD (HASSAN e MATHESIUS, 2015),
tendo como papel regular a codificacdo de ligases de DNA, que quando expressas
ativam os genes nodABC (ROCHE et al.,, 1996). nodA e nodB tém influéncia no
crescimento vegetal através da estimulagdo de processos mitéticos, 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 — Sinalizagdo entre hospedeiro e microrganismos simbiontes, ilustrando o papel dos

flavonoides da ativagéo de genes Nod de rizébios na colonizagdo das raizes da leguminosa.
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Analises filogenéticas demonstram uma origem Unica para os genes nodABC, e
sua estrutura no genoma se mantém conservada na maioria dos rizébios, suportando a
origem monofilética e também uma possivel transferéncia horizontal génica para outros
diazotréficos (ANDREWS e ANDREWS, 2017). Ha uma diversidade maior, porém,
dentro de nodD, que atua diretamente na especificidade rizobios-hospedeiro, ja que é
ativado por sinais vegetais de diferente composicéo e concentragéo, e que variam de
acordo com a planta (MOSCATIELLO et al., 2010). Estes sinais que ativam nodD s&o
liberados nos exsudatos vegetais, compostos orgénicos de baixo peso molecular
(agucares, acidos graxos, esterdis, fatores de crescimento e vitaminas), especificos a

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

Dessa forma, os exsudatos influenciam na estrutura das comunidades
microbianas da rizosfera, agindo como meio de selecao para que a planta recrute
populagdes especificas de microrganismos (SILER e FRIESEN, 2017). Esta interface
também ¢é ajustada por meio dos fatores Nod secretados pelos rizébios, que atuam na
comunicacgao celular entre planta e bactéria (MUS et al., 2016). Os NFs séao lipo-quito
oligossacarideos reconhecidos pelos legumes através de receptores especificos
(NFRs), e atuam tanto em células epidérmicas quanto em células corticais das raizes,
estimulando o processo mitético na regido cortical e dando inicio ao primérdio nodular
(MOULIN et al., 2015).
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Uma variacdo nos genes que codificam para os NFs pode gerar maior
diversidade na composicdo da molécula, o que auxilia na manutencdo de uma
populacao de bactérias eficientes na infec¢ao dos tecidos vegetais, através da selecao
de NFs com maior sucesso na sinalizacao entre planta/bactéria (REMIGI et al., 2016).
Por meio destes mecanismos, as leguminosas proporcionam um ambiente de selegéo
de populacdes bacterianas mais habeis a infecgcdo e nodulagao de suas raizes, com
maior eficiéncia em disponibilizar compostos nitrogenados, e acabam estimulando
também, a prépria competicéo entre rizobios, estabelecendo taxa mais predominantes
nestas interagbes (SILER e FRIESEN, 2017).

2.5 ORGANISMOS NODULANTES

Genes simbidticos se estabilizaram em varios géneros de bactérias, e esta
diversidade tem sido a chave para o sucesso evolutivo da simbiose entre rizébios e
leguminosas, presente em aproximadamente 90% das espécies pertencentes aos
géneros Mimosoideae e Papillionoideae (Fabaceae) (SPRENT et al., 2016).
Diazotroéficos nodulantes estao distribuidos em mais de 200 espécies, em dois principais
grupos: Alfaproteobactérias e Betaproteobactérias, pertencentes as Proteobactérias
(Figura 2) (REMIGI et al., 2016). A grande maioria dos rizobios se enquadra no grupo
das Alfaproteobactérias, ou a-rizébios, com nove géneros capazes de fixar nitrogénio
(RAHIMLOU et al., 2021). Os géneros mais comuns encontrados sao Azorhizobium,
Allorhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Rhizobium, Sinorhizobium, Devosia,
Methylobacterium, Ochrobactrum e Phyllobacterium (BOURNAUD et al., 2013).

Até 2001, Alfaproteobactérias eram as uUnicas classificadas como rizébios, sendo
isoladas pela primeira vez em 1890, estabelecendo o género Rhizobium. Ja nos anos
2000, utilizando ferramentas de reldgio molecular, foi determinada a separagéo dos
géneros Rhizobium e Bradyrhizobium em aproximadamente 800-300 milhdes de anos
(WALKER et al., 2015).

FIGURA 3 - Distribuigdo dos principais géneros de rizébios dentro da filogenia das
Proteobactérias.
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Em 2001, Moulin et al. (2001) isolaram representantes de Betaproteobactérias
nodulando leguminosas, definindo dois principais géneros, Paraburkholderia e
Cupriavidus (CHEN et al., 2005). A partir disto, inumeras revisdes taxondmicas acerca
do género Burkholderia vém sendo feitas, e atualmente as Betaproteobactérias
apresentam trés principais géneros com espécies de rizébios (Paraburkholderia,
Cupriavidus e Trinickia) (LAJUDIE et al., 2019).

Analises filogenéticas indicam que Paraburkholderia e Rhizobium adquiriram os
genes necessarios para nodulagado proximo ao surgimento das leguminosas no planeta
(WALKER et al., 2015), de forma que a interagao simbidtica entre os dois provavelmente
se deu em unico evento (WERNER et al., 2014). Neste periodo, acredita-se que os
grupos de Alfa e Betaproteobactérias ja estivessem definidos, e os genes nod
necessarios a nodulagdo seriam adquiridos entdo, por transferéncia horizontal entre

entres organismos. Atualmente, porém, contrario a crenca de que a origem dos genes
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simbioticos remetesse as alfaproteobactérias, estudos demonstram que este
surgimento se deu em bactérias pertencentes aos Betarizobios (AOKI et al., 2013).

2.6 BETAE’ROTEOBACTERIAS, O GENERO BURKHOLDERIA E A CRIACAO
DO GENERO PARABURKHOLDERIA

Burkholderia  sp. pertence a classe Betaproteobacteria (familia
Burkholderiaceae). O género foi primeiramente descrito por Burkholder que descreveu
bactérias patogénicas de cravo e cebola (KAUR et al., 2017). Em 1992, Yabuuchi et al.
(1992), propuseram a reclassificagcdo de diferentes organismos antes pertencentes ao
género Pseudomonas, para Burkholderia sp., baseando-se em sequéncias de 16S
rRNA, homologia genética e analises de citologia. Até 2014, o género apresentava mais
de 70 espécies, ocupando diversos nichos ecolégicos (BOURNAUD et al., 2013) e
habitat cosmopolita, podendo ser encontradas nos solos, agua doce/salgada, na
rizosfera e em varios animais, e envolvido tanto em doengas humanas quanto em
controle de patégenos vegetais, biorremediagado, e promogao de crescimento vegetal
(SANTOS et al., 2018).

Mais recentemente, o género tem sofrido mudancgas, sendo proposta a criagao
de um novo género, Paraburkholderia. A separagao do género foi sugerida por Sawana
e colaboradores (2014), utilizando sequéncias conservadas de indels que
caracterizaram as diferentes espécies de Burkholderia em espécies patogénicas
animais, inseridas no complexo Burkholderia cepacia, juntamente com fitopatogénicos
e espécies nao patogénicas. Dessa forma, o primeiro grupo abrangeria espécies
patogénicas vegetais, animais e humanas, sendo mantidas no género Burkholderia, e 0
segundo grupo, transferido para o género Paraburkholderia, incluindo espécies nao

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

Algumas fitopatologias tém como agentes causadores espécies do género
Burkholderia (complexo B. cepacia), como Burkholderia andropogonis, associada
danificagdes 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 patdgenos de cultivares de arroz. Ainda,
algumas estirpes de Burkholderia cepacia sao classificadas como oportunistas
patégenos humanos, relacionadas a fibrose cistica e imunodeficiéncias
(MAHENTHIRALINGAM et al. 2003).
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FIGURA 4 - Filogenia do género Burkholderia/Paraburkholderia.
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Paraburkholderia spp. abrange bactérias altamente diversas e adaptadas aos
ecossistemas, capazes de ocupar varios nichos, em diversos solos (PRAMATA e
ELSAS, 2017). Até 2017, 14 espécies do género 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 género Mimosa) (BOURNAUD et al., 2017).

2.7 GENERO MIMOSA (MIMOSOIDEAE, FABACEA)

A familia Leguminosae (Fabaceae) é a terceira maior familia boténica, com
aproximadamente 19 mil espécies, monofilética, e compreendendo trés subfamilias,
Caesalpinioideae, Mimosoideae e Papillionoideae (WALKER et al., 2015). Os legumes

apresentam grande importancia econ6mica e ambiental, tanto por seu habitat
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cosmopolita quanto por sua associagado simbidtica com varios microrganismos, sendo
mais relevantes os fixadores de nitrogénio (WERNER et al.,, 2014). Ainda que
cosmopolita, as leguminosas tém por um de seus centros de irradiacao e diversificacao
o Brasil, que contém varias espécies endémicas e que sao capazes de nodular com

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

O género Mimosa é o maior dentro da subfamilia Mimosoideae, com quase 60%
das espécies sendo nativas ou endémicas do Brasil (350 sp.), com seu segundo maior
centro de irradiagao, o México (100 sp.) (DALL’AGNOL et al., 2017). O género se
associa tanto com Alfaproteobactérias quanto com Betaproteobactérias, porém a maior
parte das espécies no Brasil demonstram uma forte preferéncia por Paraburkholderia
sp. Ainda, trés espécies invasoras (M. pudica, M. pigra e M. diplotricha) nativas das
Ameéricas, tem se espalhado e se fixado em regides tropicais e subtropicais do sudeste
asiatico, como Taiwan e outros locais da China, com utilizacdo medicinal e comercial
(LIU et al., 2012), além de regides da Australia (WALKER et al., 2015).

Embora Mimosa spp. também apresente centros de dispersdo no Velho Mundo,
como Madagascar e leste Africano (30 sp.) e Asia (6 sp.), seu principal centro é o
continente americano, com aproximadamente 500 spp. Estas sdo 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. sao do género Paraburkholderia e Cupriavidus, sendo este segundo
género o0 menos amostrado, com apenas duas espécies: C. taiwanensis e C. necator
(BOURNAUD et al., 2013).

LIU e colaboradores (2011) isolaram betarizobios de Mimosa spp. provenientes
de regides tropicais chinesas, nas quais o legume € considerado espécie invasora, e
evidenciaram uma forte co-evolugao entre os grupos e uma grande competitividade
entres os géneros de Betaproteobacteria, demonstrando que embora Paraburkholderia
e Cupriavidus coexistam no solo, apenas um dos géneros € encontrado nos nédulos de
Mimosa spp. Além de competicdo dentro dos betarizobios, Elliott et al. (2009)
evidenciaram uma competicdo entre as classes Alfa e Betaproteobacteria,
demonstrando que a maioria das espécies de Mimosa tém preferéncia pelo segundo

grupo, havendo diferenga na variagdo de espécies colonizadoras.

Algumas espécies de Mimosa tém por preferéncia a colonizacdo de apenas uma
espécie de Paraburkholderia, enquanto em outras, sdo encontrados nédulos de mais de

uma espécie do género, ou até de géneros diferentes. Ainda, a estrutura das populacdes
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de rizdbios em Mimosa spp. diferem significativamente entre solos, o0s quais
caracteristicas como pH, fertilidade e disponibilidade de nitrogénio afetam a simbiose
(PIRES et al., 2018). Em geral, solos com pH mais alcalino tendem a favorecer
colonizacao por Alfaproteobactérias ou pelo género Cupriavidus, enquanto solos com
maior acidez propiciam um ambiente mais favoravel a nodulagcdo por espécies de
Paraburkholderia (MISHRA et al., 2012).

Tal fato pode ter influenciado as pesquisas de Bontemps et al. (2016), que
evidenciaram uma predominancia de a-rizobios es espécies endémicas de Mimosa
mexicanas, cujo solo se mostrou fértil e de pH alcalino, diferentemente do solo do centro
brasileiro, mais acido, no qual Reis et al. (2010) observaram predominancia de
Paraburkholderia sp. na maioria dos hospedeiros. Ainda, no Uruguai, em solos com alto
nivel de metais pesados, Mimosa spp. foi encontrada nodulando majoritariamente com

0 género Cupriavidus (Platero et al., 2016).

Outro fator a ser questionado é a coevolucado entre estes taxa. No caso do
género Mimosa, é possivel que cada grupo de cada pais ou continente tenha coevoluido
com seus respectivos simbiontes por milhdes de anos, aumentando a especificidade
desta relacdo. Esta hipétese é particularmente relevante no caso de espécies
endémicas, cujo a restricdo a areas e condi¢gdes ambientais Unicas podem ter agido
restringindo a capacidade de nodular com uma maior gama de simbiontes (PIRES et al.,
2017).

Na regido sul brasileira, a diversidade do género ainda é estudada e se torna
dificil pela distribuicdo cosmopolita, e a presenca de iniUmeras espécies endémicas e
ainda nao 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 Parana, se tem descrito principalmente Mimosa scabrella fazendo parte da
Floresta Ombroéfila Mista Montana, também reconhecida como Floresta de Araucarias,
pela grande predominancia da espécie Araucaria angustifélia (ROJERDAN et al., 2002).
Além de M. scabrella, pelo menos mais 14 espécies sao descritas no estado, dentre
elas M. pudica, M. pigra, M. bimucronata (FRANCO et al., 2019), M. daleoides e M.
flocculosa (MACHADO, 2020).

2.8 IDENTIFICACAO TAXONOMICA DE PROCARIOTOS E RIZOBACTERIAS
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Classicamente, a identificacdo de rizébios se da por meio da caracterizagao
taxondmica de bactérias isoladas de nddulos de leguminosas, principalmente por meio
de amplificagdo e sequenciamento de genes universais, como o 716S rRNA, que por
muito tempo auxiliaram na resolugdo da taxonomia destes e outros procariotos.
Consensualmente, valores estabelecidos por meio da comparagéao e alinhamento desde
gene com bancos de dados confirma que identidades menores de 98.7% delimitam
espécies diferentes (YARZA et al., 2014). Com os avangos no sequenciamento
genbmico e em andlises filogenética, porém, a utilizagdo deste gene como unico
marcador filogenético caiu em desuso, visto que diversos estudos apontam para sua
baixa resolugdo nos mais varios niveis taxonémicos (VETROVSKI e BALDRIAN, 2013;
PARKS et al., 2018; RAHIMLOU et al., 2021).

Desta forma, diversos estudos tém se utilizado de alinhamentos concatenados
de sequéncias nao apenas de genes ribossomais, como o 16S rRNA, mas também de
genes codificadores para proteinas, para alcangar maior resolugao na construcao das
arvores filogenéticas (THIERGARD et al., 2014). Uma das proteinas mais utilizadas para
a taxonomia de rizobactérias € a expressa pelo gene housekeeping recA, que atua tanto
no reparo do DNA — associada a regulagao do sistema SOS - quanto a recombinacgao,
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 caracterizacado de novas espécies de rizébios nas ultimas décadas tem
se valido da taxonomia polifasica, construida tanto por meio de ensaios bioquimicos,
fisiologicos e morfolégicos, quanto pelo esclarecimento da posi¢ao filogenética das
estirpes através da amplificacdo e sequenciamento de genes de cdpia Unica, como 0s
mencionados acima, e analises genémicas basicas, realizadas em bancada, como a
hibridizacdo DNA-DNA (DDH) (GRAHAM et al., 1991). Nos ultimos anos, porém, os
padrées minimos para a identificacao e caracterizacdo destes novos rizobios tém se
alterado e incluido analises mais detalhadas, principalmente relacionadas aos dados

gendmicos e a bioinformatica comparativa.

Os padrdes minimos a serem seguidos tém se baseado em informagdes geradas
por meio de sequenciamento gendmico total, que levam em conta a porcentagem de
bases G + C dos genomas, tamanho em pares de base (pb), além da comprovagéo da
capacidade da estirpe isolada em fixar nitrogénio e estimular a formac¢ao de nédulos em
seu hospedeiro, por meio de ensaios de nodulacao e amplificagéo de genes chave para
estas vias metabdlicas, como nifH e nodC, respectivamente (LAJUDIE et al., 2019).

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

filogeneticamente proximas é altamente recomendado.

A identidade nucleotidica média (ANI), junto ao calculador de distancias
genbmicas GGDC v2.1 (MEIER-KOLTHOFF et al., 2013; AUCH et al., 2010a; AUCH et
al., 2010b;RICHTER e ROSSELLO-MORA, 2009) tem eficientemente substituido as
técnicas de hibridizacdo DNA-DNA de bancada, e sdo amplamente alimentadas por
bancos de dados como o GenBank do Centro Nacional de Informagao Biotecnoldgica
(NCBI) (BENSON et al.,, 2013). Assim, a caracterizacdo gendmica reduziu a
necessidade de rebuscadas analises fenotipicas, de forma que hoje, apenas alguns
ensaios sao recomendados para a publicagdo de novas espécies (LAJUDIE et al.,
2019).

Analises como a utilizacdo de fontes de carbono, condicbes otimas de
crescimento das estirpes e perfil lipidico geram informagdes discriminativas entre
espécies e sdo Uteis na descricao de isolados potencialmente novos. Aliar a classica
taxonomia polifasica as ferramentas bioinformaticas e aos dados fornecidos pelo
sequenciamento de nova geragao (NGS) tém sido a chave para resultados robustos na

confirmacao de novas espécies de rizobactérias.

3 OBJETIVOS
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O objetivo deste trabalho é descrever a diversidade existente de rizobactérias
nodulantes do género Mimosa no sul do Brasil, assim como caracterizar e descrever
potenciais novas espécies de bactérias fixadoras de nitrogénio, mais comumente
denominadas rizébios, nodulantes de legumes do género Mimosa, baseado em
taxonomia polifasica, a fim de ampliar a diversidade existente de rizébios, por meio de
ensaios bioquimicos, analises gendmicas e em ensaios de nodulagdo e promogao do

crescimento vegetal.

Como objetivos especificos, pode se citar:

a) Analisar genomicamente as estirpes isoladas, por meio de sequenciamento
de DNA de genes marcadores com importancia taxondmica, de fixagao de

nitrogénio e de nodulacao, e por meio de sequenciamento gendmico total,

b) Realizar ensaios de interagao planta-bactéria para confirmar a capacidade
de nodulagdo das estirpes e para analisar a capacidade de promoc¢ao de

crescimento vegetal das estirpes;
c) Caracterizar as estirpes microbioldgica, fisioldgica e bioquimicamente, por
meio de ensaios para caracterizagcdo morfolégica, determinacao de perfil

lipidico e de crescimento em diferentes condicbes de temperatura, fonte de

carbono, pH e salinidade.

4 MATERIAIS E METODOS
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4.1 CRESCIMENTO E ESTOQUE DE CULTURAS

Estirpes previamente isoladas foram crescidas a 28°C por 2 a 4 dias no meio
NFb sélido, tendo malato como fonte de carbono (KLASSEN et al., 1997) e no meio
YMA (Yeast-Mannitol-Agar) (VICENT, 1970). As culturas, apods crescidas, foram
mantidas em meio YMA a 4°C e, para estoques de longa data, foram preservadas em
meio YM com glicerol 30% (v/v) a -20°C.

As estirpes referéncia utilizadas nos ensaios foram cedidas pela Embrapa-Soja
(P. guartelaensis CNPSo 3008T; P. atlantica CNPSo 3155"; P. franconis CNPSo 3157T)
e pela Embrapa-Agrobiologia (P. phymatum STM8157).

4.2 ANALISES GENOMICAS

4.2.1Extracdo de DNA gendémico

Para anadlises de biologia molecular e analises filogenéticas, o DNA genomico
total dos Isolados foi extraido seguindo o protocolo adaptado de Stirling (2003). As
estirpes de interesse foram inoculadas em 5 mL de meio YMA e incubadas a 28 °C, 120
rpm, por 14-16 horas até atingirem densidade 6ptica (D.O.s05) de 1. Apods, 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 pL de
Tampéo de Extracao A (Triton X v/v 2%; SDS v/v 1%; NaCl v/iv 100mM; Tris-HCI pH8
v/iv 10mM; EDTA pH8 v/v 1mM; H.O) e homogeneizado com auxilio de vortex.

Posteriormente foram adicionadas pérolas de vidro estéreis (aproximadamente
200 mg), 100 mL de fenol pH8 e 100 mL de cloroférmio alcool isoamilico (v/iv 1:1) e a
solucao foi homogeneizada em vortex por 3 minutos. 200 yL de tampéao TE (Tris-HCI
pH8 v/v 10mM; EDTA pH8 v/v 1mM; H>O), homogeneizado 10 vezes e centrifugado por
5 minutos a 1000 rpm. O sobrenadante foi entao 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 entdo descartado e o
precipitado ressuspendido em 50 pL de tampé&o TE e 1 yL de RNAse, e entéo incubado
por 30 minutos a 37 °C. Posteriormente, 350 pyL de H2O ultrapura estéril e 5,3 uL de
Acetato de Aménia (7,5 mol/L) foram adicionados e o tubo foi homogeneizado por
inversao cinco vezes, e 1 mL de etanol 100% resfriado a 4 °C foi adicionado a solugao

e novamente homogeneizado.
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A solucao foi entdo 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 extraido foi entao ressuspendido em 40 uL de tampao TE

e preservado a -20 °C.

4.2.2 Analises taxon6micas e filogenéticas

Para a caracterizacdo taxonémica, sequéncias 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). Sequéncias previamente adquiridas dos
isolados provenientes de nddulos de Mimosa spp. entre 2016 e 2018 nos estados do
Parana e Santa Catarina no sul do Brasil, foram utilizadas junto as sequéncias obtidas
do NCBI. Inicialmente, o software CD-HIT (FU et al., 2012) foi utilizado para agrupar
todas as sequéncias, utilizando configuragdes pré-definidas (e limite de identidade por

sequéncia como indicado no texto).

O alinhamento e as analises 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 716S rRNA-recA foi concatenado, seguido pela construgdo de uma arvore
filogenética com o algoritmo Neighbor-Join (NJ) (SAITOU e NEI, 1987), sendo as
distancias filogenéticas computadas utilizando o método Jukes-Cantor (JUKES and
CANTOR, 1969). O suporte estatistico para a arvore foi avaliado por meio de analises
de bootstrap com 1000 replicatas (FELSENSTEIN, 1985).

4.2.3 Amplificacdo de marcadores gendmicos (16S rRNA e recA)

Por meio das analises de CD-HIT, estirpes foram selecionados para a
amplificacdo do gene housekeeping recA que, juntamente com sequencies de 16S
rRNA, foi utilizado para inferir a posigao filogenética das estirpes. Os primers utilizados
para a amplificagdo do gene 76S 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 reacao de amplificagao por meio de PCR incluiu 4 pL 10X solugao tampéao, 1,2

pL MgCly, 0,8 uL dNTPs (5 mmol / L), 1 uL de cada primers (foward e reverse), 0,1 uL
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da enzima GoTaq DNA polymerase (GoTaq® DNA Polymerase, Promega Corporation™)
e 11,9 pyL de agua ultrapura, para 20 yL de volume final. A ciclagem utilizada no
termociclador Veriti® 96-Well Thermal Cycler (Life Technologies) foi uma desnaturacao
inicial por 5 minutos a 95 °C; 25 ciclos de desnaturagao por 30 segundos a 95 °C;
anelamento por 30 segundos a 58 °C; extensado por 40 segundos a 72 °C; e uma

extensao final por 7 minutos a 72 °C.

4.2.4 Amplificacao de genes da FBN e de nodulagao (nifH e nodC)

A amplificagdo dos genes nifH e nodC foram realizadas por meio PCR
convencional, que incluiu 4 yL 10X solugao tampéo, 1,2 yL MgCl, 0,8 yL dNTPs (5
mmol / L), 1 uL de cada primers (foward e reverse), 0,1 yL da enzima GoTaq DNA
polymerase (GoTaq® DNA Polymerase, Promega Corporation™) e 11,9 uL de agua
ultrapura, para 20 uL de volume final. O ciclo de temperaturas utilizado no termociclador
Veriti® 96-Well Thermal Cycler (Life Technologies) para os genes foi uma desnaturacao
inicial por 5 minutos a 95 °C; 25 ciclos de desnaturagdao por 30 segundos a 95 °C;
anelamento por 30 segundos a 55 °C (nifH) e 60 °C (nodC); extensao por 40 segundos

a 72 °C; e uma extensao final por 7 minutos a 72 °C.

Para a amplificacao do gene nifH foram utilizados os primers NifH-F1 (5’
CGCIWTYTACGGIAARGGIGG-3) e NiIFH-R1 (5 GGIKCRTAYTSGATIACIGTCAT-3’)
(CHEN et al., 2003), enquanto para a amplificacao 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 confirmacao da amplificagcao, sequenciamento e analise dos genes se deram da

mesma forma que para os genes 716S rRNA e recA, indicados na sessdo 4.2.4 — 6.

4.2.5 Eletroforese de DNA em gel de agarose

Apo6s amplificacao dos genes de interesse por PCR, amostras foram submetidas
a eletroforese horizontal em sistema HOEFFER em gel de agarose 0,8%, utilizando
tampao TAE 1X (base Tris 40 mmol/L, acido acético 40 mmol/L, EDTA 2 mmol/L, pH8),
com corrente elétrica de 70 volts por 50 minutos, diluindo 2 uL de amostra em 2 uL 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 solugao de brometo de etidio (0,5 ug/mL) por 15 minutos e observado luz

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

amostra.

4.2.6 Purificacao e precipitacado de DNA

O processo de purificagao do produto amplificado foi feito utilizando uma reacao
enzimatica simultanea, com 0,66 puL de Exonuclease | (EXO | — 5,2 U/uL - Ferments),
0,66 uL de FastAP (0,77 U/uL - Ferments) e 0,68 uL de agua ultrapura, para 20 uL de
material amplificado. A reagéo foi submetida a incubagéo por 60 minutos a 37 °C e

subsequente inativacdo das enzimas por 15 minutos a 85° C.

Posteriormente, 4 uL do amplificado previamente purificado foi utilizado, junto a
1,2 uL de primer, 2 uL de tampao Save Money (10% (v/v) com MgCl, 250 mmol/L,
TrisHCI 20% (v/v) (pH 9,0)), 0,8 pL de BigDye® Terminator v3. 1 Cycle Sequencing Kit
e 2 uL de agua ultrapura estéril, para completar 10 pyL de reacao para a segunda etapa
de purificacdo de DNA. A ciclagem utilizada no termociclador foi um primeiro ciclo de 1
minuto a 95° C; 35 ciclos de 15 segundos a 95 °C, 15 segundos a 58 °C, 3 minutos a 60
°C e um ciclo final de 5 minutos a 60 °C. Neste processo, os mesmos primers utilizados
para a amplificacdo dos genes 16S rRNA e recA foram utilizados para suas respectivas

reacoes de purificacao.

Apds, foi realizado o processo de precipitacdo do DNA purificado, por meio da
adicao de 2 pL de acetato de amdnio (7,5 mol/L), 10 pL de agua ultrapura estéril e 66
ML de etanol absoluto, junto a 10 yL de DNA purificado. A solucdo foi solubilizada e
centrifugada por 30 minutos a 14000 rpm. O sobrenadante foi descartado, e 100 pL de
etanol 70% foram adicionados, e a solugéo 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 yL de
tampéao TE. A leitura das sequéncias foi obtida por meio de sequenciador automatico
AppliedBiosystems®3500 e 3500xL GeneticAnalyzers.

4.2.7 Montagem e analise de sequéncias gendmicas

O DNA total de seis estirpes selecionadas foi extraido, como descrito
anteriormente, e submetido a sequenciamento de DNA de préxima geragao (NGS, do
inglés, next generation sequencing) utilizando tecnologia lllumina. O sequenciamento
foi realizado por MicrobesNG (University of Birmingham, UK), no qual as sequéncias

iniciais foram filtradas por sua qualidade utilizando a ferramenta “trimmomatic”

36



(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’
(dfinisher.sourceforge.net) foi utilizada para combinar as montagens prévias e melhorar
a qualidade da montagem dos genomas. Os genomas montados também foram
submetidos a anotagdo gendmica por meio da submissdao 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 referéncia de rizobactérias, dos géneros
Paraburkholderia, Cupriavidus e Rhizobium, foram resgatados do banco de dados
GenBank e utilizados nas analises genémicas comparativas. Para avaliar a distancia
evolutiva entre os genomas, foram utilizadas as ferramentas “fastANI” (disponivel em
https://github.com/ParBLiSS/FastANI) e o calculador de distancias genédmicas GGDC
v2.1 (MEIER-KOLTHOFF et al., 2013; AUCH et al., 2010a; AUCH et al., 2010b),

baseados em identidade de sequéncia em pares.

4.3 ENSAIOS FENOTIPICOS

4.3.1 Ensaios de temperatura 6tima

Para ensaios de temperatura, estirpes selecionadas foram crescidas em meio
NFb malato a 28 °C, 120 rpm, por 14-16 horas até atingirem densidade dptica (D.O.s95)
de 1,0. 10 pL das culturas crescidas foram plaqueados em placas contendo NFb malato
sélido e incubadas a 4 °C, 18 °C, 30 °C, 37 °C, 40 °C and 45 °C por sete dias em
quadruplicata. O crescimento foi monitorado a cada 24 horas até o final do periodo
proposto. Os resultados foram entdo analisados por meio do GraphPad Prism versao
8.0.0 para Windows, GraphPad Software, San Diego, California USA,

(www.graphpad.com).

4.3.2 Ensaios de salinidade 6tima

Para os ensaios de salinidade, estirpes foram crescidas em meio NFb malato a
28 °C, 120 rpm, por 14-16 horas até atingirem densidade optica (D.O.s95) de 1,0. Um

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

salina 0,9%, e posteriormente plaqueados em meio NFb sdlido com diferentes
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concentracdes de sal, iniciando de 0% NaCl e sendo complementado com NaCl 20%
(v/v) para atingir as concentragdes de salinidade de 0%, 0,01%, 0,1%, 0,5%, 1-3% (em
intervalos de unidade de 1%). Para todas as condi¢des, quadruplicatas foram feitas, e

o crescimento foi determinado apés sete dias de incubacéao a 30 °C.

4.3.3 Ensaios de pH 6timo

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 tampdes apropriados, de acordo com BOURNAUD et al. (2017),
sendo pH 4 (acido acético 82 mM; acetato de sddio 18 mM); pH 5 (acido acético 30 mM,;
acetato de sodio 70 mM); pH 6 (acido citrico 18 mM; Na;HPO4 64 mM); pH 7 (4cido
citrico 6 mM; Na;HPO4 87 mM); pH 8 (Na2HPO4 94 mM; NaH.PO4 5 mM); pH 9 (Tris
base 100 mM; HCI 10 mM). Os inéculos das estirpes selecionadas foram pré-inoculados
em NFb malato a 28 °C, 120 rpm, por 14-16 horas até atingirem D.O.s95 1,0. Um volume
de 2 mL de cultura foi entdo lavado trés vezes com salina 0,9% (v/v) para retirada de
resquicios do meio NFb malato inicial, e inoculado em placas de NFb malato sélido com
o pH desejado, em quadruplicadas. O crescimento nos diferentes pHs foi determinado

apos sete dias de incubacao a 30 °C.

4.3.4 Ensaios de crescimento em diferentes fontes de carbono

A utilizagdo de fonte de carbono no crescimento das estirpes selecionadas foi
realizada utilizando o kit GN2 Microplate Biolog (www.biolog.com), de acordo com as
instrugdes do fabricante. As estirpes selecionadas foram crescidas em meio NFb malato
a 28 °C, 120 rpm, por 14-16 horas até atingirem densidade 6ptica (D.O.s95) de 1,0. Um
volume de 2 mL de cultura foi entdo lavado trés vezes com salina 0,9% (v/v/) e entao
ressuspendido em meio NFb sem fontes de carbono, seguindo uma diluicdo de 10x para
entao inoculagédo de 150 pL no kit GN2. As placas foram entdo incubadas a 30 °C por
cinco dias, e as analises foram realizadas por meio da mensuragao da densidade Optica

(D.0O.s95) das placas ap6s o quinto dia de crescimento.

4.3.5 Ensaios de resisténcia a antibidticos

Para os ensaios de resisténcia a antibidticos, as estirpes foram crescidas em
meio NFb malato a 28 °C, 120 rpm, por 14-16 horas até atingirem densidade 6ptica
(D.O.595) de 1,0. Um volume de 2 mL de cultura foi passado para um tubo de 2 mL e
lavado trés vezes com salina 0,9% (v/v), e posteriormente plaqueados em meio NFb

sélido suplementado com o antibidtico a ser testado (Tabela 1), em quadruplicata. As
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placas foram incubadas por sete dias a 28°C e o crescimento avaliado apds este

periodo.

As solucdes estoque de antibidticos, a excegcao da Tetraciclina (Tc), foram
preparados em agua ultrapura estéril através de microfiltragcao (Millipore HAWP 0,2 uM).
Estoques de tetraciclina foram preparados em etanol 70%. Todas as solugbes estoque

foram mantidas a 4 °C.

TABELA 1 — Utilizagao de antibidticos para testes de resisténcia a antibidticos com estirpes

selecionadas de nodulos de Mimosa spp.

ANTIBIOTICO CONCENTRAGAO INICIAL" (ug/mL) CONCENTRAGAO FINAL?2 (ug/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

T Concentragéo estoque do antibiotico; 2 Concentragédo do antibidtico no meio de cultura.

FONTE: o préprio estudo (2022).

4.3.6 Caracterizacdo de Acidos Graxos

O perfil lipidico das estirpes foi realizado por meio da analise de acidos graxos
extraidos por cromatografia gasosa. Para tal, os acidos graxos foram convertidos em
ésteres metilicos de acidos graxos (FAME, do inglés, fatty acid methyl ester) produzidos
por reagdes de metilagdo, neste caso, metandlise 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 °C, 120 rpm, por 14-16 horas até atingirem densidade 6ptica (D.O.s05) de 1,0. Um
volume de 2 mL de cultura foi passado para um tubo de 2 mL e lavado trés vezes com
salina 0,9%, e posteriormente 10 yL foram inseridos no centro de placas de petri
contendo meio NFb malato semissélido 0,25% agar, em triplicata. As placas foram entéao
incubadas por 72 horas a 28° C e o crescimento foi avaliado apos este periodo, sendo

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

4.4 ENSAIOS DE INTERAGCOES PLANTA-BACTERIA
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4.4.1 Ensaios de Nodulacao

Estirpes isoladas a partir dos nédulos de Mimosa spp. foram utilizadas para
reinoculacao em Mimosa pudica, para confirmacao de sua capacidade de nodulagao.
Um sistema contendo dois potes magenta de 300 mL cada foi montado, sendo os potes
encaixados verticalmente, para realizagao 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 irrigagéo das plantas, sendo papel
filtro utilizado para a irrigagéo (Figura 5a). O sistema foi entéao esterilizado em autoclave,

a 120 °C, 1 atm por 20 minutos.

TABELA 2 — Composigao do meio BD utilizado para irrigagdo em testes de nodulagdo com

estirpes selecionadas de nédulos de Mimosa spp.

MEIO BD'
SOLUGAO COMPOSICAO CONCENTRACAO INICIALZ  CONCENTRACAO FINAL?

BASE QUIMICA (g/L) (g/L)
SOLUGAO A CaCl2.2H20 294,1 0,147
SOLUGAO B1 KH2PO4 136,1 0,068
SOLUGAO B2 K2HPO4 174,2 0,087
SOLUGAO C Fe Citrato 6,7 0,0033
SOLUGAO D MgSOa 123 0,0615
K2SO4 87 0,0435

MnSOa4 0,34 1,7x10°

HsBos 0,152 7,6x10%

ZnSO4 0,25 1,25x10°
CuSO4 0,1 5x10
CoS04 0,06 3x10°

NaMoOs 0,05 2,5x10°

" pH final deve ser 7, corrigido com NaOH ou HCI; 2 Concentragdo em cada solugéo apos ser autoclavada.

3 Concentragéo final para 1 litro de meio BD ap6s autoclavado.

FONTE: o proprio estudo (2022).

4.4.2 Quebra de dorméncia de sementes de M. pudica

A dorméncia das sementes de M. pudica foi quebrada por meio da exposicao a
acido sulfurico concentrado por 10 minutos, subsequentemente sendo lavadas em agua
corrente por 5 minutos. As sementes entdo foram imersas em hipoclorito de sodio 6%
(v/v) por 15 minutos, lavadas cinco vezes com agua destilada estéril, e transferidas para

placa de petri com meio BD agar 0,5% com 1 cm de distancia entre cada semente. A
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placa foi entdo embrulhada em papel aluminio e incubada a 30 °C por 48 horas. Apods
este periodo, as sementes germinadas foram entao transplantadas para o sistema com
vermiculita estéril em fluxo laminar (Figura 5b), sendo o sistema entao fechado e levado
para casa de vegetagdo por 72 horas para aclimatacdo, antes da inoculacdo das

estirpes.

4.4.3 Inoculacéo 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 nodulagao. As estirpes selecionadas e o controle positive foram previamente
inoculadas em 5 mL de meio YMB a 28 °C, 120 rpm, por 14-16 horas até atingirem
densidade o6ptica (D.O.s95) de 0,7. 1 mL de cultura foi utilizado, lavado trés vezes com
salina 0,9% e diluido 10 vezes com salina 0,9%. 1 mL da diluicao foi entdo utilizado para
inoculagédo nas sementes germinadas em fluxo laminar, para garantir a esterilidade do
sistema. O ensaio para cada estirpe selecionada foi feito em quadruplicata e, apds a
inoculagéo, a superficie do sistema foi coberta com granulos de vidro estéreis para evitar
contaminacgéo (Figura 5c¢), e retornado a casa de vegetagado, com temperatura (34 °C) e

umidade controladas (70%).

FIGURA 5 - Sistema de cultivo’ de Mimosa pudica em condi¢gdes estéreis para ensaios de

nodulagao.

1mlde
cultura

Vermiculita

00:20h
1atm.

1202

Meio BD

Meio BD Meio BD

Sistema para ensaio Plantio de semente Inoculagdo das
de nodulagdo de Mimosa sp. estirpes de interesse
germinada

1 Sistema magenta para ensaio de nodulagéo (a); semente de Mimosa pudica plantada no sistema (b);
inoculacéo da estirpe de interesse apds 72 h de aclimatacdo da semente e adi¢gdo de granulos de vidro

estéreis (c).

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

O sistema com as plantas de M. pudica foi acompanhado por 60 dias, sendo as
plantas regadas com meio BD quando necessario, em fluxo laminar, por meio do
reabastecimento de meio BD no pote magenta inferior. Apos este periodo, as plantas
foram coletadas, sendo as raizes lavadas em agua destilada estéril, pesadas e medidas,
juntamente a parte aérea, e entdo secadas em sacos de papel por 7 dias em estufa a
80 °C, sendo posteriormente pesadas novamente. Os nddulos provenientes das raizes
foram contados e pesados, e desinfestados por imersdao em etanol 95% por 30
segundos, seguindo de 60 segundos em hipoclorito de sédio 6%, lavados quatro vezes
com agua destilada estéril, e entdo triturados com bastao de vidro estéril e plaqueados
em placas de petri contendo meio YMA sélido. As placas foram entdo incubadas a 28
°C por dois a sete dias, e as colbnias crescidas foram isoladas e identificadas por meio

de espectrometria de massa MALDI-TOF.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISES FILOGENETICAS

5.1.1 Filogenia dos genes 16S rRNA e recA
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Um total de 345 sequéncias referéncia do gene 16S rRNA foram agrupados com
189 sequéncias de 76S rRNA de estirpes isoladas (Anexo 1) (SILVA, 2018; MOREIRA,
2018) a partir de nédulos de Mimosa spp. (Figura 6; Tabela 3), utilizando a ferramenta
CD-HIT com 99% de identidade entre as sequéncias. As sequéncias referéncia
incluiram estirpes tipo de oito géneros 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 sequéncias foram agrupadas em 229 grupos, dos quais 207 (90,3%)
foram formados por sequéncias Unicas, e 22 (9,6%) incluiram duas ou mais sequéncias.
Destes ultimos, 11 grupos incluiram sequéncias de estirpes isoladas juntamente com
sequencies referéncia dos géneros Rhizobium, Herbaspirillum, Bradyrhizobium e
Paraburkholderia, permitindo uma aproximacao taxonémica para estes isolados. Trés
grupos foram identificados como préximos 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 ja 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 rizdbios. Para estes grupos, a identificacdo taxonémica
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 géneros
Cupriavidus e Paraburkholderia. Sete grupos, do género Paraburkholderia foram

selecionados (Tabela 4) para as préximas analises.

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

(2018) nos estados do Parana 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 Parana e Santa Catarina, Brasil.

Local de coleta Ano Planta hospedeira Latitude’ 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 Inglés 14 2014 Mimosa pudica 25°26'43.4"S  48°48'36.3"W 22
Morro Inglés 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°3%52'6" 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°3°S'52'6" 48°59'16.8" W 1313
Sao Luiz do Puruna 14 2014 Mimosa gymnas 25°28'20.6"S  49°38'26.0"W 1203
Sao Luiz do Puruna 14 2014 Mimosa dolens 25°28'35.0"S  49°47'10.5"W 966
Sao Luiz do Purund 17 2017 Mimosa dolens 25°28'10.7"S  49°38'38.1"W 1172
Canion Faxina 18 2018 Mimosa furfuracea 25°27'35.2"S  49°40'07.6"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
Unica espécie de Mimosa (M. piscatorum e M. scabrella, respectivamente), o que pode
indicar espécies de rizobios hospedeiro-especifico, encontrados unicamente nestas
espécies de leguminosas. Uma possibilidade para estes resultados pode ser
relacionada a sinalizacdo molecular entre as rizobactérias e a Mimosa sp. em questao,
de forma que a excrecgao de flavonoides e a ativagdo dos genes nod seja mais favorecida
na relagéo entre estes dois organismos em especifico do que para outros simbiontes
(PINDI et al., 2020).

Outra possibilidade também, é a auséncia de um maior nimero de regides e
plantas amostradas e outros estudos regionais publicados, para maiores comparagoes,
jA que as populacbes de rizobactérias variam intensamente de acordo com
caracteristicas geograficas, como perfil de solo (pH, salinidade, por exemplo) e
hospedeiros disponiveis (BENNY et al., 2015; LAMMEL et al., 2018).

TABELA 4 - Grupos baseados em sequéncias de 76S rRNA de estirpes isoladas a partir dos

nddulos de Mimosa spp. e estirpes tipo referéncia (NCBI) para o género Paraburkholderia.

Grupos n° seq’ Ref NCBF? Isolado’® Hospedeiro Local de coleta
88.12 M. daleoides Recanto dos Papagaios
Sem correspondéncia BN5.2 M. dolens Recanto dos Papagaios
clstr0001 21 (Paraburkholderia sp. 90.3 M. pilulifera Recanto dos Papagaios
nov)

RP2.3.1 M. dryandroides = Recanto dos Papagaios

CF13 M. furfuracea Canion Faxina
11.13 M. murex Quiriri
clstr0003 17 Sem correspondéncia 6.1 M. hirsutula Quiriri
(Paraburkholderia sp. MC3.2 M. congestifolia ~ Morro do Canal
nov)
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 correspondéncia 6.2 M. hirsutula Quiriri

(Paraburkholderia sp. 7.3 Mimosa sp. Quiriri

nov)
10.7 M. piscatorum Quiriri
clstr0013 11 Sem correspondéncia 10.15.1 M. piscatorum Quiriri

(Paraburkholderia sp. 10.15.2 M. piscatorum Quiriri

nov)

88.16 M. daleoides Recanto dos Papagaios

clstr0024 4 Sem correspondéncia 89.3 M. dolens Recanto dos Papagaios

(Paraburkholderia sp. RP7.2.2 M. dryandroides = Recanto dos Papagaios

nov)
clstr0049 2 Sem correspondéncia MP1.1 M. scabrella Morro da Palha
(Paraburkholderia sp. MP2.2 M. scabrella Morro da Palha

nov)

" Numero de sequencias de 76S rRNA de isolados correspondente a cada grupo; 2 Grupos sem
correspondéncia com banco de dados foram definidos como possiveis espécies novas; 3 Isolados
representantes dos referentes grupos, utilizados para analises posteriores.

FONTE: o proprio estudo (2022).

Os grupos restantes sao 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 sao capazes de ativar
seus genes necessarios a nodulagdo em exposicao a variados flavonoides, ou as
leguminosas referentes a estes beta-rizébios tém a capacidade de recrutar diversas
populagdes de microrganismos, se caracterizando como hospedeiras promiscuas (LIRA
et al., 2015; DONIE, J. ALLAN, 2010).

Levando em conta que o gene 16S rRNA apresenta baixa resolugéo para avaliar
questdes taxonOmicas (VETROVSKI e BALDRIAN, 2013; PARKS et al.,, 2019;
RAHIMLOU et al., 2021), o gene housekeeping recA foi amplificado e sequenciado para,
no minimo, uma estirpe por grupo (Anexo 2). As sequéncias dos genes 16S rRNA-recA
dos isolados e de estirpes referéncia foram entao utilizados para construir uma arvore
filogenética, por meio dos alinhamentos concatenados. A Figura 7 revela a relagao das

estirpes isoladas com espécies referéncias proximas do género Paraburkholderia.

FIGURA 7 - Arvore filogenética! baseada nos alinhamentos concatenados dos genes 16S rRNA

e recA amplificados de estirpes isoladas e estirpes referéncia de rizobios.
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Isolado RP2.3.1 (M. dryandroides; Recanto Papagaios)
Isolado RP7.2.2 (M. dryandroides; Recanto Papagaios)
Isolado BN5.2 (M. dolens; Sao Luiz do Puruna) *
Isolado 88.12 (M. daleoides; Recanto dos Papagaios) *
0 'Isolado 89.3 (M. dolens; Recanto Papagaios) *

Isolado CF13 (M. furfuracea; Canion da Faxina)
Paraburkholderia sprentiae WS5005" (HF549035)

p8 Paraburkholderia tuberum ST678" (AJ302311)

“—— Paraburkholderia susongensis L2267 (KJ746438)
Paraburkholderia ribeironis ST 72967 (LN875221)
Paraburkholderia phenaliruptrix LG 220377 (HQ849094)
Paraburkholderia dilworthii WS35567 (HQ698908)
Paraburkholderia sediminicola HU2-65WT (EU035613)
Paraburkholderia aspalathi VG1CT (KC817488)
Paraburkholderia phytofirmans PsJNT (KT877640)
Paraburkholderia dipogonis ICP 194307 (T760332)

Isolado 10.11.2 (M. piscatorum; Quiriri)
86 ' Isolado 10.7 (M. piscatorum; Quiriri) *

clstr0001

clsrt0024 (GrUPO D)

95
98
58

75

50

96

clstroo13 (Grupo C)

100 r Paraburkholderia diazotrophica NKU-JPY461T (H366717)
Paraburkholderia piptadeniae ST 71837 (LN875219)
Paraburkholderia phymatum ST815" (AJ302312)
Paraburkholderia sabiae Br3407" (AY533862)
Paraburkhoideria caribensis CIP 1067847 (EU024153)
Paraburkholderia hospita LG 20598 (HQ849087)
98 Paraburkholderia terrae NBRC 100964" (AB681300)
Paraburkholderia tropica PPe8'" (AJ420332)
— Paraburkholderia mimosarum LG 23256 (HQ849089)
92 Paraburkholderia caballeronis TNe-841T (EF139186)
ﬁiEParaburkholderia oxyphila NBRC 1057977 (AB682297)
Paraburkholderia ferrariae NBRC 1062337 (AB537487)
Paraburkholderia bannensis E25T (AB561874)
Paraburkholderia caledonica CIP 107098 (EU024157)
Paraburkhoideria guartelaensis CNPSo 3008 (NR 169402.1)
Paraburkholderia nodosa LG 237417 (HQ849091)
Paraburkholderia silvatiantica LG 231497 (HQ849102)
Isolado MP1.1 (Mimosa scabrella; Morro da Palha) * | ¢/str0049 (Grupo B)

99 94

Isolado 9.2 (M. murex; Quiriri) *
Isolado 7.1 (Mimosa sp.; Quiriri) *
Isolado 6.3 (M. hirsutula; Quiriri) clstro003

Isolado 11.13 (M. murex; Quiriri) clsrtooos  (Grupo A)
Isolado MC3.2 (M. congestifolia; Morro do Canal) clstro010

Isolado MC4 (M. congestifolia; Morro do Canal)
Isolado 7.3 (Mimosa sp.; Quiriri)

4|:Cupn’avidus necator ATCC 432917 (AF191737)
96 Cupriavidus taiwanensis CIP 1071717 (EU024160)

Rhizobium leguminosarum USDA 23707 (U29386)

—
0.02

'A histéria evolutiva foi calculada utilizando o método Neighbor-Joining. A soma do comprimento do ramo
para arvore 6tima = 0,97580752 é mostrada. A porcentagem de arvores replicadas nas quais os taxons
associados agrupados no teste de bootstrap (1000 replicatas) s&o mostradas ao lado dos ramos. As
distancias evolutivas foram calculadas utilizando o método Jukes-Cantor e estdo nas unidades de numero
de substituicées de bases por sitio. As analises envolveram 47 sequéncias nucleotidicas. Todas as posi¢des
contendo lacunas e dados ausentes foram eliminadas, resultando num total de 419 posigdes no conjunto

de dados final. As analises evolutivas foram conduzidas no MEGA?.

* Estirpes com genoma total sequenciado disponivel.
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FONTE: O proprio estudo (2022).

A arvore filogenética aponta uma proximidade entre quatro grupos de isolados.
O filogrupo “A” é formado por trés grupos (cl/str0003, clstr0006, clstr0010), de forma que
os isolados de cada grupo se misturam entre si, ndo havendo uma definicdo dentro do
ramo. Esses resultados podem indicar uma divergéncia com as analises prévias de
agrupamento dos isolados por meio do gene 16S rRNA através da ferramenta CD-HIT

em relacéo aos métodos utilizados para a construcéo da arvore.

Estes resultados conflitantes podem ser devido a baixa resolugcao de espécie
para o gene 16S rRNA quando os clusters foram gerados, ou até mesmo problemas nao
resolvidos com os dados brutos, como por exemplo, baixa qualidade de
sequenciamento. De qualquer forma, apenas um dos trés grupos contém genoma

sequenciado (clstr0006), e assim, analises mais aprofundadas sao necessarias.

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 analises gendmicas indicam uma
grande similaridade entre eles (Tabela 8). Desta forma, por mais que ambos tenham
sido agrupados separadamente, baseados em suas sequéncias de 76S rRNA pelo
meétodo CD-HIT, as analises taxonbdmicas, baseadas em sequéncia genémica, de maior
resolugao, indicam que estas estirpes estdo mais proximas 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 sequéncia gendmica esta disponivel e analises mostram uma
relacédo proxima com Paraburkholderia nodosa, uma espécie ja bem caracterizada como
simbionte do género Mimosa (CHEN et al., 2007). Para o filogrupo “C”, as analises
gendmicas mostram um grupo bem definido com apenas isolados provenientes de
nddulos de M. piscatorum, e filogeneticamente relacionados com P. dipogonis e P.
phymatum, resultados confirmados também pelas analises filogenéticas da arvore de
16S rRNA-recA.

5.1.2 Filogenia de genes da FBN e de nodulagao, nifH e nodC
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Paraburkholderia spp. tem sido reconhecido como um dos principais géneros
capazes de promover a formacgao de nédulos e o crescimento de iniUmeras espécies de
leguminosas (VIO et al., 2020). Um dos principais meios de confirmar a capacidade de
promocao de crescimento vegetal se da pelo gene nifH, que tem papel fundamental na
fixagao bioldgica do nitrogénio (DE MEYER et al., 2016), e por meio do gene nodC, que
participa ativamente na indugao da formacgao dos nddulos 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 construcdo de uma arvore
filogenética foi realizada a fim de evidenciar a relagao evolutiva entre as estirpes (Figura
8). A presenca do gene para todos os isolados confirma a capacidade de fixar nitrogénio
pela presenca de um complexo nitrogenase funcional e, embora a filogenia de genes da
FBN nao necessariamente revele as relagdes filogenéticas dos procariotos, devido aos
inimeros eventos de transferéncia lateral génica (GONZALEZ et al., 2019; REHIMLON
et al., 2021), o padrao de agrupamento visto em analises filogenéticas anteriores se

mantém.

O mesmo ocorre para nodC, utilizado para confirmar a capacidade de nodulacao
junto a ensaios de reinoculagdo em leguminosas. O surgimento da capacidade de
bactérias diazotréficas interagirem simbioticamente com leguminosas se deu em um
evento Unico, mas atualmente sabe-se que a maioria dos grupos taxondmicos de
rizébios adquiriram e perderam varias vezes 0s genes necessarios para a nodulagao
(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 formagao de nédulos em leguminosas, assim como estimar

taxonomicamente posigéo das estirpes por meio de uma arvore filogenética (Figura 9).

FIGURA 8 — Arvore filogenética' do gene nifH para as estirpes isoladas de nédulos de Mimosa

spp. e estirpes referéncia de rizébios.
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A historia evolutiva foi calculada utilizando o método Neighbor-Joining. A soma do comprimento do ramo
para arvore 6tima = 1,00675744 ¢ mostrada. A porcentagem de arvores replicadas nas quais os taxons
associados agrupados no teste de bootstrap (1000 replicatas) sdo mostradas ao lado dos ramos. As
distancias evolutivas foram calculadas utilizando o método Jukes-Cantor e estdo nas unidades de numero
de substituicbes de bases por sitio. As analises envolveram 31 sequéncias nucleotidicas e todas as
posicbes de cddon foram incluidas. Todas as posicdes ambiguas foram removidas para cada par de
sequéncia, resultando num total de 1.443 posi¢des no conjunto de dados final. As analises evolutivas foram
conduzidas no MEGAY.

FONTE: o proprio estudo (2022).

FIGURA 9 — Arvore filogenética' do gene nodC para as estirpes isoladas de nédulos de Mimosa

spp. e estirpes referéncia de rizébios.
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A historia evolutiva foi calculada utilizando o método Neighbor-Joining. A soma do comprimento do ramo
para arvore 6tima = 1,34962314 é mostrada. A porcentagem de arvores replicadas nas quais os taxons
associados agrupados no teste de bootstrap (1000 replicatas) sdo mostradas ao lado dos ramos. As
distancias evolutivas foram calculadas utilizando o método de Poisson (ZUCKERKANDL e PAULING, 1965)
e estdo nas unidades de numero de substituigdes de aminoacidos por sitio. As analises envolveram 45
sequéncias de aminoacidos. Todas as posi¢des ambiguas foram removidas para cada par de sequéncia,
resultando num total de 1225 posi¢des no conjunto de dados final. As analises evolutivas foram conduzidas
no MEGA?T.

FONTE: o préprio estudo (2022).

Assim como nas filogenias anteriores (nifH e 16S rRNA-recA) as estirpes
mantém o padrao 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 analises reforgam a posigao filogenética das estirpes e corroboram
para grupos bem definidos e de provaveis espécies Unicas, com as mesmas relacoes

filogenéticas proximas de rizobactérias referéncia.
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Quando comparadas entre si, as filogenias dos genes nifH e nodC conservam
as posicoes dos isolados dentro de seus ramos e proximos as estirpes referéncias de
outras betaproteobactérias (Figura 10). Vé-se dois grupos distintos de isolados quando
levando em consideracgao os dois genes, de forma que estirpes provenientes de nddulos
Mimosa murex, Mimosa hirsutula e Mimosa sp., amostradas em Santa Catarina,
aparentemente tém a mesma histdria filogenética, ainda que com uma leve alteracao na
posicao dentro dos ramos para a estirpe 7.1 e 6.7, indicado na figura com linhas
tracejadas. Para este primeiro grupo, as espécies de rizobios mais préximas também se

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

FIGURA 10 - Filogenia comparativa' entre os genes nifH e nodC de para as estirpes isoladas de

nddulos de Mimosa spp. € estirpes referéncia de rizébios.
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Rhizobium leguminosarum CCBAU:05086 (EU770978.1)

' Arvores filogenéticas provenientes das Figuras 8 e 9.

mesma espécie de Mimosa e mesmo local de coleta.

FONTE: o préprio estudo (2022).
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005

Destacado em cores, estirpes provenientes da

Ja 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. Tém como principal estirpe referéncia Paraburkholderia tropica, de forma que
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algumas espécies referéncia utilizadas na filogenia do gene nifH ndo apresentam nodC

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

Com uma diversidade maior de plantas amostradas, as posi¢des 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
diferenga no banco de dados de sequéncias utilizado para cada arvore (Anexo 2) e,
também nos proprios meétodos utilizados para a construgdo das mesmas. Ainda assim,
os dois grupos formam-se bem definidos dentro das duas filogenias, separados de suas
espécies de rizébios mais proximas por ramos bem definidos, sem grandes alteragdes

na disposi¢ao geral dentro das arvores.

5.2 CARACTERISTICAS GENOMICAS

Sete genomas distribuidos em cinco grupos (analises CD-HIT, Tabela 4) foram
sequenciados, e andlises genOmicas apos a montagem e refinamento dos dados
mostraram que o tamanho dos mesmos (em pares de base) é compativel com o
esperado para o género e para as espécies de Paraburkholderia sp. proximas, como P.
guartelaensis (PAULITSCH et al., 2019) e P. nodosa (CHEN et al., 2007), assim como
o conteudo G + C, acima de 60 mol% (VIO et al., 2020) (Tabela 4).

De maneira geral, o genoma de espécies representantes do género
Paraburkholderia tem um maior numero de pares de base (pb) se comparado a outros
genomas bacterianos, com média de 8,3 milhdes de pb, o que se confere como um dos
principais fatores da diversidade e capacidade de colonizagdo dos mais diversos nichos
ecoldgicos por este taxon, assim como para toda a familia Burkholderiaceae (diCENZO
e FINAN, 2017; MANNAA et al., 2019).

TABELA 5 - Caracteristicas gendmicas de estirpes isoladas a partir dos nédulos de Mimosa spp."

Grupo Isolado N° contigs Niso M_aior G+C Tamanho

> 500pb contig (pb) (mol%) (pb)
10001 88.12 52 239.053  773.991 6402  7.091.781
BN5.2 53 196.875  580.333  64.08  6.858.371
10006 9.2 298 81196 355398 6340  9.326.627
7.1 346 75187 310515 6340  9.366.212
clstr0013 107 152 272534 806563  61.90  8.838.731
clstr0024 89.3 63 202732 629410 6383  7.126.779
clstr0049 MP1.1 83 183.988  698.738 6407  9.169.058
P. guartelaensis ~ CNPSO 173 172.567 ] 6362  9.532.701

30087
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P. nodosa Br34377 - - - 62.80 9.0Mb

As caracteristicas genémicas foram obtidas a partir das montagens de rascunhos das
sequéncias gendmicas.

FONTE: o préprio estudo (2022).

A fim de confirmar as estirpes selecionadas para o sequenciamento gendmico
total, o gene 716S rRNA extraido do genoma de cada estirpe foi comparado com o 76S
rRNA amplificado por meio de PCR convencional inicialmente, utilizado nas analises de
CD-HIT e filogenia (Tabela 6). A analise foi realizada por meio da ferramenta BLASTn
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov), alinhando as duas sequencias na plataforma e
comparando suas identidades (Anexo 3). Todas as estirpes obtiveram uma
correspondéncia maior do que 99,3% entre as sequéncias, confirmando a procedéncia

do DNA gendmico sequenciado.

TABELA 6 — Correspondéncia entre as sequéncias de 16SrRNA amplificadas por meio de PCR

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

Mimosa spp.
Estirpe 16S rRNA (pb) por PCR 16S rRNA (pb) extraido do Identidade (%)
convencional genoma BLASTNn

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 proprio estudo (2022).

A sequéncia gendmica de estirpes isoladas e estirpes referéncia do género
Paraburkholderia foi realizada para determinar a identidade nucleotidica média
(“average nucleotide identity - ANI”), alternativamente a hibridizagdo DNA-DNA (DDH),
visto que valores de ANI de 95-96% s&o comparaveis a valores de 70% em analises de
DDH (RICHTER e ROSSELLO-MORA, 2009), para determinar se as estirpes isoladas

estdo fora do limite de espécie, em relagdo as espécies ja descritas até o momento.

Os genomas das estirpes 9.2 e 7.1 (clstr0006, Filogrupo “A”) e MP1.1 (clstr0049,
Filogrupo “B”) se mostraram proximas de P. nodosa DSM 21604, P. nodosa CNPSo
1341, P. guartelaensis CNPSo 3008", P. silvatlantica LMG 23149" e P. phytofirmans
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PsNJ™. Por outro lado, as estirpes 88.12, BN5.2 e 89.3 (c/str0001 e clsrt0024, Filogrupo
“D”) estao mais relacionadas com estirpes de P. tuberum, P. sprentiae e P. monticola
JC2948. Destas, a excegao da estirpe MP1.1, nenhuma apresentou resultados acima
do limite de definicdo de espécie e, dessa forma, as estirpes dos filogrupos “A” e “D”
(Figura 7) se reiteram como possiveis novas espécies do género Paraburkholderia, visto

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

TABELA 7 - Valores de ANI para estirpes isoladas de nédulo de Mimosa spp. em comparagao

com genomas referéncia de Paraburkholderia sp.

Estirpes isoladas de Mimosa spp.

Valores de ANI (%)’
Grupo A Grupo B Grupo D Grupo C

Estirpes referéncia N° 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 9442 96.76 81.57 8151 81.61 81.05
P. nodosa CNPSo 1341 NZ_MCNV00000000.1 93.24 93.22 94.11 81.61 8149 81.63 81.00
P. guartelaensis CNPSo 30087 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 194307 NZ_SNVI00000000.1 77.88 77.80 78.20 83.49 83.54 8347 95.23
P. tuberum DUS 833 NZ_FNKX00000000.1 81.45 81.39 81.53 9253 9250 92.60 84.68
P. sprentiae WSM 50057 NZ_AXBN00000000.1 81.30 81.30 81.44 91.31 9137 91.43 84.53
P. monticola JC 29487 NZ_LRBG00000000.1 81.29 81.21 81.48 91.56 91.23 91.26 84.85

'Os valores acima de 95% sdo mostrados em negrito. Os valores de ANI foram obtidos através da comparagdo entre os
rascunhos de sequéncias gendmicas de cada estirpe isolada, obtidas neste trabalho, com as sequéncias genémicas de cada
estirpe referéncia, disponivel no banco de dados do NCBI. As comparagdes foram realizadas com o programa fastANI
(https://github.com/ParBLiSS/FastANI) utilizando os paréametros padrdo e incluindo nas analises o conjunto de todas as
sequéncias disponiveis para cada genoma, utilizando apenas contigs acima de 500 pb.

FONTE: o proprio estudo (2022).

O genoma da estirpe 10.7 (c/str0013, Filogrupo “C”) se mostrou mais proximo
das espécies P. phytofirmans PsNJ™ (SESSITSCH et al., 2005) e P. dipogonis ICP
19430" (SHEU et al., 2015) com valores de ANI correspondentes a 96,79% e 95,23%,
respectivamente. Estes valores estdo no limiar de delimitagédo de espécie, e indicam
uma possivel subespécie destas betaproteobactérias. Os valores para analises
utilizando o GGDC também sugerem que esta estirpe esta intimamente relacionada com
P. phytofirmans e P. dipogonis, com valores de 66,10% e 63,70% respectivamente, ndo
ultrapassando, porém, o limite de definicdo de espécie para esta analise, estimado em

70% de identidade entre os genomas.

Diversos sao 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 ndo ha 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 sequéncias de 76S rRNA acima de 98,7% e
uma identidade entre genomas acima 95-96% em analises de ANI e 70% em analises
GGDC sao utilizadas para inferir que uma estirpe pertence a uma espécie ja descrita
(CHUN et al., 2018).

E visto, porém, que uma série de analises preliminares devem ser realizadas
para definir o limite de identidade ideal de ANI para o taxon estudado, podendo este
limite variar entre géneros, levando em consideragao a diversidade intraespecifica de
cada grupo. Estes resultados entdo devem ser considerados num panorama da
taxonomia polifasica, levando em consideragcéo nao so6 caracteristicas genémicas, mas
também morfoldgicas, fisiolégicas, bioquimicas e filogenéticas (PALMER et al., 2020).
Um exemplo pode ser visto em espécies do género Bradyrhizobium, no qual B. elkanii
e B. pachyrhizi sao genomicamente muito semelhantes a estirpes de B. japonicum,
porém divergem em distribuicao geografica, espectro de hospedeiros e em aspectos
fenotipicos (PALMER et al., 2020; RAMIREZ-BAHENA et al., 2009).

Paraburkholderia phytofirmans PsJN, mais préoxima geneticamente da estirpe
10.7 (96,79% ANI; 66,1% GGDC) foi originalmente isolada da superficie de raizes de
cebola em solos da Holanda, e é conhecida por sua grande capacidade de promocgao
de crescimento vegetal em varios cultivares de interesse, como milho, cana de agucar
e arroz (NAVED et al., 2015). Embora P. phytofirmans esteja presente principalmente
na rizosfera e endofiticamente nas raizes de seus hospedeiros (SESSITSCH et al.,
2005), nao ha nenhuma descri¢gdo da capacidade de induzir a formagao de nédulos em
leguminosas, ainda que possa ser encontrada junto a outras rizobactérias nodulantes
(RAMIREZ et al., 2018), de forma que os genes nod néo estéo presentes no seu genoma
(LIU et al., 2014).

Diferentemente, Paraburkholderia dipogonis ICP 194307, foi originalmente
encontrada nodulando a leguminosa Dipogon lignosus em solos da Nova Zeléndia e
Australia, tendo como principais estirpes proximas P. caledonica e P. phytofirmans. A
espécie é amplamente conhecida por sua capacidade de nodulagao (SHEU et al., 2015),
sem ocorréncia, porém, em leguminosas endémicas do Brasil, como o género Mimosa.
Em comparag¢ao com P. phytofirmans, a similaridade entre as sequéncias de 16SrrRNA
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 analises

de identidade nucleotidica média (ANI) e de GGDC, os resultados se encontram no
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limite de valores para diferenciacéo entre espécies (95-96% ANI; 70% GGDC) sendo
estes 95,81% (ANI) e 69% (GGDC).

Ao comparar suas posigdes na filogenia dos genes 16S rRNA-recA (Figura 7),
as estirpes também sao as mais relacionadas ao isolado 10.7, ressaltando, porém, que
P. dipogonis se mostra como a referéncia mais proxima, seguida por P. phytofirmans.
Tal resultado difere dos atribuidos as analises de ANl e GGDC, nos quais P.
phytofirmans é geneticamente mais semelhante a 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, vé-se uma falta de resolugao filogenética entre as
estirpes por meio dos genes 16S rRNA e recA quando juntos aos resultados de
comparagdes genbmicas, até mesmo entre as espécies ja descritas, como ja citado

anteriormente quando vistos os valores de ANI e GGDC.

Desta forma, a estirpe 10.7, isolada de nédulos de Mimosa piscatorum em Santa
Catarina, se define provavelmente como uma nova espécie de rizobactéria, visto que
sua proximidade com P. dipogonis em relagdo a identidade genémica se encontra no
limite para as analises de ANI e abaixo do limite para as analises de GGDC. Ainda, por
mais que haja uma intima relacdo com P. phytofirmans, o que pode indicar que este
isolado seja uma possivel subespécie do diazotréficos ja descrito, ndo ha descricao
desta espécie capaz de nodular leguminosas, e, ainda menos, espécies de Mimosa
endémicas brasileiras, principalmente pela auséncia do gene nodC em seu genoma (LIU
et al., 2014).

Anadlises de ANI e GGDC também foram realizadas entre os genomas das
estirpes isoladas e, embora o agrupamento por meio das sequéncias do gene 16S rRNA
tenha gerado dois diferentes grupos (c/str0001 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 nivel de limite de delimitagao de espécies (Tabela 8). Assim,
estas analises gendbmicas suportam os resultados filogenéticos encontrados para o

Filogrupo “D” (Figura 7), no qual estas estirpes se encontram agrupadas.

TABELA 8 - Valores de ANl e GGDC para a comparagao entre os genomas sequenciados das

estirpes isoladas de nédulos de Mimosa spp.

Clstro001 Clstr0024 Clstr0006 Clstr0049 Clstr0013

ANI/GGDC 88.12 BNS5.2 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 98.08 - 83.6 20.2 20.2 20.9 30.30
89.3 98.15 98.01 - 20.2 20.2 211 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 -

TEm Vermelho valores acima do limite de delimitagdo de espécie; em azul, valores abaixo

do limite de delimitagdo de espécie, indicando provaveis espécies diferentes.

FONTE: o préprio estudo (2022).

Por ultimo, a estirpe 10.7 (clstr0013, Tabela 4; Filogrupo “C”, Figura 7) nao
apresentou resultados de proximidade com nenhuma das outras estirpes. Isso corrobora
com a sua posicao na arvore filogenética concatenada dos genes 716S rRNA-recA e
analises de agrupamento pelo gene 716S rRNA com o software CD-HIT, nos quais a
estirpe, junto com outros isolados provenientes dos nédulos do mesmo hospedeiro (M.

piscatorum), se definem como um grupo isolado das outras rizobactérias.

Desta forma, dentre as estirpes isoladas dos nédulos de Mimosa spp. da regido
sul brasileira, pelo menos trés grupos de isolados puderam ser identificados como
possiveis espécies novas, bem delimitadas por meio de analises genbmicas 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 FENOTIPICOS

As novas estirpes definidas a partir dos ensaios filogenéticos e analises
genbmicas, Paraburkholderia spA, spC e spD, foram selecionadas para ensaios de
crescimento 6timo em diferentes temperaturas, pH e salinidade, a fim de definir as
melhores condi¢cdes de crescimento. As estirpes selecionadas variaram em numero de
acordo com 0s ensaios, mas, ao menos a estirpe tipo para cada nova espécie foi testada

para todas as condicoes.
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Ainda, foram incluidas nos testes estirpes tipo para as espécies do género
Paraburkholderia mais préximas, como estabelecido nas analises filogenética e
gendmicas (Figura 7; Tabela 7), sendo elas P. guartelaensis CNPSo 3008T
(PAULITSCH, et al., 2019), P. franconis CNPSo 3157", P. atlantica CNPSo 3155"
(PAULITSCH, et al., 2020), e P. phymatum (VANDAMME et al., 2002). Outras estirpes

tipo méao foram testadas por ndo estarem disponiveis na data do estudo.

Para cada ensaio, os resultados foram analisados através do crescimento das
estirpes nas diferentes condicbes testadas, utilizando uma escala variando de 0
(auséncia de unidades formadoras de colénias (UFC)) a 4 (crescimento sem distingao
UFC) (Figura 11).

FIGURA 11 - Exemplificagdo do crescimento' das estirpes isoladas de nédulos de Mimosa spp.

para ensaios fenotipicos.

'Escala de crescimento de bactéria em meio de cultivo sélido: valor 0, auséncia de UFC; (a) valor 1,
crescimento de UFC dispersas; (b) valor 2, crescimento mais uniforme das UFC, ainda apresentando
colbnias dispersas; (c) valor 3, maior parte do crescimento em camada, sem distingdo das UFC; (d) valor
4, com crescimento por toda a placa, em camada, sem distingdo de UFC.

FONTE: o proprio estudo (2022).

5.3.1Ensaios de crescimento em temperatura étima

A Figura 12 exibe os resultados para o crescimento das estirpes nas diferentes
temperaturas testadas (4°C, 18°C, 30°C, 37°C, 40°C e 45°C). A faixa de crescimento
otimo variou entre 30 e 37°C, o esperado se comparado com o crescimento 6timo do
género Paraburkholderia e espécies filogeneticamente proximas (PAULITSCH et al.,
2019-2020; CHEN et al.,, 2007). Todas as estirpes apresentaram crescimento a
temperatura minima de 18°C, sendo este mais lento (até 5 dias), se comparado a 30-
37°C (1 a 2 dias). Paraburkholderia spA, mais préxima filogeneticamente das estirpes
referéncia testadas, teve resultados semelhantes a estas, que cresceram a 40°C
(crescimento lento, até 5 dias), sendo esta a temperatura maxima de crescimento

observada (P. atlantica, P. guartelaensis e estirpe 9.2).
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FIGURA 12 - Crescimento 6timo em diferentes temperaturas’ para estirpes selecionadas por

meio de analises filogenéticas, isoladas a partir de nédulos de Mimosa spp.
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'As estirpes de bactérias foram crescidas em meio de cultivo NFb malato até D.O.ses 1, repicadas em
quadruplicata para NFb malato solido 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 analise filogenética mostrada na Figura 7.

FONTE: o préprio estudo (2022).

Paraburkholderia spD obteve crescimento 6timo em 30° C, com espectro de
crescimento entre 18° C e 37° C, porém mais lento nestas temperaturas. Se comparado
a literatura, P. tuberum, P. sprentiae e P. monticola, espécies mais proximas
filogeneticamente, também apresentam crescimento maximo a 37°C, com temperatura
6tima a 30°C (Anexo 8). O mesmo se repete para Paraburkholderia spC, com
temperatura 6tima de crescimento também sendo 30° C e maxima de 37° C, cujo apenas

P. dipogonis também é descrita com crescimento a 37° C (Anexo 9).

5.3.2 Ensaios de crescimento em salinidade 6tima

Para os ensaios de salinidade, houve crescimento de todas as estirpes na
auséncia de NaCl (0%) e crescimento de nove das 11 estirpes em 0,5% NaCl. Para as
concentracoes de 1 e 2% NaCl, seis e uma estirpe, respectivamente, tiveram
crescimento observado (Figura 13). Nao houve crescimento observado em

concentracdes acima de 2% NaCl. Dessa forma, a concentragdo de salinidade 6tima

60



para o crescimento das estirpes € compativel com a estabelecida para o meio NFb
malato, de 0,01% NacCl.

FIGURA 13 - Crescimento ¢timo!' em diferentes concentracbes de NaCl para estirpes
selecionadas por meio de analises filogenéticas, isoladas a partir de ndédulos de Mimosa spp.
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'As estirpes de bactérias foram crescidas em meio de cultivo NFb malato até D.O.se5 1, repicadas em
quadruplicata para NFb malato sélido em diferentes concentragdes de NaCl e incubadas a 30° C 48h. A
escala de crescimento utilizada é detalhada na Figura 10; os grupos indicados para as estirpes foram
estabelecidos na analise filogenética mostrada na Figura 7.

FONTE: o proprio estudo (2022).

Paraburkholderia spA apresenta maior espectro de crescimento em maior
salinidade de comparada as estirpes referéncia testadas, até 1% NaCl no meio. Ja 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 referéncia descritas na literatura proximas a P. spD, apenas P. sprentiae nao
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 proximas de Paraburkholderia spC, também sao descritas crescendo

em meios com até 1% NaCl, assim como o isolado tipo testado (10.7).

Diversos estudos tém relatado a tolerancia de betaproteobactérias a solos com
maior salinidade, se comparado a outras comunidades de diazotroficos, de forma que a
composi¢ao em relagdo ao sal impacta diretamente a diversidade associada as raizes

e a rizosfera (ZHAO et al., 2018). Assim, os resultados obtidos s&o condizentes aos ja
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observados para espécies de betaproteobactérias, ja que algumas estirpes
apresentaram crescimento, mesmo que baixo, para porcentagens mais latas de

salinidade no meio.

5.3.3 Ensaios de crescimento em pH étimo

Apos definida a temperatura 6tima de crescimento e salinidade para as estirpes,
ensaios de pH otimo foram realizados para definicdo das proximas variaveis 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 6timo, 6-7, assim como o da
maioria das estirpes.

FIGURA 14 - Crescimento otimo em diferentes pH' para estirpes selecionadas por meio de
analises filogenéticas, isoladas a partir de nédulos de Mimosa spp.

pH 6timo
9- 0
= 84 1
. EmntE
: A EEEEEEEE
5-
4l 4
JKI ‘Rl :RI /Q T T T T L L T
\}\%@%45\%@ @@ QA G "b'q}q;:b@tbps;\
5‘&(2%0%;206 Porshurkholdericspd  P.SBD P SpC
@i@‘;@;@‘\
& &@é\%&@
QA &
Q- Q- (S)‘??
Q.

Estirpe

'As estirpes de bactérias foram crescidas em meio de cultivo NFb malato até D.O.ses 1, repicadas em
quadruplicata para NFb malato sélido em diferentes pHs e incubadas a 30° C 48h. A escala de crescimento
utilizada é detalhada na Figura 10; os grupos indicados para as estirpes foram estabelecidos na analise

filogenética mostrada na Figura 7.
FONTE: o préprio estudo (2022).

Se comparadas as estirpes referéncia mais proximas, Paraburkholderia spC nao
apresenta dados na literatura que possam ser comparados com os resultados obtidos,

de crescimento variando entre pH 6 e 8. Ja para P. spD, dados disponiveis mostram

que as espécies referéncia proximas 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
referéncia testadas mais préximas filogeneticamente, P. guartelaensis e P. atlantica
(Anexo 7).

Num geral, as estirpes obtiveram maior crescimento em pH 6, o que
refor¢ca a capacidade ja bem descrita do género Paraburkholderia de crescimento em
pH mais acido (STOPNISEK et al., 2014), se comparado aos outros géneros 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 6timo em
temperatura, pH e salinidade, definiu-se que as condigbes 6timas para o cultivo das
estirpes espécies candidatas Paraburkholderia spA., Paraburkholderia spC. e
Paraburkholderia spD., isoladas a partir dos nodulos de Mimosa spp., podem ser
estabelecidos a 30 °C, pH6 e 0 - 0,01% NaCl. Os resultados obtidos para as estirpes
sao similares aos previamente descritos para espécies proximas de Paraburkholderia,
utilizando como referéncia os resultados de ANI (Tabela 7), P. guartelaensis e P. nodosa
(PAULITSCH et al., 2019; CHEN et al., 2007) e os disponiveis 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 realizagdo dos ensaios de
crescimento em diferentes fontes de carbono, visando uma melhor caracterizagdo da
capacidade de metabolizar estas fontes para cada estirpe. A forma grafica dos
resultados sao mostrados na Figura 15, e resultados tabelados podem ser encontrados

no Anexo 5.

A estirpe com melhor metabolizagao 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.Osgs > 2,0) foram manitol, acido glutdmico, gentobiose,
inositol, acido glicurénico, acido sacarico, fucose, ramnose, acido aspartico, acido
aminobutirico, arabinose, acido quinolinico, arabitol, adonitol, acido glutamico, trealose,
manose, acido glicbnico, acido galacturdnico, galactose, ptolina, colebiose, asparagina
e D-Glicose. Outras estirpes do filogrupo “A”, porém, nao apresentaram 0 mesmo

padrao de crescimento da estirpe tipo de P. spA (isolados 6.3 € 6.1), com algumas fontes
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de carbono nao assimiladas ou com baixa assimilagdo em comparagao ao isolado 9.2,
anda que de forma geral, manitol, acido sacarico, ramnose, acido gliconico, acido

galacturénico, galactose e D-glucose foram mais bem assimilados.

FIGURA 15 — Crescimento em diferentes fontes de carbono' para estirpes para estirpes

selecionadas por meio de analises filogenéticas, isoladas a partir de nédulos de Mimosa spp.
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" O ensaio foi realizado por meio de microplacas GN2 (BioLog); a D.O.ses foi obtida apds cinco dias de

incubagao das microplacas a 30 °C.

FONTE: o proprio estudo (2022).

Para a estirpe tipo de Paraburkholderia spC, isolado 10.7, o padrdao de
assimilacdo das fontes de carbono testadas foi semelhante ao encontrado para os
isolados 6.1 e 6.3, porém, com algumas fontes menos assimilaveis. De maneira geral,
as fontes com melhor crescimento da estirpe geraram D.Osgs entre 1 e 1,5, sendo acido
glicosaminico, sorbitol, manitol, acido sacarico, ramnose, acido quinolinico, acido
gliconico, acido galacturdnico, galactose e D-glucose mais bem assimilados. Ja a estirpe
88.12, estirpe tipo de Paraburkholderia spD, teve o menor desempenho dentre todas os
isolados testados no mesmo periodo de incubagado, com o maior nimero de fontes nao
assimiladas e uma D.Osgs maxima de 0,7, baixa em relagcdo as melhores fontes
assimiladas por outras estirpes. As fontes mais bem assimiladas (D.Osgs > 0,5) foram
acido lactona galacturénico, acido piravico metil éster, acetil glicosamina, acido

glicosaminico e tween 40.

Em principio, porém, todas as estirpes seguiram um padrao de crescimento, com
as areas mais escuras no heatmap (menor D.Osgs € consequente menor crescimento)
se igualando para praticamente todos os rizobios testados. A maioria dos genes
responsaveis pela metabolizacdo de compostos carbdnicos sdo encontrados em ilhas
genbmicas moéveis ou em plasmideos e, dessa forma, a capacidade de assimilacdo de

diversas moléculas pode ser adquirida por meio de transferéncias horizontais génicas
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(SUVOROVA e GELFAND, 2019). A identificagcdo de um padrdo de metabolizagdo de
diversos compostos também pode ser util taxonomicamente, visando a taxonomia
polifasica, para caracterizar bioquimica e fenotipicamente os isolados, auxiliando no

estabelecimento de novas espécies de rizébios.

5.3.5 Ensaios de resisténcia a antibidticos

Pelo menos uma estirpe de cada provavel nova espécie (Paraburkholderia spA,
spC e spD) foi selecionada para definir a resisténcia a antibioticos em diferentes
concentracdes (Tabela 1), assim como estirpes tipo mais préximas filogeneticamente de
acordo com andlises genémicas e filogenéticas. Os resultados estdo ilustrados na
Figura 16. De maneira geral, a maioria das estirpes apresentaram resisténcia a
Ampicilina (Amp) e Gentamicina (Gn), de forma que o isolado com mais amplo espectro

de resisténcia foi a estirpe 10.7, apenas sensivel a Canamicina (Km) e Tetraciclina (Tc).

FIGURA 16 — Crescimento 6timo em diferentes antibidticos para estirpes selecionadas por meio

de analises filogenéticas, isoladas a partir de nédulos de Mimosa spp.
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'As estirpes de bactérias foram crescidas em meio de cultivo NFb malato até D.O.se5 1, repicadas em
quadruplicata para NFb malato sélido com diferentes antibiéticos e incubadas a 30° C 48h. A escala de
crescimento utilizada é detalhada na Figura 10; os grupos indicados para as estirpes foram estabelecidos
na analise filogenética mostrada na Figura 7. Concentragéo final dos antibiéticos: Ampicilina (Amp) 0,25
pg/mL; Gentamicina (Gn) 0,025 pg/mL; Canamicina (Km) 0,10 pg/mL; Cloranfenicol (Cn) 0,03 pg/mL;
Tetraciclina (Tc) 0,01 pg/mL; Estreptomicina (Sm) 0,08 pug/mL.

FONTE: o préprio estudo (2022).
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Diversos estudos relatam a resisténcia de betaproteobactérias a diversos
antibioticos, principalmente aquelas relacionadas a questdes sanitarias e de saude
humana (VAZ-MOREIRA et al., 2014), de forma que muitas espécies carregam em seus
genomas genes de viruléncia, que podem conferir a todo o género uma maior

capacidade de contornar a agdo dos antimicrobianos (FERRO et al., 2019).

De maneira geral, porém, a caracterizagao de resisténcia a estas moléculas para
bactérias diazotroficas simbidticas tem maior efeito no aperfeigoamento do isolamento
e manutencao de culturas, no que tange a evitar contaminagdes e criar um meio seletivo

de crescimento para estes rizdbios.

5.3.6 Caracterizagdo de Acidos Graxos

Analises de perfil lipidico foram realizadas por derivados metil-ester de acidos
graxos (FAME, do inglés, fatty acid methyl ester) e a porcentagem relativa de acidos

graxos de cada estirpe testada estdo demonstrados abaixo (Tabela 9).

TABELA 9 — Perfil lipidico® de estirpes? isoladas de nédulos de Mimosa spp. no Parana e estirpes

referéncia de Paraburkholderia guartelaensis.

Acido Graxo 1 2 3 4 5 6

C14:0 2.5 2.6 2.0 2,2 24 in
C16:0 412 393 N1 240 352 389
c17:0 18,0 186 35 2.3 126 139
Cc18:2 37 34 0.6 04 2.0 1.9
C18:0 43 9,7 146 84 3,5 32
C20:1 51 51 24 0,3 0,6 0,6
C13:0 143 122 236 267 240 206
C24:1 5.6 52 109 13 103 91

'Os valores sdo apresentados como porcentagem do total de cada perfil de acidos graxos;
2Paraburkholderia guartelaensis CNPSo 3008 (1); estirpe 88.12 (2); estirpe 10.7 (3); estirpe 9.2 (4); estirpe
6.1 (5); estirpe 6.3 (6).

FONTE: o proprio estudo (2022).

O padrao de perfil lipidico é similar entre as estirpes representantes de
Paraburkholderia spA, com maior porcentagem relativa de acidos graxos sendo C16:0,
C19:0 e C24:1. Ha uma pequena diferenca, porém, em relacdo a C17:0, que tem
porcentagem maior nas estirpes 6.1 e 6.3, em relagdo a 9.2. Em comparagcado com a
estirpe referéncia mais proxima, Paraburkholderia guartelaensis, o perfil lipidico se
mantém semelhante, com os mesmos acidos 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 proximos de P. guartelaensis, por

mais que esta ndo seja a espécie mais préxima genética e filogeneticamente ao isolado.

Na literatura, P. tuberum ST678", P. sprentiae WS5005" e P. monticola JC 2948,
estirpes referéncia mais proximas de Paraburkholderia spD, apresentam o perfil lipidico
similar aos vistos para o isolado 88.12, com C16:0, C17:0 e C19:0 em maiores
porcentagens (Anexo 8). Ja para o isolado 10.7, estirpe tipo de Paraburkholderia spC,
o perfil lipidico 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 proximos genética e filogeneticamente, ndo ha
semelhanga entre os perfis, visto que as distribuicbes de acidos graxos se mostram
diferentes (Anexo 9), e, dessa forma, uma composigao diferente de acidos graxos pode

ser notada entre Paraburkholderia spC e suas estirpes referéncia proximas.

5.3.7 Ensaios de Motilidade

A motilidade pode se alterar de acordo com a consisténcia do meio onde a
bactéria se encontra e a movimentacao do flagelo, podendo variar entre swarming ou
swimming, de forma que betaproteobactérias apresentam apenas este ultimo tipo de
motilidade, em meios com menos de 0,3% agar (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 formagéo ou nao de halo
a partir o ponto de inoculacéo das estirpes na placa apés 72 horas de incubacgao a 28°
C.

FIGURA 17 — Ensaios de motilidade em NFB malato 0,25% agar para estirpes selecionadas por

meio de andlises filogenéticas, isoladas a partir de nddulos de Mimosa spp.
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Estirpe 6.3 (clstr0010 - Grupo "A")

'As estirpes de bactérias foram crescidas em meio de cultivo NFb malato até D.O.se5 1, repicadas em
triplicata para NFb malato semissélido 0,25 agar, e incubadas a 30° C 48h. A escala de crescimento utilizada
é analisa pela formagao ou ndo de halo, de forma que a presente deste indica sinais de motilidade tipo

swimming e presenca de flagelo.

FONTE: o préprio estudo (2022).

Hendrixson e colaboradores (2001) identificaram diversos genes necessarios a
motilidade e propuseram rotas metabdlicas 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 responsaveis pela presenca 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 trés espécies (Anexo 6).
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A formacao de halo, porém, ocorreu apenas para a estirpe 10.7, estirpe tipo de
Paraburkholderia spC, indicando a presenca de motilidade tipo swimming para esta
estirpe. Ensaios de microscopia para confirmagao da presenca de flagelo nesta e nas
outras estirpes devem ser realizadas para maior suporte aos resultados, visto que
embora tenha sido possivel detectar os genes ligados a motilidade, nao se observou

formagao de halo no ensaio.

5.4 ENSAIOS DE INTERACOES PLANTA-BACTERIA
5.4.1 Ensaios de nodulacéo

Estripes dos agrupamentos c/str0001, 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, ja amplamente
utilizada para ensaios de nodulagéo e captagéao de rizdbios no solo (MISHRA et al.,
2012). Apds o periodo de avalicao, todos os isolados demonstraram capacidade de

induzir a formagao de ndédulos na planta (Tabela 10; Figura 18).

TABELA 10 — Ensaios de nodulagdo em Mimosa pudica de estirpes isoladas a partir de nédulos

de Mimosa spp.

Peso DP  Numero Peso Presenca de genes
Grupo Grupo DP .
Estirpe (9) M. peso de dos fixadores/nodulantes
(CD-HIT) (filogenia) 3 NN?2 i PN3 .
pudica (g)' nédulos nodulos nifH nodC
BN5.2 clstr0001 D 419 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 83 254 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
Cupriavidus
Controle
taiwanensis - 4.1 0.88 213 106.1 0.099 0.047 SIM SIM
positivo
LMG19424
Controle
) - - 0.05 - - - - - - -
negativo

'Desvio padrao (DP) para o peso de M. pudica para cada estirpe testada; 2Desvio padrédo (DP)
para o numero de nodulos (NN) para cada estirpe testada; *Desvio padrao (DP) para o peso dos

nodulos (PN) para cada estirpe testada.

FONTE: o proprio estudo (2022).
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Os resultados positivos confirmam a capacidade destas estirpes de
nodular Mimosa pudica e os genes envolvidos na indu¢cdo da formacado de nddulos
também foi amplificado e sequenciado (nodC) para cada estirpe (Figura 9). Os
resultados também demostraram uma promocg¢ao 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 nitrogénio para
planta por meio da fixagdo biolégica do mesmo pelas estirpes, sendo esta também

confirmada pela amplificagao e sequenciamento do gene nifH (Figura 8).

FIGURA 18 — Promogéo do crescimento vegetal em ensaio de nodulagdao em plantas de M.

pudica inoculadas com as estirpes! isoladas a partir de nédulos de Mimosa spp.

'Estirpes representantes de Paraburkholderia spD (a), Paraburkholderia spA (b) e Paraburkholderia spC
(c), indicando formag&o de nddulos nas raizes e crescimento apical para cada planta de M. pudica, assim

como o controle positivo C. taiwanensis LMG19424 (e), e o controle negativo (d), sem formagao de nédulos.

FONTE: o préprio estudo (2022).

No mesmo norte, ao analisar os dados da inoculagédo em M. pudica para a estirpe
BN5.2 (Paraburkholderia spD) para as variaveis “Peso (g) M. pudica’ e “Numero de
nodulos” (Tabela 9), vé-se resultados melhores, se comparados as 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 centimetros (Figura 17b; 17c). Estes
resultados podem indicar uma possivel promocéao de crescimento vegetal induzido por
este rizébios, e mais estudos devem ser feitos para a confirmagdo ou ndo desta

hipétese.

5.5 DESCRICAO DAS NOVAS ESPECIES PROPOSTAS PARA O GENERO
Paraburkholderia

A partir dos resultados demonstrados neste trabalho, proem-se a criagéo de trés
novas especies para o género Paraburkholderia, ainda sem sugestdo de nomes,
contendo grupos de isolados nativos no Sul do Brasil, capazes de induzir a formagéao de
nodulos em Mimosa spp. Abaixo sdo descritas as caracteristicas morfolégicas,
microbioldgicas, fisiolégicas, bioquimicas e genéticas avaliadas, que caracterizam cada

uma das espécies.

5.5.1 Descri¢do de Paraburkholderia spA. nov.

Para descricdo desta nova espécie, foi utilizada como estirpe tipo a estirpe 9.2
referente ao grupo cl/str0006, isolada de nodulos de Mimosa murex, Quiriri, estado de
Santa Catarina — Brasil (latitude 26°1'46.36"S; longitude 48°57'33.62"W, altitude 1538
m). Colénias em YMA séao brancas, opacas e circulares, com baixa producao de muco,
quando incubadas a 28 °C por 48h. Crescimento 6timo ocorre entre pH 6-6,8 e 28-30
°C, 0,01% NaCl. A estirpe sdo capaz de crescer em meio NFb malato entre pH 6 e 8,
1% NaCl e entre 18 e 40 °C.

Em testes de crescimento em diferentes fontes de carbono, houve melhor
assimilacdo de manitol, acido glutdmico, gentobiose, inositol, acido glicurdnico, acido
sacarico, fucose, ramnose, acido aspartico, acido aminobutirico, arabinose, acido
quinolinico, arabitol, adonitol, acido glutamico, trealose, manose, acido gliconico, acido
galacturdnico, galactose, ptolina, colebiose, asparagina e D-Glicose. Ndo houve
assimilagdo de agua, ciclodextrina, dextrina, eritritol, maltose, melibiose, rafinose,
sucrose, xilitol, acido cetovalérico, timidina, turanose, serina, B-metil glucosidase,
inosina, Glicose 1-fosfato, uridina, 2,3-Butanediol, acido hidroxibutirico, a-D-lactose e

carnitina (Anexo 5).

A estirpe é sensivel a Tetraciclina (0,01 ug), Ampicilina (0,25 ug), Cloranfenicol

(0,03 ug), Gentamicina (0,025 ug), Estreptomicina (0,08 ug) e Canamicina (0,1 ug). Nao
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foi possivel observar a presencga de motilidade tipo swimming em testes com NFb malato
0,25% agar, ainda que os genes responsaveis pela motilidade flagelar tenham sido

detectados no genoma (Anexo 6).

Os acidos graxos em maior quantidade relativa sao C+s.0, C17.0€ C1g.0. O contetdo
G + C no DNA da estirpe € de 63,4 mol%, com tamanho de 9,1 Mb, estimados a partir
da sequéncia genbmica. As estirpes sdo capazes de fixar nitrogénio e induzir a formagao
de nodulos em Mimosa pudica em casa de vegetacdo. Tem como espécies mais

préximas filogeneticamente P. nodosa, P. guartelaensis e P. silvatlantica (Anexo 7).

5.5.2 Descrigao de Paraburkholderia spD. nov.

Para descricao desta nova espécie, foi utilizada como estirpe tipo a
estirpe 88.12 referente ao grupo clstr0001, isolada de nodulos de Mimosa daleoides,
Recanto dos Papagaios, estado do Parana — Brasil. A espécie também tem estirpes
encontradas nodulando M. dolens, M. pilulifera, M. dryandroides e M. furfuraceae.
Colbénias em YMA sao brancas, opacas e circulares, com baixa produ¢cdo de muco,
quando incubadas a 28 °C por 48h. Crescimento 6timo ocorre entre pH 6-6,8 e 28-30
°C, 0,01% NaCl. As estirpes sado capazes de crescer em meio NFb malato entre pH 6 e
7, 0,5% NaCl e entre 18 e 37 °C.

Em testes de crescimento em diferentes fontes de carbono, as fontes mais bem
assimiladas (D.Osgs > 0,5) foram acido lactona galacturénico, acido piravico metil éster,
acetil glicosamina, acido glicosaminico e tween 40. Nao sado assimilados agua,
ciclodextrina, eritritol, maltose, melibiose, rafinose, sucrose, xilitol, acido cetovalérico,
timidina, turanose, serina, p-metil glucosidase, inosina, Glicose 1-fosfato, uridina, 2,3-
Butanediol, acido hidroxibutirico, a-D-lactose, carnitina, acido cetobutirico,
feniletilamina, D-psicose, glicerol fosfato, acido formico, acido acético, lactulose, glicose-
6-fosfato, alaninamida, acido propidnico, acido malico, acido bromosuccinico,

putrescina, ornitina, alanil-glicina, serina, entre outros (Anexo 5).

As estirpes séao resistentes a Ampicilina (0,25 pg) e Gentamicina (0,025 ug), e
sensiveis a Tetraciclina (0,01 ug), Cloranfenicol (0,03 ug), Estreptomicina (0,08 ug) e
Canamicina (0,1 ug). Nao foi possivel observar a presenca de motilidade tipo swimming
em testes com NFb malato 0,25% agar, ainda que 0s genes responsaveis pela

motilidade flagelar tenham sido detectados no genoma (Anexo 6).
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Os acidos graxos em maior quantidade s&o Cie:0, C17.0€ C19:0. O conteudo G + C
no DNA da estirpe é de 64,04 mol%, com tamanho de 7 Mb. As estirpes sdo capazes
de fixar nitrogénio e induzir a formacao de nédulos em Mimosa pudica em casa de
vegetacdo. Tem como principais espécies relacionadas filogeneticamente P. tuberum,

P. sprentiae e P. monticola (Anexo 8).

5.5.3Descrigao de Paraburkholderia spC. nov.

Para descrigdo desta nova espécie, foi utilizada como estirpe tipo a estirpe 10.7
referente ao grupo clstr0013, isolada de nddulos de Mimosa piscatorum, Quiriri, estado
de Santa Catarina — Brasil (latitude 26°1'46.36"S; longitude 48°57'33.62"W, altitude
1538 m). Colbénias em YMA sao brancas, brilhantes e circulares, com alta produgéo de
muco, quando incubadas a 28 °C por 48h. Quando inoculada em meio NFb malato
sélido, a produgao de muco sessa. Crescimento 6timo ocorre entre pH 6-6,8 e 28-30 °C,
0,01% NaCl. As estirpes séo capazes de crescer em meio NFb malato entre pH 6 e 7,
1% NaCl e entre 18 e 37 °C.

Em testes de crescimento em diferentes fontes de carbono, houve melhor
assimilagéo (D.Osgs > 1,0) glicosaminico, sorbitol, manitol, acido sacarico, ramnose,
acido quinolinico, acido gliconico, acido galacturbnico, galactose e D-glucose. Nao
houve assimilagdo de agua, ciclodextrina, eritritol, maltose, melibiose, rafinose, sucrose,
xilitol, acido cetovalérico, timidina, turanose, B-metil glucosidase, Glicose 1-fosfato,
uridina, 2,3-Butanediol, acido hidroxibutirico, a-D-lactose, carnitina, feniletilamina,
glicogénio, glicerol fosfato, lactulose, acido itaconico, glicose-6-fosfato, putrescina,

alanil-glicina, acido a-cetoglutdmico, entre outros (Anexo 5).

As estirpes sao resistentes a Ampicilina (0,25 pg), Gentamicina (0,025 pg),
Estreptomicina (0,08 ug) e Cloranfenicol (0,03 ug), e sensiveis a Tetraciclina (0,01 pg)
e Canamicina (0,1 pg). Durante ensaios de motilidade, foi possivel observar formagéo
de halo pelo crescimento das estirpes quando inoculadas em NFb malato 0,25% agar,
indicando presenca de flagelo e motilidade tipo swimming, sendo os genes responsaveis

pela motilidade detectados no genoma (Anexo 6).

Os acidos graxos em maior quantidade séo C1s.0, C1s.0€ C190. O conteudo G + C
no DNA da estirpe é de 61,9 mol%, com tamanho de 8,8 Mb. As estirpes sdo capazes
de fixar nitrogénio e induzir a formacao de nédulos em Mimosa pudica em casa de
vegetacdo. Tem como principais espécies relacionadas filogeneticamente P.

phytofirmans e P. dipogonis (Anexo 9).
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6 CONCLUSAO

A caracterizacado da diversidade existente de rizobactérias é essencial para que
se possa entender a evolugao das interagdes entre planta-bactéria e as especificidades

de cada hospedeiro e simbionte. A descricdo de novas espécies de rizébios se encaixa
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como um dos principais fatores no aumento do conhecimento da biodiversidade de
microrganismos diazotréficos e na historia evolutiva de varios géneros de simbiontes,

como as betaproteobactérias.

Ao caracterizar a biodiversidade de microrganismos nodulantes de leguminosas
endémicas do género Mimosa nos estados sul brasileiros, 14 diferentes locais de coleta
foram amostrados entre os estados do Parana e Santa Catarina, totalizando 20
diferentes espécies de Mimosa. Destas, foram obtidos mais de 180 isolados por meio
da maceragao de nddulos, e por meio de analises com o gene 16S rRNA, a maioria foi
identificada como bactérias fixadores de nitrogénio pertences as alfa e
betaproteobactérias, dos géneros Cupriavidus, Burkholderia, Paraburkholderia,
Herbaspirillum, Rhizobium, Mesorhizobium, Bradyrhizobium e Ensifer sp. As poucas
estirpes que nao puderam ser identificadas por meio de bancos de dados foram
posicionadas como possiveis novas espécies dentro dos géneros Cupriavidus e

Paraburkholderia.

Andlises filogenéticas dos isolados de Paraburkholderia sp. sugeriram trés
filogrupos, estabelecidos como filogrupo “A”, “C” e “D” dentro do género, sendo
possivelmente trés novas espécies de betarizobios, Paraburkholderia spA,
Paraburkholderia spC e Paraburkholderia spD. Através de analises genbmicas,
bioquimicas e fenotipicas, estas puderam ser identificadas e suas caracteristicas sado
descritas neste trabalho. Paraburkholderia spA sp. nov. € uma bactéria fixadora de
nitrogénio capaz de induzir a formacao de ndédulos de leguminosas do género Mimosa,
sendo encontrada como microrganismo simbionte em espécies endémicas no sul do

Brasil, em altitudes elevadas.

Paraburkholderia spD sp. nov. € uma bactéria diazotréfica capaz de induzir a
formacao de nédulos em Mimosa spp., sendo encontrada em simbiose com diversas
espécies de Mimosa endémicas no planalto norte do estado do Parana, Brasil. Ja
Paraburkholderia spC sp. nov. € uma diazotréfica nodulante encontrada unicamente em
Mimosa piscatorum, sendo possivelmente simbionte especifica 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 ndédulos de Mimosa spp. no Parana e Santa

Catarina.
rYar
Hospedeiro  Local de Coleta Ano  CD. '5%':2° 16S rRNA BLAST se; recA nifH nodC N‘g“)'a'
HIT (NCBI)
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  nao nao nao
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 ndo néo néao
M. pudica Morretes 2014 2 S10 Paraburkholderia caribensis > 99 4 sim ndo nao nao
M. pudica Morretes 2014 9 S1 Rhizobium multihospitium >99 3 sim  nao nao nao
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 Sao Luis do Puruna 2017 1 BN5.2 Paraburkholderia susongensis 98.2 7 sim  sim sim sim
M. dolens Sao Luis do Purunad 2017 168 BN4.3.1 Herbaspirillum huttiense 98 1 sim - - -
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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 nao
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 nao
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. pfg;’adoca" Morro do Canal 2016 3 25278 Paraburkholderia peleae 98.8 - ; -
M. pfg::"ca" Morro do Canal 2016 10 76.86 Paraburkholderia peleae 98.7 5 - ; -
M. gymnas Sao Luis do Purunad 2014 0 NFN16 Rhizobium laguerreae >99 3 - - - -
Mimosa sp. Quiriri 2016 6 71 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 3 711 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 -
M. pudica Morretes 2014 227 S13 na -
M. daleoides Recanto Papagaios 2018 228 88.6 na -
M. hirsutula Quiriri 2014 229 6.7 na -
M. piscatorum Quiriri 2014 216 10.18 na -
M. murex Quiriri 2014 214 9.1 na -
Mimosa sp. Quiriri 2014 207 7.5 na -
Mimosa sp. Quiriri 2014 203 7.7 na -
M. dolens Sé&o Luis do Puruna 2017 191 BN4.2.1 na -
M. congestifolia Morro do Canal 2017 165 MC2.1 na -
M. congestifolia Morro do Canal 2017 163 MC5 na -
M. pudica Blumenau 2016 162 BNU5.3A na -
M. pudica Blumenau 2016 158 BNU6.3 na -
M. murex Quiriri 2014 148 9.3 na -

M. dolens Sao Luis do Puruna 2017 156 BN3.6 na -
Mimosa sp. Quiriri 2014 56 212 na -

FONTE: SILVA, 2018; MOREIRA, 2018; o préprio estudo (2022).

ANEXO 2 - Anadlises descritivas dos genes sequenciados a partir de estirpes

selecionados isoladas de nédulos de Mimosa spp.

a
1500-
2 1000-
: ¢
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E 5004
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u 1 1 1 1
v & o
& gf" & (pe"

Genes

FONTE: o préprio estudo (2022).

b
Pardmetros 165 rRNA recA  nifH  nodC
Namero de sequéncias 185 65 24 25
Maximo (ph) 1534 1089 906 1236
Minime (ph) 414 486 300 192
Média (pb) 9983 8357 570.2 749.9
Desvio Padrdo 353.8 1143 216 249.6
Erro Padrio 25.74 14.18 44.09 49.32

a. Grafico descritivo da média e desvio padrio dos genes
seguenciados para as estirpes de interesse. Media e desvio padrao,
em pares de base (pb), do tamanho das sequéncias para os genes:
o recd; m165 rRNA; & nifH; ¥ nodt.

b. Tabela de pardmetros descritives para cada gene de interesse.
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ANEXO 3 - Alinhamento entre o gene 16S rRNA amplificado por meio de PCR

convencional, e o gene 16S rRNA extraido do genoma sequenciado de estirpes isoladas

a partir de ndédulos de Mimosa spp.
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G T TAAG TCCCGUAALCAGLGLAACCCTTGTCC

TGAGATGT TG
CLLTELELEL TV EEL P LT EEELE L
TRAGATGTTG

i
TCa O T TAAGTCCCOCAACGARCGLAMCCCT TaTCC

n—r
n—r
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IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
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GGTAGGGLCTT A 3G TCGGAACAGAGEET THCC
||||||||||||||||||||| [TLILITIL ||||||||||||
GGTAGGGCT TCACACGTCATACAA TGGTCAGAACAGAGGETTGLC
“CAN TCCCAGAAMACCGATCGTAGTCCGEATCGLACTCTGLAND
NN
TCCCAGAAMACCGATCGTAGTCCGEATCBLACTCTGLAAC
TGEALTCHCTAGTAATCGEGGA
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CGAAN CTGGTAG
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
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| i I 1
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GLCAAGT

GoGTT COCOAGG
I IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
i}
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GOGTGLGTEAAGE TGGAATCGCTAGTAATC
|

C
I
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|||||||||||||||||||||||||||||
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id=1 original=1.1
Sequence ID: Query_296197 Length: 5418 Number of Matches: 1
Range 1: 3679 to 5063 Graphics

Score Expect  Identibes Gags
2542 birs(1376) 0.0 1383/1386(29%) 2/1325(0%) Plus/Minus
Query 1 TGCAAGTCGAACGOT GCAACCCTOOTOOLOALTOOLGAACGOOTOAGTAR- 59
i |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Shjct 5863 TGCAAGTOGAACGEHC CAACCCTOOTOOLOAGTDOLGAMI GROTOAGTAAT  SEEd
Query 68 ACAACOOAACGTGTCCTOOAG TOORGOATAGLCCOGCoAAAGCCOOAT TRATACCOCATA 119
i FL LT LR e L R L LRI erantny
Shjct 5883 ACATCOGAMCGTGTCCTGEAG TGGGGEATAGCCCAGCAAAAGCCGGATT TACCGCATA 4944
Query 128 COCTCTGTOnAGGARAGCGGOAGATCT TTCOGACCTCOCOI TCAS GoOCCoATORD 179
i |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbjct 4943 CGCTCTGTOGAGGAAAGCGGEGEATLT TTCOEEACCTCOCOCTCAAGGRGLGELCE L2123
Query 1B CAGAT TADGTAGT TGGOTGLGG TAAAGGCCTACAAGCCOACGATCTGTAG [ 239
i TECLELELE LR L L L L L L e |
Shijct 4B83 CAGATTAGGTAGTTGGTGRGE TAAAGHCCTACCAAGCCOACGATCTGTAG [ 4824
Query 248 AGEACGACCAGCCACAL TOOGAC TRAGACACDOCCCAGAC TCCTACOODAGOLAGLAGTG 299
i FLLEELEL LT E L e L L L LR LT Errrny
Shjct 4823  AGRACGACCAGUCACAC TGGGACTGAGACACGOCCCAGAC TCCTACGOOAGGCAGCAGTG 4764
Query 388 GATC CoCaToTe 39
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Shijct 4763 GOGAATTTTGGACAATGGGLGLAAGLC TGATCCAGLAAT GLCGLGTGTGT fed
Query 368 TTCGLETTGTAARGLAC TTTTGTCCOLAMAGARAACCTC TOOGT TAAT AL 19
i CLLLLCELLE LR LR LI L
Shjct 4783 TTCRGOTTGTAAMGCACTTTTGTCCOLAMRGARAACCTC TOGOT TAATACCE 4644
Query 4i8 TGACGOTACCGOAAGAAT AAGCACCOLC TAAC TACGT L CAGLAGL COC G 479
i TELTELLEELEL LT LR R P
Shjct 4843 TGACGATACCOGAAGAATAMGCACCGEC TAACTACGTGECAGCAGCCGLG 4584
Query 4E8 OLGAGCOTTAATCGOAAT TACTGOGLGTAAAGLGT GLGCAGGLGLTGAT G 39
i ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbjct 4583 OLEAGCGTTAATCGOAAT TACTEOGLGTAAAGLGT GLGCAGGLGLT AT a4
Query 548 COATOTGAAAT CLCCGLGLT TAACCTGRGAML TGLAT TOOTQACTOLATL S9g
i TELRETEREEE LT L IR LR R e e el
Sbict 4523 CGATGTGAAATCCCCGLGLTTAACCTOOGAACTGCAT TAGTGACTGLATLC 4464
Query 688 GOCAGAGDOLOLTAGAAT TCCACOTOTAGCALT CAAATOLG T AGAGAT D b5y
i R AR s
Shict 4463 GOCAGAGLGGGGLTAGAAT TCCACGTATAGCAGT GAMATGCOTAGAGATGT 4484
Query 66 COATOOCOAAGOLAGCCCCCTOOG TCAATACTGACGC TCATGCACGARAGH 719
i ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Shict 4483 COCTGGGTCAATACTGACGC TCATGCACGARAG 144
e. Estirpe MP1.1
id=79 original=1.79
Sequence ID: Query_285994 Length: 5052 Mumber of Matches: 1
Range 1: 3400 to 4798 Graphics
Srore Expect  Idenlilies Gaps
2550 bits[138€) 0.0 1395/1399(99%) 1/1399(0%) Plus/Minus
Query 1 TQCAAG T COAACGOC AR G OORAGCAATCC TGOl oGloAL TOOCGAACGLOTOADGDA- 53
. ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbijct 4798 TGLAAGTCOAACGLT, GLAATCCTOLLOOLOAL TROCOAALGLOTEAGTAAT 4739
Query &4 GLATCOLAACATATCCAGTAG T GOBOATAG! TAATA 19
. [LLLLLTELE LT TETELEL ] ||||||||||||||||||
Sbjct 4738 ACATCOGAACATGTCCAGTAGTGOGGEATAGCCCGGLGAMAGLCOGATT 4679
Query 1@ COATCTATOLATOARADC DOOGOATCOLAAGAL CTCOLOUTAT TOOROTORLChA 17y
i PELLELCRE LT e e e e e e e iereyeny
Sbijct 4678 CGATCTATGLATGAAAGLGGEGGGATCGCAAGALCTCALGLTATTGEGGTGGLL 4819
Query 1Be GATTAGLTAGTTGLT GLGL TAAAGGL CLALCAAGGLGALGATCLGTAGLT 239
. ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbjct 4818 GATTAGCTAGTTGETGRGGTAMMGECCCACCARRGLGACGA GTAGCT 4559
Query 248 CACOACCAGCCACAL TOGRAL ToARACACOG L CACAL TCC TACGORAGOLAGLAGTOOE 299
. PELLELELELEE TR LT ETE LT
Sbjct 4558 GACGACCAGCCACAC TROGAC TGAGACACGOCCCAGAC TCCTACOORAGOCAGCAGTGOE 4499
Query 388 GAATTTTOLACAATG GAAGGL 359
|||||||||||||||| | |||||||||||||||||||||||||||||||||||| |
Sbjct 4498 GAATTTTGGACAATGGECGCAMGCCTRATCCAGCAATGCCACGTOTGTGAAGAAGE 4439
Query 368 COoOT TOTAAMGCACTTTTGT CCORAAAGAAAT CCTGATGOC TAATATCC G TCOGOG, 4149
. |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Shict 4438 CGOGTTOTAAAGCACTTTTGTCCOGAAAGAAAT CCTRATGRCTAATATCCOTCM 4379
Query 42g ALOOTACCOLAAGAN TAAGCALCOGC TAAL TACGTCLCAGLAGLCOLOGT AATACG 4749
. PLULTLLLLERETE TP L LT LD TR LR L LT LT LT
Shjct 4378 ACGGTACCOOAAGANTAAGCACCGGC TAACTACGTGLCAGCAGCCGCOGTAATACG 4319
Query 488 GTOCoAGCOTTAATCGOAAT TACTOOOCOTAAAGLOTOLGLAGGLGGTRA 539
. [111 |||||| [ILLLLLLTELELELLLTETL LT |||| 11111
Shjct 4318 GTGCGAGCGTTAATCGOAATTACTGGECGTAAGCGTGCGLAGDGLGOTGATOTAAGACCG 4259
Query S48 ATOTOAMATCCCCCOGL T TAALC TCOLAAL TOLAT TGLTGACT el s9g
. FOLLEEEL LR LT e etn
Sbjct 4358 ATGTGAMATCCOCGGGLTTAACCTRGEAACTGLAT TGGTGACTGCATC 4199

f. Estirpe 7.1
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TACCLTGGTAGTCCACGCCL TAAACGATATCAACTGGTTG
PELLLTEREL RN ELEL R e e e
TACCCTGGTAGTCCACRCC TAAACGATETCAMLTGGTTE

TCGEGEC
I

|
TCGEGLC

GCTAACGLGTGAGT TG,

EE

ATTAMACTCAAMGGAAT TGAL GEEGACCCGIAC
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||
ATTAMACTCAAAGGAAT TGACGEEGACCCG CGGTGGATGATGTGGATT

GTCCGGATCGLACTC TRLAN
||||||||||||||||||||
TAGTCCGEATCGLACTC TRCAMC
GTGCGTGAAGL TGEAATCGLTAGT AATCGLGGATCAGCATGCCGLGGTEAATACGET TECT
TERLETETEL LR E R TR R En R e L e et
GTGCGTGAAGL TAEAATCGCTAGTAATCGLGEATCAGCATGCCGLAGTRAATACGTTCLC

GTC ACC

16 GTGGGTTTTACCAGAA
||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||
TTGTAC GTGGGTTTT

| |
GGETC ALCABAA

TGLGTAGAGATGTGEAGGAATACLG

CAGTGAAL T ALCT
TLLEEEREL L TR TET LT
CAGTGAAR AGAGA A

|
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CAGAGGGGGGTAGAAT TCCACGTGTA
PECEELELELETEEELTINETL Ll
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CARAGLGOOGTAGANT TCCACG

G
|
G
ATGGCGAAGGLAGCCLCC TGGGCCAATAC TGACGE TCAT GCACGAAAGLGT GEGGAGCAA
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
ATGGLGAAGGLAGLLCCC TGGGCCAATACTGACGL TCATGE

ACGCCCTAMAC
nann
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ILLLTEIT
CTGGTAGTCC

ACGAAAG
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1111 ILLLTINTLLL
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66

GGAGTACGE

Al
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PEVTEEEEETET PR r e
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T
|

QAT TTAA

Qo TLLAT GIGLA TTC
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII (!
Tl TTC

GATGATGT AT TAL
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R
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COCOARMAARCCTTACCTAL GAAGTCCOC TRAGAGGT

SZS
B—5

AL
TGTGCCCGAAMGGEAGCCGTAACACAGGTGL TGCATGEC TGTCGTLAG GTCGTGA
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
TGTGCCCGAAMGGEAGCCGTAACACAGGTGL TGLATGEC TGTCGTLAG CaTaA
GGTTAMGTC GLAACCCTTGTCCCTAGT TGCTACGCANGA

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
GG TTAMGTCCC GLAAC CCTAGTTGCTACG GLA
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G
|
G

CTCCAGGGAGACTGCOGGTGACAAACCGEAGGANGET GAGGATGACG
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
CTCCaG CTECCEGETEACARACC GEAGGANGET GAGEATEAC

—
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i
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GATCGTAGTCC
|| [LILITLIT
CAGAAAMCCGATCGTAGTLLGG
GLGTGAMGC TGGAATCGC TAGTAATCGCGGATCAGCATGLCGLGRTGAAT
TELEEEET TR LT R TR e ety
GLGTGAMGC TGGAATCGC TAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGLGGTGAAT
ACCGECCETCACACCATGEGAG TGEGTT
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
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PT1_§12_L00M1_R1_001_(paired)_contig_47
Sequence ID: Query_33520 Length: 5371 Mumber of Matches: 1

Range 1: 184 to 1560 Graphics

B Bped— Tdentaies o T
2516 birs(1362) 0.0 1373/1378(99%) 1/1378(0%) Plus/Plus shict 843  GLGAMGGLAGCCCCCTGGGCCAATALTGACGETCATGLACGAAAGLGT GRGGAGCANACA D82
Query 1 AQTCOAACGELAGLOLOLOAGCAATLL TOOLOGLOAGTOGLOAM GO TGAGTARTACAT B8 guery 721  GGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGLCCTAAACGATGTCAACTGETTGTCGGGLCTTCAT 7HE
. (LLLLLLLLLLLLLLLELEELELELILLLLLLELLLELLLLLLELELELLLLETELEL N
sbjct 184 AGTCOAACGGLAGLGCGUGAGLAATLCT GAACGOGTOAGTAATACAT 243 spjct 993  GGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTGOTTGTCGOGCCTTCAT 962
Query &1 COGAACATOTLCAGT AGTOGOUGATAGLLCGOLGAAAGLLOLAT TAATACCOCATACBAT 128 guery 781  TGOCTTGGTAACGAAGE TAACGCGTGAAGT TGACCGLCTGOGHAGTACGETCACAAGATT 48
L CLHLELEL LT L LU LR LR T L LT LT LT L] I
Sbict 244 CGGAACATGTCCAGTAGTGOOGGATAGLLCGOLGAAAGLCGGATTAATACCGLATACGAT 383 gpier 063 TGGCTTGGTAACGAAGE TAACGLGTGAAGT TGACCGLCTGOGEAGTACGGTCGLAAGATT 1822
Query 121  CTACGGATGAAAGCGGGGGATCGLAMGACCTCGCGCTATTGOEGTGELCGATGEIGRATT 188 puary a41  AMAACTCAAAGGAATTGACGGGBACCCGCACAAGCGGTGGATGATGTGGATTAATTCGAT 998
) LLALLELLLTELLEL LT LT UL LLEEELLLELELELELEL LT A
Sbjct 384 CTACGGATGAAAGCGGGGEATCELAMGACCTCGLGLTAT TGOGGTEECCGATARCGEATT 363  spict 1s23 GTGGATTAATTCGAT 1082
Query 151 AGCTAGTTGGTGGLGTAAAGGLCTALCAAGGLOALGATCLOTAGLTRATCTOAGAGGALG 248 guery 991 GCGAAMAACC T TACC TACCCTTGACATGTACGGAACCCCGLCGAGAGGTGRGEGET 968
. CLCLLEERL L DELEEELELELEEEEELEELEELEE L ELLELELL LD ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| I
Sbjct 364 AGLTAGTTGGTGAGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACOATLCOTAGCTOGTCTGAGAGGACG 423 Shjct 1883 GCOAAMAACC TTACC TACCCTTEACATGTACGEAACCC TOCCGAGAGGTERGTGT 1142
Query 241  ACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGECCCAGACTCCTACGOGAGGCAGCAGTGGGGAAT 308  puary 951 AACACAGGTGCTGCATGGCTGTCOTCAGCTCGTGTCOTGAGAT 1428
oo aza ARLLLLEELLULLLLRULLLELILLLEELNLELEEELELILELTLLELELTLLLLLLE) ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbjct 424 AGLLACAL TAGOALT GAGACALGG LLAGAL TLLTALGOGA GTGGOGAAT 483 shjct 1143 GLCCGAAAG AACACAGGTHC TOCATOGCTOTCOTCAGC TCATG TCOTGAGAT 12682
Query 381  TTTGOACAATGOGCGCAAGCCTOATCCAGCAATGCLGLOTGTGTOGAAGAAGGCCTTCOG0 368 puary 1821 GTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCTAGT TGLTACGLAAGAGCACTC 1888
R NN R ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbjct aB4 TTTGOALAATOLGLOLAALLC TOATLCAGLAATCLLOLOTOTGTGAMGAAGLLLTTORGE 543 shict 1283 GTToGOTTAAGT GLAACCCTTATCCCTAGT TACTACGLAAGAGCACTC 1262
Query 351 TTGTAAAGLACTTTTGTCLGOAAN 428 guery 1981 CAGGGAGACTGOCGATGACAAACCGGAGGAAGGTGRGOATGACGTCAMGTCCTCATORCC 1148
. ||||||||.|.||.||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII||||||||||||||||||||||||||||||||||||
sbjct 544 TTRTAAMGCACTTTTGTCCGDAAN 683 ghict 1263 CAGGGAGALTGLLGGTGACAAACCGGAGGAAGGTOLGGATGACGTCAMGTCCTCATAGEC 1322
Query 421  TACCGGAAGAATAAGCACCGGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTG 488 puery 1141 CTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGG 1288
. IIIIIIIIIIIIIIIIIIIII_IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII_IIII ; ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbjct 684 TACCG GOLTAR GATAATACGTAGGGTG  B82  ghjct 1323 CTTATGGGTAGGGLT TCACACGTCATACAATGATCGGAMCAGAGEGT TELCAMGCCGOGA 1382

Query 481 COAGCGTTAATCGGAATTACTGGOLGT AAAGLGTGLOCAGLLGOTGATGLARGACCOATG S48 guery 1281 TEEAGCE GAAAACCOATCATAGTCCGGATCGCAGTCTOCAMC TCOACTGLG 1268
. TCCCLLEEE LTI T LR LR LTI T IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII|||||||||||||
Shjct 683 COAGCGT TAATCGGAATTACTGGOCGT AAMGLGTGLGCAGGCGOTGATGCAAGACCGATG 722 ghjct 1383 GASAACCOATCGTAGTCCGRATCGLAGTCTGCAAC TCGALTELG 1442

AN

Query 341 ” | i | | ” lcllfﬁllcllf lf | ILIHCIIMIJ“THTLIT]I lfflﬁ” | l?‘—?ﬁ‘rﬂ*“r?ﬂ?ﬁ?ﬁl BEE  puery 1261 TGAAGCTGGAATCGLCTAGTAATCGUGRATCAGCATGLCGUGATGAATACGTTCCCGEETC 1328

soge as LA BAMR SRR, s s IR IR NI e,

o T Tt it

soe 7 MdcbAHLLIAIC P 11111 1 T T T i
g. Estirpe 9.2

Bmimosarum92_%9_L001_R1_001_(paired)_contig_87 Query 721 CTGGGLCAATACTGACGL TCATGLACGAMAGLGTGRGEAGLAAACAG  TER
Sequence ID: Query_321284 Length: 5411 Number of Matches: 1 see s AL T o,
R 1: 2715 to 5248 i e L TS T oo
= et Taeie = - Shjct 4468 GATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCC TAAMCGATGTEAAC TRGT TGTCOGGECTTCATT 4489
2833 bits(1534) 0.0 1534/1534{100%) 0/1534{0%) Blus/Minus Query 841  GGCTTGGTAACGAAGCTAACGCGTGAAGT TRACCGLC TGGOGAGTACGGTCGCAAGATTA J88
Query 1 TAAACTGAAGAGT TTGATCCTGOEC TCAGAT TGAALGE GRCATGCCTTACACATGLA 69 shjct d4es clﬁlscl“rtlﬁuml”lllllllllll””””“”I””“””” L:(l.l!l\.tllllﬂlﬂllull 4349
shjct 5248 !m{”m&i” IICI:J-!A|IL|(|.1|(|1E||{|.1|1|.J|I.LUH| lmu!u&&“&“!m&:ﬂi 5189  Query 991  AMACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGLGETGGATGATGTGGAT TAATTCGATG 9e@
Query 61  AGTCOAMCGCAGCGCGGMGC GGTGAGTAMTACAT 120 Shict 4305 MACTMAGAATHALUGUAARL LA SUAAHALE A HAMHEAE 4280
shjct 5188 L{LIILI(LAlJllthlelﬂl_lll.(lJtltlu(l_Ll\Cllllﬂllll l l ” l “ l l ” “ l l ” l ” ’ Ilclnclu!(lnlulwlml.elnlicm 5129 Query 9581  CAACGLGAAASACCT TACCTACCETTGACATETACGGAN GTGGHGETG 1828
Query 121  COGRAACATGTCCAGTAGTGGOGHATAGLCCGOCOAMMGCCGOAT TAATACCGEATACGAT 188  Shjct 4288 éuiclmlcumu“ 'u!iL' l’ﬂl.fl_étl_'l lruzl.alul_clulrtl,lr;lul_-:lﬁl;” l ” “ ” ” l l I l |[|)l.'|JL|vL'IJC|1l'C|I 4229
shjct 5128 El(llfllilllLl.!llltllllll_El.lﬂlIllll.!lLlillLlilJle{lll o) l “ l l ” “ i} ” l ” l l ” “ ! Ithl_ilr:lllcm 5869  Query 1821 COAAAGGEAGLCG TAMCACAGGTGL TGCATGGC TATCGTCAGE TEATGTCATGAGATE 1888
Query 1E1 CTACGGATGAMAGCGGOGGEA TCGCGCTAT TOGOGTGOCCGATGOCGGATT 248 thct 4328 || I || || “ ” || “ IU!A.!!I.L” “E!Kl:ﬂ” |'!f|:L|I|HI(|:E|ﬂ|_1|| Iil_tll'!(l_t!l.tliLllicl(l:l!(l:llltll'!(lﬂlltlﬂlllitl: 4169
shjct Sees nlH&LLLHM(L&ALLAL“H{[&ML'lrLIchch:yHI:lr lrtl:clatl:tzl:ll(laclufl.é(lﬂlnlclutlﬂl.tlxlulxlrl 589 Query 1881 TTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCTAGT TRCTACGCAAGAGCACTED 1148
Query 241 AGCTAGTIGGTGRGSTMAGGCCTACCAGG so  soict ares THAGHMHEHMMMEUMHHEU MUY 100
sbjct  soes L{LHLJ&”AHJ«L&HM&“MHA””“””l”””“”l””“”l 4949 guery 1141 AGGGAGACTGLCG GAAGGTGOGGATGACGTCAAGTEC TEATGECEC 1204
Query 381  ACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGALTCCTACGOGAGGLAGLAGTGGGGANT 368  Shjct 4188 L:llcl,tlulululullrclﬂl_c” “ I l l y “ l l ” l ” l ltl,lrclncluclﬁlnlalrclﬂlxil ILI.LIL.(LHCIHM'LLAH l 4848
shjct 4948 L{l_clxliclltlcl_liltl_lclﬁzl‘clwlli lrtlulltlulaé;lsclnrlﬁzl-tliill lcllrétl_l.lultlxlltlululﬁllclll l;latl,lrtl,:lltl;cluul 4889  Query 12081 TTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGOTCGGAACAGAGGGT TGCLAAGECGOGAG 1268
Query 361 TTTOOACAATGOGCGCAMGCC TCCAGC, COCOTOTOTOAAGARGOLCTTCOOD 428 hhjct 4848 1| |H|11|E|1[|)(|J1|,Clitlﬁlltlﬂl_1| Il([l'!l.(l_il.(l_[ltllilll | |£|\.L1|C|JLI)|[C|(|1E|\I|\A(|_L[|1LL|\CIILI)|[ '!(lJtlll_IIU!l.Cllthl_Lll(l_Elﬂlﬁtll 3989
Bbjct 4EEE 1| !!M!L&éém&ilﬁl.'!ltliﬁil I |[ELL£(|:C|(|:|[[|5|[[|:|[ I | | Illl.!l!tlaLIs(l_L”[!(l_EIil:E!n 4829 Query 136l GTGOAGCCAATCOCAGARAACCOATCGTAGTCLGOATCGLAGTCTGLAACTCGACTGLGT 1328
Query 421 TIGTAAGCACTITIGTCCAGMAGANR 450 stict 3088 GIGBAGCAMICUAMAMECAAISTAGTELMATEOAGTLGUA TLGALTGLST 3929
shjct 4828 !lrclalm&u””cl:“!l“””””l”“””l”””“”I””“”l 4789 guery 1321 GGAATCGCT AGTAATC GAATACGTTCCCGRGTCT  138@
Query 481  TACCGGAAGAATAAGCACCGGE TAACTACGTGCCAGCAGCCGLGGTAATACGTAGGGTGE 548  Sbjct 3928 ” I ” llmlrcléullritl'lru“l l ” l ” | ” “ l l ” l ” “ Illllfl_tlll"llltl_llftlllﬂ'l.l'lfl_'l 3869
shjct 47e8 1|;|:c|L|c|;t|u|u!Lc|1” ) lIm&&&!m;&“&g&gi&ié“ul;lscltl,lululltl;clulellcl 4789 Query 1381 TGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGOGTTTTGLCAGAAGTGGCTAGTETAAMCEG 1448
Query 541  GAGCGTTAATCGGAA TEGGECGT “GTGE GLGGTGATGCAAGACCGATGT 6888 Shjct 3868 'l(ll'!}!l.tl_sl.(l_llfl_tltlltlil_lltllIIJ.ILJ.LJTI_I!AH{LJ\AIHCLLI{L'! Inl lrclﬁl_cl_tlutr!..clltl,lrctulr;lul,lrt”rilxcllcltl_cl E
B
qary 1 e T T 668 srice wr0. DAL ..
shjct 4848 LRI ” “ I | l ” “ l | ” l U Ic':cla.llclﬂls.” lél 1|c|.L|ﬂ|.1|c|:c|v|:c|ﬂ|:|A.1|v:|:tlxl.mlﬂlx 4589 guery 1581 GTATCGGAAGGTGLGGLTGGATCACCTCCTTTCA 1534

Query 651  GOGEGETAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGEGTAGAGATGTGGAGGAATACCGATGE 728 Sbict 3748 Elll[L'!(l_[lﬂl.‘lAlo!l” L “ I l l ” | llclil_!LlU lnlUx 3718
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ANEXO 4 - Genomas de estirpes referéncia utilizadas para analises gendmicas

comparativas com estirpes isoladas a partir de nédulos de Mimosa spp.

Genoma accession assembly Scaffolds  contigs  N50 L50 GC (%) ?esvs;mble host country
P. nodosa Mimosa .
DSM 21604 NZ_JAFA00000000.1 GCF_000519185.1 113 130 195.270 15 64,10 scaffold scabrella Brazil
P. nodosa Phaseolus
CNPSo NZ_MCNV00000000.1 GCA_001718195.1 86 86 290.154 10 64,2 contig lqari Brazil
1341 vulgaris
P.
guartelaensi Mimosa
s CNPSo NZ_XMODO00000000.1 GCA_004353905.1 173 173 172576 16 637 contig gymnas Brazil
3008
P. silvatlan- NZ_JACHVZ0000000 Mize, rhi-
tica SRMrh-  00.1 GCA_014191065.1 54 56 335938 10 64,4 scaffold h Brazil
85 zosphere

) NC_010681.1 Glomus
,’;'a‘,’)’;yéf’sfj,;j NC_010676.1 GCA 0000201251 3 3 246753 4 62,3 szﬁe vesicu- Canada

NC_010679.1 9 liferum
P. dipogonis 3.862.78 . Dipogon New
ICMP 19430 NZ_SNVI00000000.1 GCA_004402975.1 8 8 1 2 61,1 contig lignosus Zealand
: South

P. tuberum 2.956.71 ) Lebeckia :
DUS833 NZ_FNKX00000000.1  GCA_900101795.1 5 5 5 2 63,0 contig ambigua Africa
P. sprentiae  NZ_AXBN00000000.1 Lebeckia South
WSM5005 GCA_000473465.1 8 96 117.489 10 63,2 scaffold ambigua Africa
P. monticola  NZ_LRBG00000000.1 GCA_001580545.1 39 39 507,365 6 63,8 contig Mquntam South
JC 2948 soil Korea

FONTE: banco de dados do NCBI - RefSeq (https://www.ncbi.nim.nih.gov/refseq/) (2022).

ANEXO 5 — Crescimento' em diferentes fontes de carbono de estirpes selecionadas a
partir de nédulos 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

94



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 - 0,6 1,0 1,0 0,4
Glycyl-L-Glutamic Acid 0,3 0,0 0,0 0,0
Gentiobiose 0,0 0,0 0,0 0,0

m-Inositol L 24 04 0,8 0,8 0,1

D-Glucuronic Acid 0,0 1,0 1,0 0,4
D-Saccharic Acid | 2,2 07 1,0 1,0 0,3
L-Fucose |22 | 05 0,8 0,8 0,2

L-Rhamnose |22 | 05 1,1 1,1 0,4

L-Aspartic Acid |22 | 06 0,5 0,5 0,4
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y-Aminobutyric Acid 0,3 0,6 0,6 0,0

L-Arabinose 0,4 0,5 0,5 0,2
Quinic Acid 0,3 1,1 1,1 0,3
D-Arabitol 0,5 0,9 0,9 0,2
Adonitol 0,6 0,9 0,9 0,3
L-Glutamic Acid 0,6 0,5 0,5 0,4
D-Trehalose 0,5 0,0 0,0 0,0
D-Mannose 0,6 0,0 0,0 0,0
D-Gluconic Acid 0,6 1,0 1,0 0,6
D-Galacturonic Acid 0,6 1,0 1,0 0,0
D-Galactose 0,5 1,1 1,1 0,0
L-Ptoline 0,8 0,6 0,6 0,1
D-Cellobiose 0,4 0,0 0,0 0,1
L-Asparige 0,6 0,8 0,8 0,4
a-D-Glucose 0,6 1,1 1,1 0,1

"Demonstrados os resultados de D.O.s95 apds incubagio das estirpes por 48h. Em vermelho, D.O. menores
que 0,1 ou indetectaveis (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 assimilagdo da fonte de carbono; em azul,
D.O. maiores que 2,0 indicando as fontes de carbono mais bem assimiladas no periodo de teste.

FONTE: o préprio estudo (2022).

ANEXO 6 — Genes responsaveis pela motilidade flagelar identificados' nos genomas de
Paraburkholderia spA, P. spD e P. spC.

Organism 4 ¥ Domain Variant active FlaAB FlhA FIhB Flil FliR FlgD FlgH MotA MotB FliM FliN FleN FlhF CheA CheV CheY FliA RpoN
e
all
BN5.1 Unknown sp. |Bacteria B174
(6666666.592982)
Burkholderia sp. Bacteria |2 yes BB EEDE cos4 [200c (NN |BEEN (B0E4, B0BS, coss B 2475,
(6666666.503135) 7289 (6489,
7290
89.2 Unknown sp. |Bacteria |2 yes B B 2702 2752 | | (EFEE RS (275e 2757 (EEE | R 7195 B 202, |
(6666666.592979) 6030,
6717,
7267,
8196
88.12 Unknown sp. |Bacteria |2 yes BEEE (=144, (8107 6117 |ElEN |EEEN (B07S B0EE (5122 (5121 |GEEE | EEEE 5633 [ JEELER
(6666666.651551) 6005 482,
6622,
6939
Burkholderia sp. Bacteria |2 yes R | (2600 1846 |NENN (BN B0, |42, (1851 1850 | (MEE 2626 |3629, [fEEE] ’
(6666666.503138) 859 |FEi, 8440 \
:
3110,
4174,
5598,
608
MP1.1 Unknown sp. |Bacteria |2 yes HEED BEEH =727 (371c (DN |EENE (9085, 2088, 2723 (5722 (SN (BEEE 5548 (7196 B 1556,
(6666666.502004) 651, 652, 1859,
7055 : 4248,
4321,
819
Unknown Bacteria |2 yes [N S 1093 (1102 NN | @SS, D9S8, 1097 1099 (NS (EEEE 1649 B 204,
Paraburkholderia sp. 2663,|2664, 7190,
10.7 6612 (6613 8428,
(B666666.808080) 952

TA identificagdo dos genes ocorreu por meio da submissdo dos genomas na plataforma RAST
(https://rast.nmpdr.org).

96



FONTE: o préprio estudo (2022).

ANEXO 7 — Comparacdes fenotipicas entre Paraburkholderia spA e estirpes tipo

proximas do género Paraburkholderia’.

Caracteristicas

1

2%a

3b

4C

Fonte de isolamento

Crescimento a/em/com

1% NaCl
37°C

Perfil lipidico (% relativa)

Cie0

Ci7o

Ci90
Carboidratos
Glicerol
Eritritol
L-Arabinose
D-Adonitol
D-Galactose
D-Glucose
D-Frutose
D-Manose
L-Ramnose
D-Manitol
D-Sorbitol
N-Acetilglucosamina
D-Celobiose
D-Maltose
D-Lactose
D-Melibiose
D-Sacarose
D-Trealose
D-Rafinose
Glicogénio
Gentiobiose
D-Turanose
L-Fucose
D-Arabitol
L-Arabitol
Nodulagdo em
M. pudica

Conteudo G + C (mol%)
Tamanho do Genoma (Mb)

Mimosa
murex

+
+

34.0
23
26.7

+ 4+ A+ o+ o+

+ 4+ 1 =

+ 4+ =+ =

+
63.4
9.1

Mimosa
gymnas

-+

41.2
18.0
14.3

+ 4+ + + + + + + A+ s

+ = 1 =1 =k

—h —=h + 1 —h =k 1

+
63.7
9.5

Mimosa
scabrella

f

da
da
da

+ -h == + 1 —h 1 —h 1 —h—h + F+ =+ F+ = —h 1 —h

—h —h —h |

+

62.8
9.0

da
+

28.8
14.1

T T T T T i T T

+ + +

64.5
8.09

Rizosfera de
cereais

1 Os dados foram retirados do proprio estudo e da literatura, quando indicado. (1) P. sp9.2, (2) P.
guartelaensis CNPS0 30087, (3) P. nodosa BR34377, (4) P. silvatlantica LMG 231497. Crescimento (+); sem
crescimento (-); fraco crescimento (f); dados ausentes (da).

*Dados retirados de: a, PAULITSCH et al. 2019; b, CHEN et al. (2007); ¢, PERIN et al. (2006).

FONTE: o proprio estudo.
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ANEXO 8 — Comparacgbes fenotipicas entre Paraburkholderia spD e estirpes tipo

proximas do género Paraburkholderia’.

Caracteristicas 1 2*a 3b 4¢
Fonte de isolamento Mimosa sp. d%;g;)izZa gi?;g’ﬂ: Solo
Crescimento a/em/com

1% NaCl + da + +
37 °C + + + +
pH 8 - da + +
Perfil lipidico (% relativa)

Cie0 39.3 24.7 19.9 22.9
Ci7o 18.6 19.7 10.6 225
C190 12.2 17.5 4.10 17.7
Carboidratos

L-Arabinose + + + -
D-Glucose + + + +
D-Manose f - + -
D-Manitol + + + +
N-Acetilglucosamina + + + +
Nodulagéo em

M. pudica + + - -
Conteudo G + C (mol%) 64.02 62.8 63.9 63.78
Tamanho do Genoma (Mb) 7.09 8.98 3.65 7.85

" Os dados foram retirados do proprio estudo e da literatura, quando indicado. (1) Paraburkholderia spD, (2)
P. tuberum ST678T, (3) P. sprentiae WS50057, (4) P. monticola JC 29487. 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 préprio estudo (2022).

ANEXO 9 — Comparagbes fenotipicas entre Paraburkholderia spC e estirpes tipo

proximas do género Paraburkholderia’.

Caracteristicas 1 2%a 30
Fonte de isolamento Mimosa Raizes de Dipogon
piscatorum cebola lignosus
Crescimento a/em/com
1% NaCl + + +
37°C + - +
Perfil lipidico (% relativa)
C160 31.1 13.8 19.1
C1so 14.6 44.3 1.6
C1g0 23.6 1.8 7.5
Carboidratos
L-Arabinose + + +
D-Glucose + + +
D-Manose - + +
N-Acetilglucosamina + + +
Nodulagdo em
M. pudica + - da
Conteudo G + C (mol%) 61.9 61.0 61.6
Tamanho do Genoma (Mb) 8.8 8.2 10.2
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" Os dados foram retirados do proprio estudo e da literatura, quando indicado. (1) Paraburkholderia spC, (2)
P. phytofirmans PsJNT, (3) P. dipogonis ICP 19430"T. Crescimento (+); sem crescimento (-); fraco

crescimento (f); dados ausentes (da).

*Dados retirados de: a, SESSITSCH et al. (2005); b, SHEU et al. (2015).

FONTE: o proprio estudo (2022).
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