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FILOGENIA E DIVERSIDADE MOLECULAR DE SABIA (Mimosa
caesalpiniifolia Benth.) E DE BACTERIAS DIAZOTROFICAS

RESUMO

A familia Leguminosae é a terceira maior familia de angiospermas com
aproximadamente 700 géneros, dos quais a subfamilia Mimosoideae compreende
78 géneros, destacando-se Acacia, Mimosa e Inga. A espécie Mimosa
caesalpiniifolia Benth., conhecida como sabia ou sansdo do campo, € considerada
uma das espécies arblreas nativas mais importantes do semiarido brasileiro por
apresentar multiplo uso e grande potencial para recuperacdo de areas degradadas
por fixar nitrogénio em simbiose com bactérias diazotréficas. A taxonomia das
bactérias diazotréficas vem mudando pela utilizacdo em conjunto de aspectos
fenotipicos e fisioldgicos e de ferramentas moleculares. Objetivou-se avaliar a
filogenia de plantas de sabid (Mimosa caesalpiniifolia Benth.) e a diversidade e
filogenia de suas bactérias simbidticas em cinco municipios nordestinos. O trabalho
foi conduzido de abril de 2010 a margo de 2011, na Universidade Federal Rural de
Pernambuco e no Laboratério de Genoma do Instituto Agronémico de Pernambuco.
Para os estudos filogenéticos do sabia, folhas de plantas nativas ou naturalizadas
foram coletadas em Crato, Gravata, Itambé, Mossoro e Serra Talhada, e tiveram o
DNA gendmico extraido utilizando-se kit comercial. Foram realizadas amplificacées
da regido espacadora intergénica atpB-rcbL do genoma cloroplastidial que foram
usadas para construir a Inferéncia Bayesiana da filogenia entre os acessos.
Amostras de solo foram coletadas a mesma época das coletas das folhas e plantas
de sabiad foram usadas como plantas-isca para obtencdo de nédulos de rizobios
utilizando-se Vasos de Leonard, em casa de vegetacdo. As bactérias presentes nos
nodulos foram isoladas e purificadas em meio YMA com Vermelho Congo e a
caracterizacdo morfofisiolégica dos isolados foi realizada em meio YMA com Azul de
Bromotimol. Posteriormente os isolados foram crescidos em meio TY liquido para
extracdo do DNA com kit comercial. Foram realizadas amplificacbes com os
oligonucleotideos BOX, ERIC e REP e amplificacdo e sequenciamento do 16S

DNAr. As sequéncias do espaco intergénico cloroplastidial atpB-rbcL néo
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corresponderam com qualquer outra sequéncia depositada no NCBI. Os acessos
CRATO 4 e SERRA TALHADA 20 formaram um grupo externo indicando que podem
ser as mais proximas geneticamente. A alta taxa de segregacdo da espécie
influenciou na diversidade dentro e entre as diferentes areas estudadas e a origem
geografica ndo determina a variagdo dos observados nos acessos das plantas
estudadas. Os fingerprints gendémico dos 47 isolados utilizando os elementos BOX,
ERIC e REP apresentaram padrbes de amplificacdes distintos, porém a compilacéo
dos resultados criou o dendrograma com maior nimero de grupos. As sequéncias
16S DNAr foram comparadas no GenBank através do programa BLAST, e o0s
isolados apresentam identidade variando entre 68 e 99% com estirpes do género
Burkholderia. A arvore filogenética construida com as sequéncias da regido 16S
DNAr dos isolados, juntamente com as sequéncias da regido 16S DNAr de estirpes
tipo recomendadas para inoculagdo de leguminosas, indica que os isolados obtidos
sao geneticamente distintos das estirpes recomendadas. Os isolados PE-MOO01, PE-
MOO02 e PE-MO04 destacaram-se por serem os mais distintos dentro do grupo de
isolados. A escassez de dados de filogenia molecular da espécie Mimosa
caesalpiniifolia Benth. revela a necessidade da utilizacdo de outros marcadores
taxondmicos para conhecimento da filogenia e da diversidade desta espécie e as
sequéncias do gene 16S DNAr confirmam a preferéncia de simbiose entre espécies
de leguminosas do género Mimosa com bactérias diazotroficas do género
Burkholderia.

Palavras-Chave: Leguminosa, fixacdo biolégica do nitrogénio, espacador
cloroplastidial, gene rbcL, gene atpB, rep-PCR, 16S DNAr, diversidade, filogenia.
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PHYLOGENY AND MOLECULAR DIVERSITY OF Mimosa caesalpiniifolia
(Benth.) AND OF DIAZOTROPHIC BACTERIA

ABSTRACT

Leguminosae is the third largest angiosperm family, with around 700 genera, of
which the Mimosoideae subfamily comprehends 78 genera, with emphasis to Acacia,
Mimosa and Inga. Mimosa caesalpiniifolia Benth., known as “sabia” or “sansdo do
campo” is considered to be one of the most important native tree species of the
Brazilian semiarid due to its multiuse capability, and high potential for degraded area
recovery, since it fixes nitrogen in symbiosis with diazotrophic bacteria. Diazotrophic
bacteria taxonomy has been changing due to joint use of phenotypic, physiologic and
molecular tools. This work aimed to evaluate “sabid” and its symbiotic bacteria
diversity in five Northeastern municipalities. It was conducted from April, 2010 to
March, 2011, at Pernambuco Federal Agricultural University and the Genome
Laboratory of the Pernambuco Agronomic Institute. For “sabia” phylogenetic studies,
leaves from native or naturalized plants were collected at Crato, Gravatd, Itambé,
Mossoré and Serra Talhada, with their genomic DNA extracted with a commercial Kit.
The intergenomic atpB-rcbL region of chloroplastic DNA was amplified and used to
construct Bayesian Inference phylogenesis of the accesses. Soil samples were
collected at the same time of plant collection, and “sabia” plants were used as bait for
rhizobial nodules using Leonard jars, at a greenhouse. Nodule bacteria were isolated
and purified in YMA media with Congo Red, and morpho-physiologically
characterized on YMA media with Bromothymol Blue. The isolates were later grown
in liqguid TY media for DNA extraction with a commercial kit. Amplifications were
conducted with REP, ERIC and BOX primers, and 16S rDNA was amplified and
sequenced. Intergenic atpB-rbcL chloroplast DNA sequences did not match any
NCBI entry. CRATO 4 and SERRA TALHADA 20 accesses formed an external group
indicated they may be genetically closer to a Mimosa ancestor. The high segregation
of the species affected diversity within and among the different areas, and plant
biogeography was not confirmed. Genomic fingerprinting of the 47 isolates had
different patterns for REP, ERIC and BOX elements, but compilation of the results

created the dendrogram with the most groups. The 16S rDNA sequences were
XXi



blasted in GenBank, and the isolates had 68 to 99% similarity with Burkholderia
strains. The phylogenetic tree constructed with the 16S rDNA, combined with
sequences from strains recommended for legume inoculation, show these isolates to
be diverse from the currently recommended. Isolates PE-MOO01, PE-MO02 and PE-
MOO04 were the most different among the isolates. The lack of molecular phylogeny
data for “sabiad” shows the need of using other taxonomic markers to evaluate this
species diversity, and the 16S rDNA sequences confirm the Mimosa symbiosis

preference for Burkholderia strains.

Keywords: legume, biological nitrogen fixation, chloroplast spacer, rbcL gene, atpB

gene, rep-PCR, 16S rDNA, diversity, phylogeny
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1.

Introducéo Geral

A familia Leguminosae possui cerca de 20.000 espécies e apresenta
grande potencial de utilizacbes econdmicas e ambientais, como exploracéo de
madeira, celulose, forragem, adubacao verde, lenha e carvdo, como também,
na recuperacdo de areas degradadas por meio do estabelecimento de
determinadas espécies em solos de baixa fertilidade natural (FLORENTINO e
MOREIRA, 2009).

O sabia (Mimosa caesalpiniifolia Benth.) € uma espécie leguminosa
nativa da regido Nordeste do Brasil caracterizando-se pelo rapido crescimento,
alta capacidade de regeneracao e resisténcia a seca; além de ser considerada
uma espécie de uso mudltiplo, destacando o seu emprego como fonte de
alimento para o gado, especialmente durante a época seca ho semiarido, e na
obtencdo de madeira resistente apropriada para mourdes e estacas; demonstra
também grande potencial para recuperacéo de areas degradadas devido a sua
capacidade simbiotica com bactérias diazotroficas (PASSOS, TAVARES e
ALVES, 2007; FERREIRA et al., 2007; BABIC et al., 2008).

As bactérias diazotroficas que formam nodulos e fixam nitrogénio em
leguminosas sao tradicionalmente chamadas de rizobio. Embora as raizes
histéricas do nome ja ndo sejam mais aceitaveis, a tradicdo faz com que ainda
seja um termo aceito pela maioria da comunidade cientifica. Este grupo de
organismos € o principal grupo de diazotréficos, em particular do ponto de vista
de importancia agronémica pela Fixacdo Biologica de Nitrogénio (FBN). A FBN
€ um processo que ocorre no interior de estruturas especificas, denominadas
de ndédulos, nos quais as bactérias convertem o nitrogénio atmosférico em
amonia que € incorporada em diversas formas de N organico para utilizacao da
planta (ARAUJO e CARVALHO, 2006).

A nodulacdo e a FBN sdo afetadas por fatores bibticos e abioticos
(GUALTER et al., 2008; RUFINI et al., 2011). Dentre os fatores bidticos, as
caracteristicas genotipicas do macro e microssimbionte sdo importantes e
influenciam a troca de sinais moleculares, refletindo nas diferentes respostas
em relacdo ao espectro de hospedeiros, especificidade e eficiéncia simbiodtica.

Neste sentido, a otimizacdo da FBN esta relacionada a selecédo conjunta do
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macro e microssimbionte, através do conhecimento da variabilidade genética
dos parceiros (XAVIER et al., 2006). Para estudos envolvendo diversidade
genética dos parceiros simbiontes tém sido empregado técnicas e ferramentas
biotecnolégicas como, por exemplo, o0 uso de marcadores moleculares
(XAVIER et al., 2005, 2006).

A utilizacdo de classes de marcadores moleculares e de suas variantes
tem permitido uma grande evolucdo na analise de perfis de DNA, na biologia
de conservacdo, na genética de populacbes e em estudos de filogenia
(KUZNETSOVA et al., 2005; LI, CHEN e ZHANG,. 2005; HAO et al., 2006;
ZHANG et al., 2007; KOCHIEVA et al., 2006).

Para estudos de filogenia em plantas destaca-se o0 emprego do genoma
de cloroplasto (DNAcp), devido a caracteristicas como estabilidade estrutural e
taxa de mutacdo. A maioria das analises filogenéticas relacionadas a plantas
usando genoma de cloroplasto envolve espacadores intergénicos e 0 gene
rbcL, codificador da subunidade maior da Rubisco, por apresentar boa
resolucdo ao nivel de familia, para angiospermas (APG II, 2003; SALAMIN,
HODKINSON e SAVOLAINEN, 2005). Marcadores moleculares também séo
ferramentas utilizadas para estudos taxénomicos e de diversidade em micro-
organismos, destacando-se para estes fins a amplificacdo e o sequenciamento
do gene 16S DNAr que tem demonstrado ser confiavel para a separacdo de
géneros e espécies de bactérias (GEVERS et al., 2005; THOMAS et al., 2008).

O fingerprint (impresséo digital) genémico utilizando os oligonucleotideos
especificos BOX (Box Element), ERIC (Enterobacterial Repetitive Intergenic
Consensus) e REP (Repetitive Extragenic Palindromic) é outra técnica
evidenciada em estudos de diversidade genética de micro-organismos em
espécial de bactérias diazotréficas (TORRES et al.,, 2008). No entanto, em
pesquisas de diversidade de bactérias diazotréficas € aplicada normalmente a
abordagem polifasica, combinando as informacfes genéticas geradas pela
utilizacdo dos elementos BOX, REP e ERIC e das sequéncias de genes como
o 16S DNAr, com aspectos fenotipicos e fisioldgicos para uma melhor
discriminacdo genética (HUNGRIA et al., 2006; PINTO, HUNGRIA e
MERCANTE, 2007; CHAGAS JUNIOR, OLIVEIRA e OLIVEIRA, 2010).

Assim, este trabalho teve como objetivos principais: avaliar

filogeneticamente plantas de sabia (Mimosa caesalpiniifolia Benth.) de areas
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nativas ou naturalizadas em trés estados brasileiros usando a regido
espacadora nao codificante do genoma cloroplastidial e estudar a filogenia e a
diversidade de bactérias diazotroficas originarias das mesmas localidades

utilizando abordagem polifasica.
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2. Revisao de Literatura

2.2. Leguminosas

A familia Leguminosae compreende cerca de 700 géneros (LEWIS e
SCHRIRE, 2003) e € constituida pelas subfamilias; Mimosoideae,
Papilionoideae e Caesalpiniodeae (LEWIS e SCHRIRE, 2003; AGP II, 2003;
SOLTIS et al., 2005). Destas, a Mimosoideae possui 78 géneros e
aproximadamente 3.270 espécies, em geral arboreas, com quase dois tercos
das espécies conhecidas pertencendo aos géneros Acacia, Mimosa e Inga
(DOYLE e LUCKOW, 2003).

Grande parte das leguminosas arboreas € capaz de produzir elevada
guantidade de biomassa com significativo aporte de serapilheira ao solo,
constituindo uma via importante do ciclo biogeoquimico, especialmente em
solos altamente intemperizados. A serapilheira devolve os nutrientes ao solo,
tornando-se fundamental para a manutencdo da fertiidade e para a auto-
sustentabilidade dos ecossistemas florestais (BRUN, 2004; SILVEIRA et al.,
2007; VOGEL, SCHUMACHER e TRUBY, 2007).

As espécies arbdreas apresentam caracteristicas atrativas para serem
usadas em sistemas silvipastoris, devido a fixagdo simbio6tica de nitrogénio e
deposicdo de matéria organica com teores elevados de nitrogénio ao solo.
Incorporacao de espécies arboéreas fixadoras de nitrogénio pode contribuir com
a diversidade, estabilidade e persisténcia das pastagens e assegurar a
qualidade e a quantidade de alimentos para os animais.

O nordeste brasileiro possui grande diversidade de espécies de
leguminosas forrageiras, porém, a maioria ainda ndo € domesticada (LIMA et.
al., 2008). Entre as espécies, merece destaque o sabia (Mimosa caesalpiniifolia
Benth.), em especial por ser uma planta nativa e considerada endémica da
caatinga (MAIA, 2004).
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2.3 Mimosa caesalpiniifolia Benth. (sabia)

2.3.1 Caracterizacdo da espécie

Ocorrendo naturalmente nos estados do Rio Grande do Norte, Piaui e
Ceard (RIBASKI et al., 2003), o sabia € uma espécie pioneira, com alta
capacidade de regeneracéo e resisténcia a seca (BALBINO et al., 2010), além
de ser encontrada em povoamentos artificiais do Maranhdo a Bahia (RIZZINI,
1995) bem como em regibes Umidas dos Estados da Paraiba (Brejo
Paraibano), Rio de Janeiro (Baixada Fluminense e Planaltos Fluminenses) e
Sdo Paulo (Vale do Paraiba do Sul e Planaltos Paulistas) (GOMES, 1977;
MENDES, 1989).

O sabid ¢é encontrado naturalmente em terrenos profundos,
principalmente em solos de textura arenosa (CARVALHO, 2007). Ocorre
espontaneamente em dareas de caatinga semi-Umidas com precipitacdes
variando de 600 a 1.000 mm; também sendo encontrada em areas mais secas,
onde as temperaturas médias estdo entre 20° C e 28° C, e o déficit hidrico
entre 200 e 1.000 mm. Nesse caso, apresenta forma mais arbustiva, com
tronco polifurcado (RIBASKI et al., 2003).

Geralmente apresenta a forma de arbusto a arvore perenifélia, com as
arvores maiores na idade adulta atingindo dimensdes préximas a 10 m de
altura por 30 cm de diametro a 1,30 m do solo. Tem aspecto entouceirado e
apresenta boa capacidade de rebrota (LORENZI, 2000). O tronco geralmente é
dotado de aculeos em maior ou menor grau e o caule espinhoso na idade
jovem vai perdendo os espinhos a medida que a casca engrossa (CARVALHO,
2007).

A planta possui folhas bipinadas, geralmente com seis pinas opostas,
cada pina com 4 a 8 foliolos ovais, glabros, com 3 a 8 cm de comprimento. As
flores sdo brancas, mondclinas, pequenas e axilares, reunidas em espigas
cilindricas de 5 a 10 cm de comprimento (RIZZINI e MORHS, 1976). Na regido
Nordeste do Brasil, a floragdo geralmente ocorre de margco a junho com as
plantas normalmente florescendo antes de completar um ano de idade
(MENDES, 1989; BARBOSA, SILVA e BARROSO, 2008). O fruto € um
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craspédio plano com 7 a 10 cm x 10 a 13 mm x 1,0 a 1,2 mm (comprimento X
largura x espessura) dividido em 5 a 9 articulos quadrangulares, presos por
dois filamentos fibrosos laterais (CARVALHO, 2007).

As sementes sdo lisas, duras e pequenas, medindo 5-8 mm de diametro
(TIGRE, 1976; RIZZINI, 1995; LORENZI, 2000), com o peso médio de 100
sementes no segmento do fruto sendo de 7,2 g e quando nuas 3,8 g
(MARTINS, 1992). Altos niveis de dorméncia tegumentar sdo observados o que
exige tratamentos especificos, tais como a imersdo das sementes em agua
quente (OLIVEIRA, DAVIDE e CARVALHO, 2003) e imersao, sem envoltorio,
em &cido sulfurico concentrado (PASSOS, TAVARES e ALVES, 2007).

As raizes sao axiais, com raizes secundéarias longas, finas, bem
ramificadas e coloracdo castanho claro (FELICIANO, 1989). O sistema
radicular do sabia é radial e concentrado nos primeiros vinte centimetros de
profundidade do solo. A planta tem raizes espessas, longas e humerosas, que
podem atingir os seis metros de comprimento, o que favorece a absorcao de
aguas das chuvas e a producdo de folhagem antes das outras espécies da
Caatinga, e apresenta associacdo preferencialmente com bactérias
pertencentes ao género Burkholderia e com fungos micorrizicos (QUEIROZ,
1985; MENDES, 2001; CHEN et al., 2008). A associacdo com bactérias
diazotréficas permite ao sabia figurar entre as principais espécies utilizadas em
recuperacado de areas degradadas e em projetos de reflorestamento (MENDES,
2001; BARBOSA et al., 2008).

2.3.2 Importancia e uso do sabia

A espécie é considerada como uma das principais fontes de estacas
para cercas no Nordeste, em especial no Estado do Ceard. A madeira se
destaca por ser dura, pesada, compacta, e de alta resisténcia (> 20 anos) ao
ataque de cupins, insetos e fungos, mesmo em ambiente Umido e quente do
solo (LORENZI, 2000; MENDES, 2001; MAIA, 2004). Segundo Goncalves,
Fernandes e Andrade (1999), a madeira ndo é indicada para produgdo de

celulose em funcao do seu baixo teor de alfa-celulose (28,40%), alto teor de

-3
lignina (32,40%) e elevada densidade ponderada (0,80 g cm ). No entanto, o
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alto teor de lignina e a alta densidade conferem a madeira o potencial para
producéo de carvao.

A folhagem do sabia € nutritiva (até 17% de proteina bruta) e palatavel
(MENDES, 2001; MAIA, 2004). Alguns autores recomendam o uso da forragem
do sabia, na forma de feno, como alimento alternativo para ruminantes no
periodo seco (PEREIRA, 1998; VIEIRA, 2000; FERREIRA et al., 2007).

O sabid é largamente utilizado para a construcdo de cercas vivas,
destaca-se 0 seu emprego na protecdo e delimitacdo de pomares na
citricultura, em especial, as que apresentam grande quantidade de aculeos
(LARANJEIRA, 1997; GARCIA, DUARTE e FRASSETO, 2002).

O sabiazeiro € amplamente utilizado para tutorar plantaces de videiras -
Vitis vinifera nas areas irrigadas do Vale do Rio S&o Francisco (RIBASKI e
LIMA, 1997) e pelo aspecto entouceirado, crescimento rapido e formato de
copa, pode ser empregado no paisagismo em geral (LORENZI, 2000; MAIA,
2004).

Na medicina caseira, a casca do sabia € empregada como cicatrizante
na forma de unguento, e a parte interna da casca € usada para os males
estomacais e das vias respiratérias superiores na forma de chd (ANDRADE,
1989; LIMA, 1996; MENDES, 2001). As flores ganham especial atengéo por
serem meliferas, produzindo mel de alta qualidade (MAIA, 2004).

O sabia ganha destaque como espécie promissora para O
reflorestamento por ser pioneiro e apresentar rapido crescimento (LORENZI,
2000; FERREIRA et al., 2007). Em funcédo do rapido crescimento, as culturas
leguminosas; além das forrageiras e das gramineas, tém sido utilizadas em
programas de recuperacdo de areas degradadas por proporcionar a melhoria
do solo através da deposicdo de matéria organica, reciclagem de nutrientes e
pela capacidade de gerar aporte de N e C (FAVARETTO et al., 2000; SILVA et
al.; 2009).

O sabiazeiro possui a capacidade de associar-se simbioticamente com
bactérias fixadoras de nitrogénio atmosférico, de diversos géneros e espécies
diferentes. A simbiose acorre com varios membros da familia Rhizobiaceae e
atualmente membros de B-Proteobactérias como a Burkholderia sabiae que foi

isolada a partir de ndédulos dessa planta; evidencia que o sabid associa-se
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preferencialmente com bactérias deste género, quando em seu ambiente
natural (ELLIOTT, 2007; CHEN et al., 2007, 2008).

2.4 Rizobio

Rizobios sdo bactérias Gram-negativas encontradas normalmente no
solo, estritamente aerdbias, quimiorganotroéficas, em forma de bastonetes, nédo
formadoras de esporo e com tamanho variando entre 0,5 e 0,9 um por 1,2 a 3,0
pum. A mobilidade dos rizébios é dada por um flagelo polar Unico ou de dois a
seis flagelos peritriqueos (SOMASEGARAN e HOBEN, 1994).

Inicialmente os rizobios foram agrupados em um Unico género
Rhizobium identificado por Frank em 1889; posteriormente; Jordan em 1982
propbs a separacdo taxonbmica baseada na curva de crescimento para
diferenciar os rizobios de crescimento rapido dos com crescimento lento,
respectivamente; Rhizobium e Bradyrhizobium (JORDAN, 1984). Com o
aprofundamento dos estudos novos géneros foram propostos, e atualmente
além de Rhizobium e Bradyrhizobium, os rizobios estdo distribuidos nos
géneros Mesorhizobium (JORDAN, 1984; JARVIS et al., 1997), Sinorhizobium
(Ensifer) (CHEN, YAN e LI, 1988; DE LAJUDIE et al., 1994), Azorhizobium
(DREYFUS, GARCIA e GILLIS, 1988; PERRET et al., 2000; ANDRADE,
MURPHY e GILLER, 2002; WILLEMS et al, 2003a) e Allorhizobium
(SESSITSCH et al.,, 2002). Anteriormente usado para designar bactérias
pertencentes ao género Rhizobium, o termo rizébio vem sendo usado para
todas as bactérias capazes de formar nédulos e fixar nitrogénio em associacéo
com leguminosas (WILLEMS, 2006), incluindo-se, portanto nesta denominacéo,
bactérias dos géneros Methylobacterium (SY et al., 2001), Burkholderia
(MOULIN et al., 2001), Ralstonia (CHEN et al., 2001), Devosia (RIVAS et al.,
2003), Phyllobacterium (VALVERDE et al., 2005), Ochrobactrum (TRUJILLO et
al., 2005), Cupriavidus (BARRETT e PARKER, 2006) e Pseudomonas
(SHIRAISHI, MATSUSHITA e HOUGETSU, 2010).

Tradicionalmente, a classificagcdo fenotipica compreende dados
morfoldgicos, fisioldgicos e bioquimicos que permitem a distingdo de diferentes

taxa. Os géneros de rizobios podem ser diferenciados em meio de cultura

30



(MEDEIROS et al., 2009; LIMA et al., 2009), tendo como parametros o tempo
de crescimento em meio de cultura, reacdo acida ou basica em meio, diametro
de colbnia, producdo de polissacarideos extracelulares (muco), tamanho e
coloracdo da colénia (MELLONI et al., 2006).

A partir da década de 80, a caracterizacdo dos géneros de rizobio
passou a considerar as ferramentas da genética molecular como a hibridizacao
DNA-DNA e o sequenciamento do gene ribossomal 16S DNAr, que em
conjunto com técnicas moleculares mais modernas como a PCR (Reacdo em
Cadeia da Polimerase) levaram a modificacdo, reorganizacédo taxonémica e a
descricéo de novos géneros (WILLEMS et al, 2003b). A sequéncia completa do
gene 16S DNAr, por exemplo, consegue definir a posicdo das bactérias em
nivel de género e, em alguns casos, em nivel de espécie (GARRITY e HOLL,
2001) por ser considerado conservado entre as bactérias, mas a0 mesmo
tempo, suficientemente variavel e com quantidades de informacfes capazes de
revelar relacdes filogenéticas entre as espécies (WEISBURG et al., 1991;
CHUEIRE et al, 2000). Com o auxilio de técnicas moleculares
aproximadamente 30 espécies foram caracterizadas como Rhizobium; entre as
mais recentes estdo Rhizobium giardinii (ZHAO et al.,, 2010) e B.
yuanmingense, (CHANG et al., 2011).

2.5 Fatores que interferem na Fixacéo Biologica de Nitrogénio

A fixacdo biolégica de nitrogénio depende de fatores ambientais que
afetam a sobrevivéncia da planta e da bactéria e de fatores intrinsecos do

processo de simbiose bactéria-leguminosa.
2.5.1 Fatores abioticos

Fatores como acidez do solo, toxidez de aluminio, salinidade e baixa
fertilidade, disponibilidade de N mineral, deficiéncia de nutrientes como fosforo

e molibdénio, temperatura e estresse hidrico sdo determinantes na nodulacéo e
fixacdo de N, por leguminosas (MACCIO, FABRA e CASTRO, 2002; QUAGGIO

31



et al., 2004; MOREIRA e SIQUEIRA, 2006; ARAUJO, 2007; CHAGAS JUNIOR,
OLIVEIRA e OLIVEIRA, 2009).

Solos acidos podem determinar problemas para a planta, a bactéria e
para simbiose (HARA e OLIVEIRA, 2005); com o microssimbionte sendo
geralmente a parte mais sensivel ao efeito do pH. Ha variacbes quanto a
tolerdncia a acidez, porém o pH otimo geralmente fica entre 6,0 e 7,0
(JORDAN, 1984) e poucas crescem bem em pH menor que 5,0 (RODRIGUES,
LARANJO e OLIVEIRA, 2006; ALI et al., 2009). O aluminio, por sua vez, reduz
a atividade das células bacterianas préximo a ocorrer a divisdo celular,
aumentando o tempo de geracdo de células e provocando a queda na
populacdo dos rizdbios; consequentemente observa-se uma baixa frequéncia
de ndédulos. Para as plantas, altos teores de aluminio trocavel prejudicam o
desenvolvimento e a infeccdo radicular pelos rizobios (WATKIN, O'HARA e
GLENN, 2003; JESUS et al., 2005).

Varias causas podem interferir nos passos iniciais da infeccdo
bacteriana no pelo radicular como salinidade (BOUHMOUCH et al., 2005) e
nitrogénio mineral que pode interferir negativamente sobre diversos aspectos
da simbiose leguminosa-rizébio (STREETER, 1988). Quanto a nodulacéo, o
fésforo apresenta um papel importante no metabolismo energético das células
e sua deficiéencia afeta negativamente o status energético dos mesmos
(CHAUDHARY e FUJITA, 1998; STRALIOTTO, 2002), podendo também
reduzir a biomassa do hospedeiro e deste modo comprometer o funcionamento
dos nédulos (FREIRE FILHO, LIMA e RIBEIRO, 2005).

Dentro do processo de fixacédo bioldgica de nitrogénio, o molibdénio (Mo)
€ constituinte da enzima nitrogenase, que € a responsavel pela transformacéo
do N atmosférico em amoénia. Esse elemento também participa do complexo
enzimatico da nitrato redutase, responsavel pela assimilacdo do nitrato pelas
plantas, atuando como doador de elétrons (TAIZ e ZEIGER, 2004). Meschede
et al. (2004), relatam que o molibdénio na forma de molibdato (MoO) tende a
reduzir a sobrevivéncia dos rizobios.

Dos fatores ambientais, as altas temperaturas e o estresse hidrico sao
considerados o0s maiores responsaveis pela auséncia de nodulagdo por
afetarem todos os estagios da simbiose (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006).
Segundo Hungria e Vargas (2000) e Rumjanek et al. (2005), temperaturas
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elevadas podem afetar a sintese da leg-hemoglobina, desnaturar a
nitrogenase, acelerar a senéscencia dos nédulos e reduzir a atividade das

enzimas que assimilam a amonia.

2.5.2 Fatores bioticos

Entre os fatores bidticos destacam-se a presenca de antagonistas como
fungos, bactérias e bacteriéfagos, protozoarios predadores de ndodulos, alta
densidade populacional, competitividade de rizobios nativos e caracteristicas
genotipicas dos simbiontes (FRANCO e NEVES, 1992; THIES, WOOMER e
SINGLETON, 1995; TEIXEIRA, COUTINHO e FRANCO, 1996, KAHINDI et al.,
1997; XAVIER et al., 2006).

Os fatores bibticos sdo especialmente observados na utilizacdo da
técnica de inoculacdo com estirpes rizobianas buscando principalmente a
reducdo nas aplicacdes de fertilizantes nitrogenados. O principal fator limitante
€ a competitividade de rizobios nativos, que constitui uma barreira no
estabelecimento da inoculagdo por concorrerem pela ocupacdo dos sitios de
infeccdo nas raizes das plantas hospedeiras (FRANCO E NEVES, 1992;
SANTOS et al., 2007; MEDEIROS et al.; 2009). Segundo Singleton e Tavares
(1986), valores superiores a 20 rizobios nativos por grama de solo, diminuem o
estabelecimento de rizébios inoculados.

De modo geral, quanto maior a populacao nativa de rizébio, mais dificil é
a introducdo com sucesso da estirpe inoculante (XAVIER et al., 2006). Nesse
sentido, a observacéo de caracteristicas relativas a especificidade é importante
na selecao de estirpes para a obtengcéo de um inoculante que apresente maior
afinidade com a planta hospedeira e que seja capaz de colonizar as raizes
mais eficientemente do que as estirpes nativas (RUMJANEK et al., 2005), uma
vez que o estabelecimento e efetividade da simbiose dependem das
caracteristicas genéticas da planta e da bactéria (KAHINDI et al., 1997; COSTA
et al.; 2011), como comprovado nos estudos de Seetin e Barnes (1977) e de
Gibson (1962) com cultivares de alfafa e Franco et al. (2002) e Xavier et al.

(2006) com cultivares de feijao-caupi.
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2.5.3 Especificidade entre os simbiontes

Dentre os fatores bibticos, as caracteristicas genotipicas do macro e
microssimbionte sdo importantes e influenciam a troca de sinais moleculares,
refletindo nas diferentes respostas em relagdo ao espectro de hospedeiros,
especificidade e eficiéncia simbidtica (HARTWIG, 1998; FRANCO et al., 2002;
XAVIER et al., 2006).

Estudos demonstraram que o gendtipo da planta pode influenciar o
tamanho e a composicdo da comunidade microbiana através dos exsudatos
liberados pelas raizes, que exerce um papel chave no estimulo seletivo dos
micro-organismos (BERGAMASCHI et al., 2007). Devido a diversidade de
compostos e metabdlitos secundarios que compdem os exsudatos radiculares,
as plantas podem enviar um namero bem diverso de sinais que sédo altamente
especificos e possibilitam que os rizébios simbiontes identifiquem seus
hospedeiros (BAIS et al., 2004).

De modo geral € observada uma especificidade na formacdo dos
nédulos pelos rizébios. Algumas bactérias apresentam elevada especificidade
ao hospedeiro, tais como Mesorhizobium huakuii, que s6 nodula com a
leguminosa Astragalus sinicus (CHENG et al.,, 2006) e Bradyrhizobium
japonicum e B. elkanii que estabelecem simbiose com a soja (Glycine max)
brasileira (PAVANELLI e ARAUJO, 2009). A especificidade hospedeira também
foi relatada entre rizobios da espécie Azorhizobium doebereinerae com a
leguminosa Sesbania virgata (syn. S. marginata) por Moreira (2006) e
Florentino e Moreira (2009). Entretanto, existem rizobios que apresentam uma
baixa especificidade pela leguminosa hospedeira, como obsevado por
Fernandes, Fernandes e Hungria (2003) que relatam rizobios capazes de
nodular e fixar eficientemente o nitrogénio atmosférico em guandu (Cajanus
cajan), feijdo-de-porco (Canavalia ensiformis) e feijao-caupi (Vigna
unguiculata). Zilli et al. (2006) e Zhang et al. (2007) também relataram uma
baixa especificidade de estirpes de rizébios com feijdo-caupi.

A existéncia de bactérias diazotréficas que apresentam baixa
especificidade hospedeira também foi observada nos estudos de Granada
(2010) com Desmodium e Fontoura (2008), com Lotus glaber e Lotus

subbiflorus. Baixa especificidade também foi observada por Simon e Proenca
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(2000); Bontemps et al. (2010) e Reis Junior et al. (2010), que observaram
linhagens de mais de um complexo do género Burkholderia na mesma espécie
de Mimosa.

Estudos demonstram que a relacdo de especificidade/promiscuidade
entre hospedeiros e rizobios pode estar relacionada a evolucdo dos pares
simbiontes. O feijao comum (Phaseolus vulgaris), por exemplo, € capaz de se
associar com as estirpes Rhizobium tropici (oriundo da regido setentrional da
América Central) e R.etli (oriundo das regiées andinas na América do Sul), que
apresentam preferéncia em formar nédulos com genatipos de feijoeiro oriundos
da mesma regido, sugerindo um estreitamento da especificidade por terem
sofrido as mesmas pressdes de sele¢cédo local (AGUILAR, RIVA e PELTZER,
2004). O estabelecimento da associacdo entre a sabid, com Burkholderia
sabiae, bactérias oriundas da mesma regido que esta especie de Mimosa,
também sugere a ocorrencia de um maior estreitamento na capacidade de
estabelecer a simbiose entre estes pares (CHEN et al., 2008).

Estudos relacionados a diversidade de rizébios podem levar ao
entendimento da relacdo referente a especificidade e promiscuidade entre
bactérias e hospedeiros e permitir a maximizagdo do processo de FBN pela
selecéo de pares simbontes (XAVIER et al., 2006; BORGES et al., 2007).

2.6 Diversidade de bactérias formadoras de nédulos em leguminosas

O primeiro isolamento de bactérias oriundas de nédulos de leguminosas
foi realizado por Beijerinck em 1888 que classificou estas bactérias como
Bacillus radicola, nome alterado em 1887-1890 para Rhizobium leguminosarum
por Frank (MOREIRA, 2008).

Até o inicio deste século os rizdbios eram classificados nos géneros
Rhizobium, Bradyhizobium, Sinorhizobium, Azorhizobium, Mesorhizobium e
Allorhizobium que pertencem a quatro familias da subordem a-proteobactéria e
eram considerados como Unicas bactérias com capacidade de nodular
leguminosas (WILLEMS, 2006). No entanto dentro do filo a-Proteobacteria
foram descritos 0s géneros Blastobacter (B. denitrificants) isolado a partir de
nodulos de Aeschynomene indica (VAN BERKUN e EARDLY, 2002);
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Methylobacterium (M. nodulans) de Crotalaria spp. (JOURAND et al., 2004);
Devosia (D. neptuniea) de Neptunia natans (RIVAS et al., 2002); Ochrobactrum
(O. lupini) de Lupinus onoratus (TRUJILLO et al., 2005) e espécie do género
Shinella (S. kummerowiae) isolado a partir de Kummerowia stipulaceae (LIN et
al., 2008) apresentando capacidade de nodular leguminosas.

A principal revolugédo da classificacdo taxondmica de rizébio ocorreu a
partir de 2001 quando boa parte das bactérias classificadas como rizébio foram
reclassificadas dentro da subordem [-proteobactéria, género Burkholderia
(MOULIN et al.,, 2001). Posteriormente foi observada a presenca de -
proteobactéria dos géneros Ralstonia (R. taiwanensis) em nodulos de Mimosa
spp. por Chen et al. (2001) e as espécies do género Burkholderia; B. tuberum,
B. phymatum, B. caribensis e B. cepacia foram isoladas de cinco leguminosas
tropicais por Vandamme et al. (2002). Bactérias dos géneros Pseudomonas,
Pantoea, Enterobacter, Escherichia também foram observadas em nédulos de
Hedysarum spp. (BENHIZIA et al., 2004), no entanto, foi detectada
posteriormente a ineficiéncia da nodulacdo destas bactérias (MURESU et al.,
2008).

A fixacdo de nitrogénio aparenta ser comum em Burkholderia, uma vez
que varias espécies desse género tém sido encontradas em associagcdo com
diversas plantas, a exemplo do arroz e cana-de-acucar (BODDEY et al., 2003).
As bactérias do género Burkholderia vém merecendo destaque pela especial
capacidade de nodular espécies de leguminosas do género Mimosa como
destacado nos trabalhos de Barrett e Parker (2005, 2006) com M. casta, M.
Pellita, M. pigra e M. pudica; Chen et al. (2005) em estudos com varias
espécies de Mimosa; Chen et al. (2006) e Elliot et al. (2009) com Mimosa ssp.;
Chen et al. (2007) com M. bimucronata e M. scabrella e Chen et al. (2008) com
isolados de M. caesalpiniifolia.

O numero de espécies de rizébio descritas tem aumentado pelos
inUmeros trabalhos de taxdnomia de bactérias isoladas da raiz de leguminosas,
especialmente as que apresentam importancia agricola como as produtoras de
graos e com espécies nativas de regides tropicais. Estas descobertas indicam
que a diversidade de procariotos capazes de estabelecer simbiose com

leguminosas pode ser muito mais ampla do que o previsto até o momento
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(CHEN et al., 2005; MOREIRA e SIQUEIRA, 2006; MOREIRA et al., 2006;
CHEN et al., 2008; BONTEMPS et al., 2010; REIS JUNIOR et al., 2010).

Este aumento no entendimento da diversidade dos rizobios deve-se
essencialmente a aplicacao de varias técnicas de analise do DNA, como o uso
de marcadores moleculares, amplificacdes de DNA com primers especificos e
andlises de genes ribossomais em estudos de filogenia (KASCHUK et al.,
2006; HUNGRIA et al., 2008).

2.7 Marcadores moleculares

Marcador molecular pode ser definido como todo e qualquer fendtipo
molecular oriundo de um gene expresso ou ainda como uma sequéncia direta
da estrutura do DNA (AVISE, 2004).

Com o advento das técnicas bioquimicas e moleculares, baseadas na
analise de polimorfismo de proteinas e fragmentos de DNA, uma rapida
proliferacdo da utilizacdo de marcadores foi observada. A primeira classe de
marcadores baseava-se no polimorfismo de proteinas, as isoenzimas. Esta
classe de marcadores é bastante utilizada, entretanto como o numero de
sistemas enzimaticos disponiveis para analise é pequeno, a técnica apresenta-
se limitada a alguns estudos (DIAS et al., 2003).

Atualmente existem varias técnicas disponiveis que empregam uma
estratégia particular para deteccdo do polimorfismo no DNA; entre estas podem
ser citadas: RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism - Polimorfismo
do Comprimento de Fragmento de Restricdo), RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA - Polimorfismo do DNA Amplificado Randomicamente), AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism — Polimorfismo de Comprimento de
Fragmentos Amplificados) e Microssatélites (SSR: Single Sequence Repeats —
Sequéncias Simples Repetidas; ISSR: Inter Simple Sequence Repeats —
Sequéncia Simples Repetida Interna) (MARTINS, 2006).

Os RFLPs foram os primeiros marcadores utilizados e evidenciam o
polimorfismo pela fragmentacdo do DNA total através do uso de enzimas de
restricdo e observacdo da hibridizagdo dos fragmentos com sequéncias

homologas de DNA, marcadas com radioatividade ou por compostos que
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desencadeiam uma reacéo de luminescéncia (LOPES et al., 2002; DIAS et al.,
2003).

Com o desenvolvimento da técnica de reacdo em cadeia da polimerase
— PCR surgiram novos marcadores moleculares, destacando-se os marcadores
RAPD; nos quais o polimorfismo é relevado pela amplificacdo de locos através
de iniciadores (primers) compostos de sequéncias curtas de oligonucleotideos;
e 0s AFLP, que se baseiam na amplificacdo de um subconjunto de fragmentos
gerados a partir da digestdo do DNA gendmico com combinacdes de enzimas
de restricdo que clivam o DNA em sitios especificos (VOS et al., 1995; LOPES
et., 2002).

Estes marcadores sao sensiveis, rapidos, relativamente simples e
revelam varios locos dispersos pelo genoma sem exigir conhecimento prévio
da informacdo genética de sequéncias-alvo (MEDEIROS, CARDOSO e
FERREIRA, 2006), como também se observa no uso de marcadores
microssatélites ou SSR (Single Sequence Repeats) que sdo amplificados em
PCR utilizando-se de primers especificos de 20 a 30 bases complementares
que amplificam sequéncias Unicas repetidas (FERREIRA e GRATTAPAGLIA,
1996; HE et al., 2003; MALONE e ZIMMER, 2005).

A utilizacdo destas classes de marcadores moleculares e de suas
variantes tem permitido uma grande evolucdo na andlise de perfis de DNA
(CARRIERO et al., 2002; KUZNETSOVA et al., 2005), na biologia de
conservacao (LI, CHEN e ZHANG, 2005; HAO et al., 2006), na genética de
populacdes (MAMURIS et al., 2002; ZHANG et al., 2007) e em estudos de
filogenia (KOCHIEVA et al., 2006).

2.7.1 Marcadores filogenéticos

Os marcadores sdo considerados uma ferramenta ideal para
conservagcao de recursos genéticos vegetais, fornecendo informacdes Uteis
para a filogenia e melhoramento das plantas (ROUT e MOHAPATRA, 2006).

O genoma vegetal € composto por genoma de origem nuclear,

mitocondrial (DNAmt) e cloroplastidial (DNAcp). Cada um destes genomas
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apresentam caracteristicas Uteis para resolver questbes evolutivas nos
diferentes niveis (WALBOT e CULLIS, 1985; NAHUM, 2001).

O DNA ribossomal (DNAr) € um dos genes nucleares mais utilizados nos
estudos filogenéticos de plantas (BAKER, SCHRIRE e KIN, 2000; CHAW et al.,
2000; MURPHY et al.,, 2003; McMAHON e HUFFORD, 2004). O DNAr
eucariotico esta organizado em tandem, com milhares de cépias no genoma
sendo composto pela subunidade menor (18S) apresentando
aproximadamente 1.800 pares de base com varias regides conservadas e a
subunidade maior (26S). As regifes 18S e 26S sédo separadas pelo DNAr
nuclear 5,8S (JUDD et al., 1999).

Nas analises filogenéticas os introns e espacadores de genes nucleares
de DNAr (ITS) também merecem destaque por serem regides que tendem a
acumular muta¢gdes mais rapidamente. Estas regifes estdo sendo utilizadas em
estudos de niveis taxon6micos mais baixos, em geral, género e espécie onde
existe divergéncia mais recente (DOYLE e LUCKOW, 2003). A regiao ITS
também provou ser de grande utilidade para estudos filogenéticos em niveis
infragenéricos em plantas de vérias familias, devido as suas rapidas taxas de
evolucdo de sequéncias e sitios de flanqueamento dos primers bem
conservados (SHAW el al., 2005; BAUMEL et al., 2002; KRESS et al., 2005;
LEVIN, MYERS e BOHS, 2006). Esta regido possui duas regiées denominadas
de ITS-1, entre 0 18S e o0 5.8S; e ITS-2, entre 0 585 e 0 25-28S. As
caracteristicas tornam estas regides convenientes para a identificacdo
molecular sdo: 1) toda a regido ITS é frequentemente entre 600 a 800 pares de
bases e pode ser amplificada com oligonucleotideos universais; 2) multicopias
naturais de repeticdo de DNAr fazem a regido ITS facil para amplificar
pequenos fragmentos e 3) estudos demonstram que regides ITS sao
frequentemente variaveis entre espécies eucariontes (GARDES e BRUNS,
1993).

O genoma de cloroplasto (DNAcp) também ¢é fonte empregada em
estudos de filogenia por apresentar estabilidade estrutural e devido ou seu
padrdao de heranca e taxa de mutacdo, além de apresentar uma sequéncia
altamente conservada em termos de tamanho, estrutura, conteado e ordem dos
genes (JUDD et al., 2002). O DNAcp € localizada no interior dos cloroplastos

de vegetais superiores e apresenta forma circular com tamanho variando entre
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120 kb a 220 kb (NAHUM, 2001). Tem-se observado o aumento nos estudos
em filogenia molecular nos diferentes niveis taxondmicos, construidas a partir
do DNAcp (BRUNEAU et al.,, 2001; LUCKOW et al., 2003; McMAHON e
HUFFORD, 2004; HASTON, LEWIS e HAWKINS, 2005; SALAMIN et al., 2005).

A maioria das analises filogenéticas relacionadas a plantas usando
genoma de cloroplasto envolve o gene rbcL codificador da subunidade maior
da Rubisco e que possui uma taxa de evolugcédo lenta, apresentando boa
resolucdo ao nivel de familia, para angiospermas (SOLTIS et al., 2000; APG I,
2003; SALAMIN et al., 2005). Entre as regidoes plastidias ndo codificadoras
melhor estudadas nas andlises filogenéticas, encontam-se o intron tnrL e os
espacadores intergénicos tnrL-tnrF (MES et al.,, 2000; HOLT, HOROVAL e
BURES, 2004; LLEDO et al., 2005). A regido do intron do gene trL e o
espacador intergénico trnL-trnF estao entre as cinco regides que provém maior
namero de caracteres potencialmente informativos (SHAW et al., 2005). Deste
modo, essas regides tém sido amplamente utilizadas nas analises filogenéticas
nos mais variados niveis taxonémicos, sendo capaz de detectar variacao inter
e intraespecifica em diversas espécies vegetais (MES et al., 2000; BRUNEAU
et al., 2001; MUSCHNER et al., 2003; LEE e WEN, 2004; HASTON, LEWIS e
HAWKINS, 2005; TSAI et al., 2006).

Marcadores moleculares também sdo utilizados para estudos
taxondmicos e diversidade de micro-organismos. Neste sentido, sequéncias do
gene DNAr 16S sdo de grande utilidade para identificacdo e classificacéo
filogenética de procariontes como apontado nos trabalhos de Sun et al. (2008)
e Thomas et al. (2008) baseados neste gene.

As moléculas de DNA 16S e 23S presentes no ribossomo séao
comumente empregadas na taxonomia de procariotos por serem regioes
conservadas e se enquadram nos conceitos de marcadores filogenéticos
relatados por Piaza (2006). Em bactérias, o operon DNA ribossomal, €&
composto por trés genes conservados funcional e evolutivamente: o gene da
subunidade menor (rrs) 16S RNAr, o gene da subunidade maior 23S RNAr,
compostos por aproximadamente 1.500 e 3000 nucleotideos respectivamente;
e 0 gene 5S RNAr com regides intergénicas 16S-23S DNAr (IGS). As regides
23S DNAr e os IGSs apresentam maior divergéncia entre as espécies, diferindo

quanto a taxa de evolugcdo; com o 23S DNAr contribuindo de forma especial
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para estudos de especiacdo (VINUESA et al, 1998; VAN BERKUM e
FURHMANN, 2000).

A caracterizacao da sequéncia do gene 16S DNAr tem sido amplamente
utilizada e entre as vantagens dessa abordagem, destacam-se a capacidade
de comparacéo dos produtos génicos no contexto evolucionario na sistematica
molecular e a possibilidade de correlacionar a ocorréncia dos genétipos e 0s
ambientes onde séo encontrados (VAN BERKUN et al., 2000; CHENEBY el al.,
2000).

A utilizacdo do gene 16S DNAr tem demonstrado ser confiavel para a
separacdo de géneros e espécies de bactérias (GEVERS et al., 2005) e tem
sido aplicado extensivamente nos estudos de filogenia de rizébios. Segundo
Laguerre et al. (2001), o método de sequenciamento parcial ou total do gene
16S DNAr € um dos mais confiaveis para o agrupamento de estirpes de rizébio.
Chueire et al. (2003), realizaram a classificacdo taxonGmica das estirpes de
rizobios recomendadas para elaborag¢édo de inoculantes nas culturas da soja e
do feijoeiro no Brasil, baseados no sequenciamento do gene 16S RNAr e Elliott
et al. (2009), estudaram as posicoes filogenéticas de varios rizobios que foram
determinadas através da comparacdo de sequéncias dos seus genes 16S
DNAr.

Outras variacdes e combinacfes de métodos estdo sendo utilizadas
para estudar a diversidade e verificar a posicdo taxondémica das bactérias;
alguns deles tém mostrado boa correlacdo com o sequenciamento do gene
16S DNAr, tais como: ARDRA (Amplified Ribossomal DNA Restriction
Analysis); DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis), TGGE
(Temperature Gradient Gel Electrophoresis), PCR-SSCP (Single-Strand-
Conformation  Polymorphism), AFLP  (Amplified Fragment Length
Polymorphism). No entanto, a analise de PCR com oligonucleotideos
especificos REP, ERIC e BOX, destaca-se como um dos métodos que tém
mostrado melhor a posicdo filogenética de bactérias, de forma especial, as
fixadoras de nitrogénio (LAGUERRE et al., 1996; FERREIRA e HUNGRIA,
2002; DEPRET et al., 2004; GRANGE et al., 2007).
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2.7.2 Marcadores fingerprint

Uma das aplicac6es mais Uteis da PCR na classificacdo e identificacdo
de micro-organismos €& a técnica de fingerprint gendémico proposta por
Versalovic, koeuth e Lupski (1991), Versalovic, Schneider e De Bruinj (1994) e
De Bruijn (1992) que utiliza primers complementares de sequéncias de DNA
repetitivas altamente conservadas, e presentes em multiplas copias nos
genomas da maioria das bactérias (RADEMAKER, ARTS e VINUESA, 2005).

Estas sequéncias parecem estar localizadas em distintas posicoes

intergénicas no genoma, e em ambas as orientagdes; sendo REP (Repetitive
Extragenic Palindromic), ERIC (Enterobacterial Repetitive Intergenic
Consensus) e BOX (Box Element) as trés principais familias de elementos
(HUNGRIA et al., 2008). Segundo Selenska-Pobell (1995), as amplificacbes
com os oligonucleotideos dos elementos REP ERIC e BOX, geram padrdes
altamente caracteristicos quando separados em gel de agarose.

Os primers BOX (154 pb) sdo geralmente recomendados por gerar
“‘impressdes digitais” mais robustas e produzir um padréo de fragmentos mais
complexo. O elemento BOX esté subdividido em trés subunidades: box A (54
pb), box B (43 pb) e box C (50 pb), com a subunidade box A parecendo ser
altamente conservada em bactérias. Estes elementos foram, inicialmente,
identificados  em micro-organismos  Gram-positivos  (Streptococcus
pneumoniae), mas logo também provaram utilidade para a tipagem de espécies
Gram-negativas (MARTINS et al., 1992; KOEUTH, VERSALOVIC e LUPSKI,
1995). Segundo Hungria et al. (2008) e Menna et al. (2009), analises por BOX-
PCR resultam em perfis com maior nUmero de bandas e menor custo na
analise, por requerer um Unico primer.

Os primers REP (35-40 pb) geram uma menor complexidade, porém
produzem “impressdes digitais” reproduziveis e que permite a diferenciagcao
dos isolados. As sequéncias REP sédo encontradas em clusters, onde coépias
sucessivas sdo organizadas em orientacdo alternada, com sua analise se
mostrando altamente eficiente para a obtencdo de perfis de bactérias
diazotréficas endofiticas ou associativas (ALBINO et al., 2006; TORRES et al.,
2008).
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Entre as trés metodologias, o conjunto de primers para o ERIC (124-127
pb) é o mais sensivel a contamina¢gfes durante a reacdo de PCR, entretanto
gera padrdes de bandeamento altamente discriminatério (RADEMAKER e DE
BRUJN, 1996). Este elemento pode ser amplificado com um Unico primer ou
com um par de primers denominados ERIC1 e ERIC2, estabelecendo-se como
uma metodologia util para tipificacdo de genomas bacterianos com grande
poder discriminatério e de reprodutibilidade (VERSALOVIC, 1991; LUZZARO et
al., 2001; SILBERT et al., 2004; AGARWAL et al., 2002).

A aplicacdo dos trés elementos a uma amostra aumenta o poder de
discriminagdo da técnica, fato que tem sido evidenciado em estudos de
diversidade genética com bactérias diazotroficas (ALBINO et al., 2006;
HUNGRIA et al., 2008; TORRES et al., 2008).

Abordagens polifasicas combinando informacdes genéticas através da
utilizacao dos elementos BOX, REP e ERIC e de sequéncias de genes como 0
16S, aliados a aspectos fenotipicos e fisioldgicos; sdo usadas para melhorar a
precisdo da discriminacdo genética e tém provado serem Uteis em pesquisas
de diversidade de rizébios (LOUWS et al., 1994; DE BRUIJN et al., 1996;
HUNGRIA et al., 2000, 2006; MOSTASSO et al., 2002; GEVERS, 2005; PINTO
et al, 2007; REIS JUNIOR, 2010).

2.8 Métodos de analises de filogenia e diversidade

Para estudos de filogenia e diversidade existem analises fenéticas e
cladisticas que sdo usadas para a construcdo de arvores através de dados
obtidos pela utilizacdo de marcadores moleculares (EMYGDIO et al., 2003).
Para as andlises fenéticas que utilizam medidas de distancia ou similaridade
genética, destaca-se o algoriimo UPGMA (Agrupamento Pareado ndao
Ponderado Baseado na Média Aritimética). Este método € utilizado em
trabalhos de diversidade, pricipalmente com populacdes silvestres e considera
as médias aritiméticas das medidas de dissimilaridade evitando a
caracterizacao por valores extremos entre os individuos considerados (CRUZ e
ARNEIRO, 2003). Dentro do método de agrupamento UPGMA podem ser
considerados coeficientes de similaridade, sendo os mais utilizados o

coeficiente de Simple Matching (SM) e o coeficiente de Jaccard (J). Estes
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coeficientes sdo definidos pela razdo entre as concordancias positivas e
negativas e o conjunto total das variaveis; com o coeficiente de Simple
Matching (SM) considerando as concordancias positivas e negativas e 0
coeficiente de Jaccard (J) considerando apenas as concordancias positivas
(GAIA et al., 2004).

Nas analises cladisticas podem ser produzidas arvores para cada
carater. O método de maxima parcimbnia para analise cladistica, indica a
melhor arvore por requerer o menor numero de mudanca e os métodos de
maxima verossimilhanca e inferéncia bayesiana apontam a arvore considerada
como mais provavel estatisticamente (MAROUELLI, 2009). Comparada a
métodos tradicionais de andalises de dados moleculares para estudos de
filogenia como parciménia, maxima verossimilhanca e Neighbour-Joining, a
estatistica bayesiana é relativamente nova e bastante interessante por gerar
tanto uma arvore estimada, quanto o grau de incerteza de cada grupo que
compbe a éarvore. A estatistica bayesiana é altamente relacionado com a
verossimilhanca, sendo a hipotese O6tima aquela que apresenta maxima
probabilidade posterior que é dada pela verossimilhanca multiplicada pela
probabilidade a priori desta hipétese (ANDRADE et al.,, 2007).0 método
numérico utilizado para estimar a probabilidade posterior € o algoritmo de
Monte Carlo via Cadeia de Markov (MCMC) por ser capaz de gerar amostras
aleatérias de uma distribuicdo de interesse sendo a distribuicdo posterior na
inferéncia filogenética (HOLDER e LEWIS, 2003).
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RESUMO
O sabiad (Mimosa caesalpiniifolia Benth.) € uma das espécies arbéreas nativas

mais importantes do semiarido brasileiro por apresentar multiplo uso, mas néo
existem relatos de pesquisas sobre a diversidade genética desta espécie. Este
trabalho teve como objetivo avaliar filogeneticamente plantas de sabia de areas
nativas ou implantadas em trés estados brasileiros usando a regido espacadora

nao codificante atpB-rbcl do genoma cloroplastidial. Folhas de arvores

66



visualmente representativas foram coletadas em Crato-CE, Gravata-PE,
Itambé-PE, Mossoro-RN e Serra Talhada-PE. A extracdo do DNA gendmico foi
realizada com kit comercial e para as amplificacbes da regido intergénica do
genoma cloroplastidial foi utilizado o par de primers atpB-rbcL. Os produtos da
amplificacdo foram sequenciados e usados para estimar a filogenia por
Inferéncia Bayesiana. As amplificacbes com os espacadores intergénicos atpB-
rbcL apresentaram produtos com aproximadamente 1500 pb em 73 dos 100
acessos de sabia, nenhum dos quais agrupou com as sequéncias referéncias
encontradas no NCBI. Os acessos CRATO 4 e SERRA TALHADA 20 formaram
um grupo externo indicando que podem ser as mais proximas geneticamente.
A alta taxa de segregacdo influenciou na diversidade dentro e entre as
diferentes areas estudadas e a origem geografica ndo determina a variacao
dos observados nos acessos das plantas estudadas. A escassez de dados de
filogenia molecular para sabia revela a necessidade da utilizacdo de outros
marcadores moleculares para estimar a diversidade, filogenia e as diferencas

taxondbmicas de Mimosa.

Palavras-Chave: Leguminosa, genoma de cloroplasto, gene rbcl, inferéncia

bayesiana, filogenia.

ABSTRACT
Sabia (Mimosa caesalpiniifolia Benth.) is one of the most important native trees

of the Brazilian semi-arid due to its multiuse, but there are no research reports
on its genetical diversity. This work aimed to phylogenetically evalute sabia
plants from native or implanted areas in three brazilian states using the non-
codifying region atpB-rbcL of the chloroplast genome. Leaves from visually
representative trees were collected at Crato-CE, Gravata-PE, Itambé-PE,
Mossor6-RN and Serra Talhada-PE. Genomic DNA was extracted with a
commercial kit, and th-e intergenic chloropastidial genome was amplified with
atpB-rbcL primers. The amplification products were sequenced and used for
Bayesian Inference philogenetic evaluation. Amplification products had

approximately 1500 bp in 73 of 100 sabia accesses, none of which grouped
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with reference sequences on NCBI. CRATO 4 and SERRA TALHADA 20
formed an external group, indicating they may genetically closer to a Mimosa
ancestor. The high segregation rate affected diversity within and between
studied areas, and did not confirm plant biogeography. The lack of molecular
phylogenetic data for sabia indicates the need to use other molecular markers

to estimate diversity and taxonomical differences on Mimosa

Keywords: legume, chloroplast genome, rbcl gene, Bayesian inference,

phylogeny.

INTRODUCAO

O sabid (Mimosa caesalpiniifolia Benth.) destaca-se entre as
leguminosas na recuperacdo de areas degradadas por fixar nitrogénio em
simbiose com bactérias do género rizébio. Varios trabalhos como os de Franco
et al. (1996), Faria et al. (2002), Chada, Campelo e Faria (2004) e Xavier et al.
(2006), mostram que o0 uso de leguminosas associadas a micro-organismos
apontam resultados positivos na recuperacao de areas degradadas. O sabia é
uma das esséncias florestais nativas mais importantes do semiarido brasileiro
por apresentar multiplo uso como: Mourao, estaca ou tutor; forrageira; ou cerca
viva (MENDES, 1989, 2001; MAIA, 2004; VASCONCELOS, 1989; GARCIA,
DUARTE e FRASSETO, 2002).

Ocorrendo naturalmente nos estados Estados do Rio Grande do Norte,
Piaui e Ceara (RIBASKI e LIMA, 2003), a Mimosa caesalpiniifolia Benth. € uma
espécie pioneira, com alta capacidade de regeneracao e resisténcia a seca
(BALBINO et al., 2010), além de ser encontrada em povoamentos artificiais do
Maranhdo a Bahia (RIZZINI, 1995) bem como em regides Umidas dos Estados
da Paraiba (Brejo Paraibano), Rio de Janeiro (Baixada Fluminense e Planaltos
Fluminenses) e Sdo Paulo (Vale do Paraiba do Sul e Planaltos Paulistas)
(GOMES, 1977; MENDES, 1989). A utilidade dos marcadores moleculares é
dada pelo entendimento da variabilidade genética e do processo de evolucao
de espécies vegetais, por meio de analise comparativa dos genomas, e podem
ser usados de acordo com o objetivo do estudo marcadores obtidos de DNAmt

(mitocondrial) e DNAcp (cloroplastidial) sdo mais apropriados para estudos de
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filogenia entre espécies fortemente relacionadas. As variacbes que ocorrem
nestes genomas, tais como rearranjos (insercdes, delecbes e inversoes),
mutacdes pontuais sdo os caracteres utilizados para o estudo filogenético. A
utilizacdo de distintos genes permite maior confianca pelo conhecimento de
regides que evoluiram em diferentes taxas e, portanto, a utilizacdo para
diferentes propdsitos para filogenia molecular (QIU et al, 1999, NEIGEL e
AVISE, 1993; ARRIEL et al.,, 2009). No caso de marcadores baseados em
analises de sequéncias pode-se chegar a estudos de espécies com alto nivel
de divergéncia evolucionaria. Ao mesmo tempo, estes marcadores sao
utilizados para andlises de espécies ou acessos em qualquer nivel e sua
flexibilidade para detectar a existéncia de diferentes genes ou regides génicas
pode ser apropriada para estudos filogenéticos.

Estudos recentes vém revelando uma variacdo genética entre
populacdes com base no genoma do cloroplasto que evolui geralmente muito
lentamente tornando-se interessante para avaliar relagcdes filogenéticas entre
géneros, familias ou niveis ainda mais elevados ou em sequéncias especificas
como espacadores ndo codificante entre tRNAs de DNA cloroplastial
(DEMESURE, SODZI e PETIT, 1995; DEMESURE, COMPS e PETIT, 1996;
MORT et al., 2007; KAREHED et al., 2008; LEVIN, BLANTON e MILLER,
2009). Alguns primers universais para a amplificacdo de espacadores de regido
nao codificante do genoma de cloroplastos vem sendo estudado por varios
autores (TABERLET et al.,, 1991; DEMESURE, SODZI e PETIT., 1995;
DUMOLIN — LAPEGUE, PEMONGE e PETIT, 1997). Um par de primer
universal descrito por Chiang, Schaal e Peng (1998) abrange os genes de uma
regido espacadora ndo codificante entre a subunidade grande da ribulosel-5
bifosfato-carboxilase (rbcL) e da B-subunidade do ATP-sintase cloroplastidial
(atpB). Estes espacadores sao ricos em nucleotideos AT e, portanto tem uma
fraca limitacdo funcional e em consequéncia desta caracteristica este
espacador estd evoluindo rapidamente jA que eventos de insercdo e delecao
Sdo comuns nesta regiao espacadora. Autores como Golenberg et al. (1993),
Manen, Natali e Ehrendorfer (1994), Natali et al. (1995) e Savolainen et al.
(1994); demonstraram que estes espacadores sdo excelentes para a avaliacao
filogenética tanto ao nivel de espécies ou estudos populacionais e que podem

ser usados para um amplo nimero de plantas desde briéfitas a angiospermas.
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Uma das analises para estimar a filogenia, € a inferéncia Bayesiana, que
consiste em um método estatistico altamente relacionado com a méaxima
verossimilhanca (MV). Segundo Felsentein (1981), a MV avalia a hipotese da
histéria evolucionaria em termos de probabilidade de que um modelo proposto
e a historia hipotética originariam um conjunto de dados. A superposicao é que
a historia com maior probabilidade de alcancar o estado observado é preferida
a histéria com menor probabilidade. Neste caso, 0 método procura a arvore
com maior probabilidade ou mais verossimil. Enquanto que a hipotese 6tima
para Bayesiana é a que apresenta a maxima probabilidade posterior, que é
estimada a partir de um modelo evolutivo previamente selecionado. A
probabilidade posterior para a hipotese é dada pela verossimilhanca
multiplicada pela probabilidade a priori desta hipétese. Este valor pode ser
interpretado  como sendo a probabilidade da arvore estar correta
(HUELSENSBECK et al, 2001; MAROUELLI, 2009).

O objetivo deste trabalho foi analisar filogeneticamente plantas de sabia
de areas nativas ou naturalizadas em trés estados brasileiros utilizando

marcadores de DNA cloroplastidial.

MATERIAL E METODOS

Amostragem

Folhas de 20 plantas consideradas por avaliacdo visual como
representativas de cada area, foram coletadas em mata nativa ou implantada
de sabia (Mimosa caesalpiniifolia Benth.) em marco de 2010 em cinco cidades
de trés estados brasileiros (Anexo I): 1) Gravata (8°16’S), Iltambé (7°24’S) e
Serra Talhada (7°55'48°36’S) em Pernambuco; 2) Crato (7°12°'28°80’S) no
Ceara e 3) Mossoro6 (5°12'31°68’S) no Rio Grande do Norte.

Para a preservacdo do material até a extracdo de DNA, logo apés a coleta
as folhas foram mantidas em tubos falcon de 50 ml com silica gel até completa
desidratacéo, e em seguida levados para o laboratério de Genoma do Instituto

Agrondmico de Pernambuco-IPA.
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Extracdo e Amplificacdo do DNA

200 mg de folha foram maceradas em cadinho e pistilo usando
nitrogénio liquido para a extracdo de DNA usando o Kit Wizard® Genomic DNA
Purification (Promega), conforme recomendacéo do fabricante. A qualidade e
quantificacdo do DNA foram observadas em gel de agarose 0,8% através de
eletroforese em tampao Tris-borato-EDTA/TBE 0,5X com corrente de 100
Volts. As amostras de DNA foram diluidas com agua ultrapura (1:100) e em
seguida armazenadas a -20°C.

Para a amplificacdo por PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase) da
regido espacadora intergénica atpB-rbcL foram usados os atpB (5’- ACA TCK
ART ACK GGA CCA ATA A-3’) e rbcL (5°- AAC ACC AGC TTT RAA TCC AA-
3.

A amplificagéo foi realizada para um volume final de 25 pL usando: 0,3
pl de Platinum® Taq DNA Polymerase, 0,3 mM de cada primer, 10% de
tampdo, 2,5 mM de dNTP’s, 2,5 mM de MgCl, 15,95 uL de &gua ultrapura
autoclavada e 2,0 pL do DNA diluido (1:100). As amplificacbes foram
realizadas em termociclador Biometra® com um ciclo de desnaturacgéo inicial a
94°C por 3 min, seguido de 30 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 45s,
anelamento a 49°C por 1 min e 45s, extensdo a 72°C por 1 min, e um ciclo de
extensdo final a 72°C por 10 min. Uma aliquota de 5,0 pL do produto
amplificado foi observada por eletroforese em gel de agarose 1,5%, a 100
Volts, em tampéao Tris-borato-EDTA/TBE 0,5X corado com 1,25 pL de SYBR
Green, e 2,5 pyL de azul de bromofenol usando como marcador de peso
molecular de 1 Kb (Promega). O gel foi fotografado em fotodocumentador

LPIX-HE através do programa “Lablmagem 1D” da Loccus Biotecnologia.

Purificacdo dos amplicons, sequenciamento de DNA e analise de dados

Os produtos de PCR obtidos passaram por processo de purificacdo no
qual 52 pL de etanol 100% e 3 pL de acetato de amoénia 7,5 M foram
adicionados a 20 pL da reagéo. A amostra foi homogeneizada em vortex por 30
s e centrifugada por 20 min a 13.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e em
seguida foi adicionado 150 pl de etanol 70%, que foi agitado em vortex e
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centrifugado por 5 min a 13.000 rpm. As amostras foram secas a temperatura
ambiente overnight e em seguida ressuspendidas em 20 uL de agua de injecéo
estéril até completa diluicio do DNA amplificado a 4°C overnight e conservadas
a -20°C até o envio para sequenciamento pela Macrogen Inc. (Coréia do Sul)
usando o sequenciador automatico Applied Biosystems ABI PRISM 3730XL
DNA analyzer (96 capilares). A reacéo de sequenciamento foi realizada em um
termociclador MJ Research PTC-225 Peltier Thermal Cycler usando o kit de
sequenciamento Big Dye TM Terminator Cycle com a Polimerase DNA
AmpliTaq (FS enzyme) da Applied Biosystems realizado de acordo com o
fabricante. Os fragmentos foram marcados por fluorescéncia, purificados com
um terminador ndo incorporado usando o protocolo de precipitagdo com etanol.
As amostras foram ressuspendidas em agua destilada e injetada para

eletroforese no sequenciador.

Analise de dados

As andlises filogenéticas Bayesianas foram realizadas com o programa
MrBayes versdo 3.1 (RONQUIST e HUELSENBECK, 2003). Os parametros
foram otimizados através da Cadeia de Markov Monte Carlo (MCMC) para
aproximar a probabilidade posterior da arvore. Foi utilizado o modelo evolutivo
GTR+G, que se mostrou mais adequado baseado no Bayesian Information
Criterion (BIC), implementado no programa jModelTest (POSADA, 2008). A
topologia final foi estimada com 3.000.000 de interagbes usando 5.000 ciclos

descartados e amostrando cada 100 interacdes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As amplificagcbes com espacadores intergénicos atpB-rbcL apresentaram
produtos com aproximadamente 1500 pb em 72 dos 100 acessos de sabia,
enguanto os demais ndao amplificaram. As 72 sequéncias nucleotidicas geradas
neste estudo (regido atpB-rbclL) serdo depositadas no GenBank. As sequéncias

analisadas neste estudo ndo obtiveram homologia no GenBank com nenhuma
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espécie de planta depositada. Motivo pelo qual todas as plantas estudadas néo
se agruparam com as sequéncias das espécies: Mimosa tenuifolia (EU982205);
Mimosa casta (EU811850), Leucaena leucocephala (EU811841), Acacia hockKii
(EUB11867), Mariosousa millefolia (EU811890), Mariosousa dolichostachya
(EU811888) e Acacia nervosa (EU811848) retiradas do NCBI para servir como
referéncia.

A arvore bayesiana apresentou sete grupos (Figura 1). O grupo |, com
probabilidade posterior de 100%, é formado pelas plantas CRATO 4 e SERRA
TALHADA 20. No grupo Il a probabilidade posterior € de 100% e é formado
pelas plantas de Gravata, Serra Talhada e Crato com probabilidades
posteriores dentro do grupo variando de 43 a 100%. Com relag&o ao grupo Il a
probabilidade posterior é de 94%, e a probabilidade encontrada dentro do
grupo é de 76 a 100% com o grupo sendo formado por plantas do Crato,
Itambé, Serra Talhada e as duas de Gravatd (GRAVATA 12 e GRAVATA 15).
O grupo IV é o maior grupo formado e estdo presentes a maioria das plantas,
com excecdo das oriundas de Gravata. As probabilidades posteriores do grupo
IV variaram de 22 a 100%. O grupo V é formado pelos representantes de
diferentes género que apresentam sequéncias ja depositadas no NCBI, e a
probabilidade posterior variou entre 30 a 100%. Neste grupo, 0S espécies
Mimosa tenuifolia e Mimosa casta apresentaram probabilidade posterior de
89%. Era esperado que estas plantas do género Mimosas fossem a rama
principal da arvore e os demais géneros como Leucena, Acacia e Mariosousa
se comportassem como grupo externo. Os nossos resultados demonstram que
as plantas CRATO 4 e SERRA TALHADA 20, podem ser as mais proximos
geneticamente de um ancestral do género Mimosa. O grupo VI, formado por
MOSSORO 14 e MOSSORO 16, e o grupo VIl formado pelas plantas ITAMBE
19, MOSSORO 13 e MOSSORO 19, comportaram-se como um grupo externo.

Apesar da credibilidade destas analises ser garantida pelos seus 95% a
100% de probabilidade posterior, valores que segundo Rannala e Yang (1996),
sdo considerados satisfatérios e significativos para analise de filogenia; a
origem geografica ndo determina a variacdo dos observados nos acessos das
plantas estudadas. Por ser uma planta com alta taxa de segregacgéo, a forma
como foi introduzida nas diversas areas deve ter influenciado na sua filogenia.

Hamrick (1983) obteve conclusbes muito elucidativas para interpretar as
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variacbes genéticas nas espécies associando o tipo de polinizacdo das
espécies com a sua estrutura genética e mostrou que as espécies autégamas
apresentavam um padrdo de estrutura genética inversa ao das plantas
alégamas. Ou seja, como a cultura do sabia esta muito bem estabelecida nos
locais estudados, era de se esperar que houvesse baixa diversidade entre as
plantas de um mesmo ambiente geogréafico e uma alta diversidade em relacao
aos distintos locais, mas observou-se neste estudo uma grande diversidade
independentemente do local e da populacdo estudada. Nos udltimos anos,
pesquisas referentes a genética de populacbes de plantas utilizando DNAcp
tem sido desenvolvidas com maior frequéncia devido ao seu alto grau de
divergéncia evolucionaria e devido ao conhecimento de regides que evoluiram,
poderiamos inferir diferentes taxas dentro do género, entretanto, como foi
utilizado apenas um marcador molecular neste estudo ndo podemos concluir
gue seja verdadeiro, uma vez que, Chiang, Schaal e Peng (1998) estudando a
relacdo filogenética entre género e familia de angiospermas usando espaco
intergénico atpB — rbcL encontrou variacdo entre individuos em uma populagéo
de Pasania e sugeriram que este espacador filogenético pode ser bastante til
para estudos de sisteméatica molecular a nivel de subespécies e em
populacdes. Autores como Shaw et al. (2007) comparando sequécias
gendmicas cloroplastidiais em Tabacco usando os maracdores rpl32-trnL, trnQ-
rpsl6, trnV-ndhC, ndhF-rpl32, atpl-atpH e outros, concluiram que apesar de
haverem trabalhado com tantos marcadores, dependendo da linhagem
taxonémica, cada marcador pode inferir um dado diferente ja que estas regides
cloroplastidiais sdo susceptiveis a fornecer um maior numero de caracteres

para estudos filogenéticos.
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Figura 1: Arvore Bayesiana de consenso de 75 acessos de sabid, oriundos de
cinco municipios nordestinos, gerada pelo programa Mr. Bayes a partir do
sequencimento dos amplicons dos espacadores atpB-rbcL.
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CONCLUSOES

e Nenhuma das sequéncias obtidas pelo marcador molecular da regido
cloroplastidial atpB-rbcL obteve homologia com outras espécies de

plantas.

e O grupo V formado pelas espécies referéncia apresentou uma
probabilidade posterior de 89% e diferentemente do esperando néo se

Mostrou como externo.

e Podemos verificar que de acordo com os resultados que as as plantas
CRATO 4 e SERRA TALHADA 20 sdo mais proximos geneticamente.

e As analises dos dados ndo confirmaram a origem geografica das plantas

estudadas.

e A segregacdo do sabia influenciou na variabilidade genética das 72

plantas analisadas.

e Devido ao alto grau de divergéncia evolucionéria inferida pela analise

bayesiana poderiamos inferir diferentes taxa dentro do género Mimosa.

e O uso de mais marcadores molecular poderia concluir de forma precisa

as diferencas taxondmicas deste género.
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Tabela 1: Caracterizacdo de aculeos dos acessos de sabia (Mimosa
caesalpiniifolia Benth) coletados em cinco cidades de trés Estados do Brasil.

Localidade Legenda

Identificacéo

Descricao

Mossoro
Mossoro
Mossoro
Mossord

Mossoro

Mossoro

Mossoroé

Mossoroé

[també
ltambé

ltambé

ltambé
[també
ltambé

ltambé
[també
ltambé

ltambé
[també
ltambé

ltambé
[també

M4
M5
M6
M9

M12

M13

M14

M16

11
12

14
15
16

I7
18
19

110
111
112

113
114

S1
S2
S3
S4

S12

S13

S14

S16

S41
S42

S43

S44
S45
S46

S47
S48
S49

S50
S51
S52

S53
S54

Sem aculeos
Sem aculeos
Sem aculeos
Com aculeos
(coletado imediatamente fora
da area)

Sem aculeos
(coletado imediatamente fora
da area)

Com Aculeos grandes
(coletado imediatamente fora
da area)

Com poucos aculeos e
pequenos
(coletado imediatamente fora
da area)

Com poucos aculeos e
pequenos
(coletado imediatamente fora
da area)

Com poucos aculeos
Com muitos e grandes
aculeos
Com muitos e grandes
aculeos
Sem aculeos
Sem aculeos
Com muitos e grandes
aculeos
Sem aculeos
Com poucos aculeos
Com poucos e grandes
aculeos
Sem aculeos
Sem aculeos
Com poucos e pequenos
aculeos
Sem aculeos
Com poucos aculeos

Continua na pagina seguinte
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Localidade Legenda Identificacao Descricao
Itambé 115 S55 Com poucos aculeos
Itambé 116 S56 Sem aculeos
Itambé 117 S57 Sem aculeos
Itambé 118 S58 Sem aculeos
Itambé 119 S59 Com poucos aculeos
Itambé 120 S60 Sem aculeos

Serra Talhada S1 S61 Com muitos e grandes

aculeos

Serra Talhada S2 S62 Com aculeos grandes

Serra Talhada S3 S63 Com muitos e grandes

aculeos

Serra Talhada S4 S64 Com muitos e grandes

aculeos

Serra Talhada S5 S65 Com aculeos

Serra Talhada S6 S66 Com muitos e pequenos

aculeos

Serra Talhada S7 S67 Com aculeos grandes

Serra Talhada S8 S68 Com poucos e pequenos

aculeos

Serra Talhada S9 S69 Com muitos e grandes

aculeos

Serra Talhada S10 S70 Com aculeos grandes

Serra Talhada S11 S71 Com poucos e pequenos

aculeos

Serra Talhada S12 S72 Com muitos e grandes

aculeos

Serra Talhada S14 S74 Com muitos e grandes

aculeos

Serra Talhada S18 S78 Com poucos e pequenos

aculeos

Serra Talhada S20 S80 Com poucos e pequenos

aculeos
Gravata G2 S82 Com muitos e grandes
aculeos
Gravata G3 S83 Com poucos e pequenos
aculeos
Gravata G4 S84 Com poucos e pequenos
aculeos
Gravata G5 S85 Com muitos e grandes
aculeos
Gravata G6 S86 Com poucos e pequenos
aculeos
Gravata G8 S88 Com muitos e grandes
aculeos

Continua na pagina seguinte
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Localidade Legenda Identificacao Descricao
Gravata G9 S89 Com poucos e pequenos
aculeos
Gravata G10 S90 Com poucos e pequenos
aculeos
Gravata Gl1 S91 Com poucos e pequenos
aculeos
Gravata G12 S92 Com poucos e pequenos
aculeos
Gravata G13 S93 Com muitos e grandes
aculeos
Gravata Gi14 S94 Sem aculeos
Gravaté G15 S95 Sem aculeos
Gravata G16 S96 Com muitos e grandes
aculeos
Gravata G17 S97 Com muitos e grandes
aculeos
Gravata G18 S98 Com muitos e grandes
aculeos
Gravata G19 S99 Poucos aculeos
Gravaté G20 S100 Sem aculeos
Crato C4 S24 Com pequenos e poucos
aculeos
Crato Cl1 S31 Com pequenos e poucos
aculeos
Crato C12 S32 Com pequenos e poucos
aculeos
Crato C13 S33 Sem Aculeos
Crato Cc14 S34 Com pequenos e poucos
aculeos
Crato C15 S35 Com aculeos
Crato Cl6 S36 Com poucos aculeos
Crato C17 S37 Com aculeos
Crato C18 S38 Com poucos aculeos
Crato C19 S39 Com poucos aculeos
Crato C20 S40 Com pequenos e poucos

aculeos
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RESUMO
A fixacdo do nitrogénio pela simbiose leguminosa-rizobio € uma das principais
fontes de nitrogénio fixado nos ambientes terrestres. O processo ocorre no
interior de estruturas especificas, denominadas de nodulos, onde bactérias
diazotréficas convertem o nitrogénio atmosférico em aménia, depois €
incorporada em diversas formas de N organico para utilizacdo da planta. A

taxonomia das bactérias diazotroficas tem sidomodificada pela utilizagdo em
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conjunto de aspectos fenotipicos, fisiologicos e moleculares. Algumas das
principais ferramentas moleculares para uso taxondmico sdo a amplificacao e
sequenciamento do gene 16S DNAr e o fingerprint genémico usando regides
repetitivas e conservadas de DNA. Este trabalho visa o estudo da diversidade e
da filogenia de bactérias diazotréficas de sabia (Mimosa caesalpiniifolia Benth.)
inoculado com solo de cinco municipios do nordeste brasileiro. As bactérias
foram isoladas, purificadas e caracterizadas morfofisiologicamente. Depois
disso, o DNA foi extraido com kit comercial e a diversidade genética e a
filogenia foram determinadas, respectivamente, com os oligonucleotideos BOX,
ERIC e REP e pela amplificacdo, purificagdo e sequenciamento do 16S DNAr.
A caracterizacdo morfofisiologica dos 47 isolados obtidos criou um
dendrograma em que o isolado PE-GR02 formou uma rama monofilética. Os
fingerprints com BOX, ERIC e REP criaram padrdes distintos, e sua compilacao
criou o dendrograma com mais grupos. As sequéncias de 16S DNAr, quando
comparadas por BLAST com o GenBank, resultaram em identidades genéticas
variando entre 68 e 99% com estirpes de Burkholderia. A arvore filogenética do
16S DNAr construida com estes isolados e estirpes previamente depositadas
no GenBank, recomendadas para producao de inoculantes, confirma que estes
isolados sédo distintos das estirpes previamente depositadas. Os isolados IPA-
PE-MOO01, PE-MO02 e PE-MO04 foram os mais distintos dentro do grupo. A
caracterizacdo morfofisiologica e a compilacédo dos resultados de BOX, ERIC e
REP aumentou o poder discriminatério dos isolados e a comparacdo das
sequéncias do gene 16S DNAr no GenBank confirmaram a preferéncia de
Mimosa por Burkholderia diazotroficas.

Palavras-Chave: Fixagcdo biologica do nitrogénio, rep-PCR, 16S DNAr,
filogenia.

ABSTRACT
Biological nitrogen fixation from the legume-rhizobia symbiosis is one of the

main sources of fixed nitrogen on land environments. This occurs inside specific
structures, known as nodules, where diazotrophic bacteria convert atmospheric

nitrogen to ammonia, later incorporated to several forms of organic nitrogen for
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plant usage. Diazotrophic bacteria taxonomy has been substantially modified by
the joint use of phenotypic, physiologic and molecular aspects. Some of the
main molecular tools for taxonomical use are 16S rDNA amplification and
sequencing and repetitive conserved DNA regions used for genomic
fingerprinting. This works aims the phylogenetic study of diazotrophic bacteria
from sabia (Mimosa caesalpiniifolia Benth) inoculated with soils from five
municipalities of the Brazilian Northeast. The bacteria were isolated, purified
and morpho-physiologically characterized. After that, DNA was extracted with a
commercial kit, and genetic diversity was determined with REP, ERIC and BOX
oligonucleotides and by 16S rDNA amplification, purification and sequencing.
Morphophysiologic characterization of the 47 isolates created a dendrogram,
where isolate PE-GR02 formed a monophyletic branch. BOX, ERIC and REP
fingerprinting presented distinct patterns, and their compilation created the
dendrogram with most groups. 16S rDNA sequences were ca. 1.5 Kb, which
after blasting to GenBank resulted in genetical identities ranging from 68 to 99%
with Burkholderia strains. The 16S rDNA phylogenetic tree constructed with
these isolates and GenBank deposits of strains recommended for inoculant
production confirm these isolates are distinct from the previously deposited
strains. Isolates PE-MOO01, PE-MO02 and PE-MOO04 were the most distinct
within the group. Morphophysiologic characterization and BOX, ERIC and REP
compilation enhanced the discrimination of the isolates, and the 16S rDNA
sequences compared with GenBank confirmed the preference of Mimosa for

Burkholderia diazotrophic bacteria.

Keywords: biological nitrogen fixation, rep-PCR, 16S rDNA, diversity,
phylogeny.

INTRODUCAO

A fixacdo do nitrogénio pela associacao de rizébios com leguminosas €
responsavel pela maior parte do nitrogénio fixado nos ambientes terrestres.
Esta associacdo teve inicio a aproximadamente 58 milh6es de anos e se

confunde com a historia da familia leguminosa (SPRENT, 2008). O processo

87



ocorre no interior de estruturas especificas, denominadas de nodulos, onde as
bactérias convertem o nitrogénio atmosférico em amonia que € incorporada em
diversas formas de N organico para utlizacdo da planta (ARAUJO e
CARVALHO, 2006).

O agrupamento dos rizobios foi inicialmente baseado em caracteristicas
fenotipicas, principalmente na habilidade de nodular algumas leguminosas,
dando origem ao conceito de “grupos de inoculagdo cruzada”. A taxonomia do
rizobio baseada na especificidade hospedeira foi sendo substituida pela
taxonomia numeérica, que se apodia nas caracteristicas bioquimicas, fisiolégicas,
soroldgicas e moleculares (HUNGRIA, VARGAS e ARAUJO, 1997; MELLONI
et al., 2006).

O uso de ferramentas moleculares para a analise filogenética tem levado
a uma revisdo substancial na taxonomia das bactérias fixadoras de nitrogénio
(CHEN et al., 2000; GRANGE e HUNGRIA, 2004; McINNES et al., 2004) tais
como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e o sequenciamento gendmico.
Isto tem levado a modificacdo, reorganizacdo da taxonomia e descricdo de
novos géneros (WILLEMS, 2007).

Atualmente os rizébios estdo distribuidos nos géneros Rhizobium,
Bradyrhizobium (JORDAN, 1984), Mesorhizobium (JORDAN, 1984; JARVIS et
al., 1997), Sinorhizobium (Ensifer) (CHEN, YAN e LI, 1988; DE LAJUDIE et al.,
1994), Azorhizobium (DREYFUS, GARCIA e GILLIS, 1988, PERRET at al.,
2000; ANDRADE, MURPHY e GILLER, 2002; WILLEMS et al., 2003) e
Allorhizobium (SESSITSCH et al., 2002). Além destes; Methylobacterium (SY et
al., 2001), Burkholderia (MOULIN et al., 2001), Ralstonia (CHEN et al., 2001),
Devosia (RIVAS et al.,, 2003), Phyllobacterium (VALVERDE et al., 2005),
Ochrobactrum (TRUJILLO et al., 2005), Cupriavidus (BARRETT e PARKER,
2006) e Pseudomonas (SHIRAISHI, MATSUSHITA e HOUGETSU, 2010)
possuem espécies capazes de fixar nitrogénio atmosférico em ndodulos
formados nas raizes e em caules de plantas hospedeiras, sendo portanto,
também denominados de rizobios (WILLEMS, 2007).

A amplificacdo e sequenciamento do gene 16S DNAr e o fingerprint
usando regides repetitivas e conservadas de DNA; em geral no espaco
intergénico (rep-PCR) s&@o o0s principais responsaveis pelo avanco nas

pesquisas com bactérias diazotroficas. Os estudos com o gene 16S DNAr
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foram iniciados por Carl Woese, que relatou este gene como marcador
molecular para estudos filogenéticos por ser uma regido bastante conservada
no genoma de procariontes (ATLAS e BARTHA, 1998). A utilizagdo do gene
16S DNAr revolucionou o campo da ecologia microbiana, e com seu uso, €
possivel investigar e determinar posicoes filogenéticas de comunidades
bacterianas (LUDWIG et al., 1997; HENTSCHEL et al., 2002), em nivel de
género e espécie (GEVERS et al., 2005).

Entre as caracteristicas favoraveis para o uso de genes ribossomais em
filogenia estdo: i) sdo encontrados em todos 0Ss organismos Vivos; ii)
expressam estruturas secundarias altamente conservadas; i) séo
componentes principais da estrutura dos ribossomos e, portanto, abundantes
nas células; iv) posicoes diferentes das sequéncias nesses genes evoluiram
em taxas diferentes, talvez em funcdo destas moléculas serem mais
conservadas evolutivamente em todos os seres vivos e terem um papel
funcional no sistema de processamento de informacgdes visto que este papel,
deve ter sido bem estabelecido nos primeiros ancestrais comuns de Bactéria,
Arquea e Eucaria. Os genes 16S DNAr que codificam mais de 21 proteinas e
gue estdo na subunidade menor ribossomal presente em todos 0s organismos,
fazem parte de um ancestral comum e acredita-se que estes genes nao se
submetem a transferéncia lateral de gene entre espécies e devido a estas
unidades funcionais, bem como aos dominios altamente conservados das
sequencias de DNAr mas intercalados com regides bastante variaveis, fizeram
com que as sequéncias do gene 16S DNAr passasem a ser consideradas
como excelentes escolhas para comparar organismos e inferir filogenias.
(VANDAMME et al., 1996; MARTINEZ-ROMERO e CABALLERO-MELLADO,
1996; PACE, 1997; VAN BERKUM et al., 1998; GARRITY e HOLT, 2001).

A técnica de rep-PCR é empregada no estudo da diversidade das
bactérias diazotréficas e se da através da amplificacdo de regides altamente
conservadas e repetivas do genoma bacteriano utilizando trés
oligonucleotideos especificos: BOX, ERIC e REP (LUPSKI e WEINSTOCK,
1992; VERSALOVIC, KOEUTH e LUPSKI, 1991; VERSALOVIC et al., 1994). A
amplificacdo das sequéncias repetidas do DNA pela técnica de PCR
proporciona a formacédo de perfis eletroforéticos que promovem a chamada

impressao digital do organismo (fingerprint). Esta metodologia tem sido
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empregada no estudo da diversidade intra-especifica de rizdbio, fazendo a
distincdo de estirpes muito proximamente relacionadas (FERNANDES,
FERNANDES e HUNGRIA, 2003; CHUEIRE et al., 2000).

Diversos estudos tém empregado e destacado uma abordagem
polifasica de caracterizacdo e identificacdo de rizobios, avaliando tanto as
caracteristicas culturais e bioquimicas como as caracteristicas moleculares,
integrando técnicas que até poucos anos eram consideradas divergentes
(GEVERS et al. 2005; GUEDES et al., 2008).

Este trabalho teve como objetivo estudar a diversidade e a filogenia
bactérias diazotroficas obtidas através da inoculagdo em plantas-isca de sabia
(Mimosa caesalpiniifolia Benth.) com solos coletados em cinco municipios do

nordeste brasileiro.

MATERIAL E METODOS

Amostragem

Amostras de solo compostas foram coletadas em margo de 2010 em cinco
minicipios de trés Estados do nordeste do Brasil (Anexo II): 1) Gravata
(8°16’S), Itambé (7°24’'S) e Serra Talhada (7°55'48°36’S) em Pernambuco; 2)
Crato (7°12’28°80’S) no Ceara e 3) Mossoré (5°12’31°68’S) no Rio Grande do
Norte.

Apds a coleta, 100 g do solo foram mantidas em refrigeracdo até sua
utilizacdo como indculo das plantas-isca de sabia para a obtencéo de rizobios
nativos em casa de vegetacdo. Além disto, uma amostra de solo de cada
regido estudada foi submetida a analise de fertilidade no laboratério de
Fertilidade do Solo da UFRPE (Tabela 1) segundo Barreto, Paula e Duarte
(1997).
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Tabela 1: Caracterizagdo quimica dos solos de Crato, Gravata, Itambé, Mossoro e
Serra Talhada.

Solo pH P Na®* K ca”Mg? ca™ AI"*®* H+Al CO MO

(4gua-1:25) (mg.dm®) e (cmole.dm®)----mmmmmeeee e g.kg-----
Crato 513 7 0,03 0,40 15,00 115 0,10 550 12,46 21,47
Gravata 441 8 0,02 0,15 2,75 1,35 1,15 8,86 17,62 30,38
Iltambé 4,69 7 0,04 0,28 7,26 400 0,75 9,68 29,15 50,28
Mossoré 6,15 10 0,04 0,25 7,25 4,05 0,00 3,9 577 9,95
Serra Talhada 5,56 6 0,02 0,56 6,80 3,80 000 522 759 13,09

Obtencéao de rizobios nativos

Sementes de sabia foram desinfestadas com hipoclorito a 2% por 2 min
e posteriormente lavadas duas vezes em agua destilada autoclavada. Em
seguida, as sementes foram escarificadas por 10 min em agua a 70°C e
colocadas para germinar em bandeja com areia lavada autoclavada. As
sementes foram mantidas sob iluminagdo artificial e umidecidas com &gua
autoclavada até que as plantulas fossem transplantadas para casa de
vegetacao.

Para a infeccdo das plantulas foram usados vasos de Leonard contendo
uma mistura de areia lavada e vermiculita na propor¢do de 1:2 (v:v), com
solucdo nutritiva de Hoagland sem N a 0,1% de concentragdo (HOAGLAND e
ARNON, 1950). Os conjuntos foram autoclavados a 120°C e 1 atm por uma
hora.

As plantulas de sabia com 20 dias ap6s a germinacdo (DAG) foram
transplantadas para os vasos de Leonard e inoculadas adicionando-se 5 g do
solo refrigerado. Foram utilizadas 10 repeticbes para cada localidade e cinco
repeticbes do controle negativo, sem inoculagdo com o solo. Aos 60 DAG foi
realizada a coleta dos nodulos e colocados em tubos de polipropileno estéreis

de 50 ml, contendo silica gel e armazenados até o isolamento.
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Isolamento e caracterizagédo cultural dos rizébios

Os nodulos secos foram hidratados com agua estéril durante 12 horas e o
isolamento foi realizado usando a metodologia padréo, conforme descrita por
Hungria (1994). Primeiramente os nddulos foram esterilizados com alcool 100%
durante 30 s (surfactante), depois 2 min. em hipoclorito de sodio a 5% e
lavados com agua destilada estéril até retirar todo o odor do hipoclorito. Cada
nédulo foi rolado em 1/3 da placa de petri com meio YMA (VINCENT, 1970)
com vermelho congo e depois macerado em placa de petri estéril e repicado
nos outros 2/3 da placa que foram posteriormente mantidas em camara BOD a
28°C até aparecimento das col6nias. Foram realizadas trés purificacdes de
cada isolado em meio YMA com azul de bromotimol até obteng&o da colbnia
pura. Neste meio foi observada a capacidade de alcalinizacdo e acidificacao de
cada isolado. Também foram observadas as caracteristicas culturais de cada
isolado como: tempo necessario para o aparecimento de uma colénia; pH do
meio apO0s o crescimento celular; tamanho, forma, borda, aparéncia e
transparéncia da colbnia; coloragdo; elevacao; quantidade e elasticidade do
muco produzido pelas células.

Extracdo de DNA e PCR

Para a extracdo do DNA gendmico, as bactérias foram cultivadas em 5,0
mL de meio de cultura TY liquido (BERINGER, 1974) e incubadas a 28°C, em
agitador tipo shaker, sob agitacdo de 200 rpm durante 24h. Uma aliquota de
1,0 mL da suspenséao de células foi transferida para tubos de polipropileno de
1,5 mL, sendo centrifugados por 3 min a 13.000 rpm. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado foi utilizado para extragcdo do DNA utilizando-se o kit
Wizard® Genomic DNA Purification (Promega), conforme recomendacao do
fabricante. Apds a extracdo, a pureza e integridade do DNA foram verificadas
por eletroforse em gel de agarose 0,8%. As amostras de DNA foram diluidas
com &agua ultrapura autoclavada, a 1:100 (30 a 50 ng) e em seguida

armazenadas a -20°C.
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Para amplificacdo dos elementos rep-PCR foram utilizados os
oligonucleotideos REP-1 (5'-1lll CGI CGI CAT CIG GC-3’) e REP-2 (5’-ICG ICT
ATC IGG CCT AC-3’), ERIC-1(5-ATG TAA GCT CCT GGG GAT TCA C-3') e
ERIC-2 (5-AAG TAA GTG ACT GGG GTG AGC G-3’), BOX-A1R (5-CTA CGG
CAA GGC GAC CGC TGA CG-3). As reacdes de amplificacdo foram
realizadas em um volume final de 10 pyL usando: 5,0 ul de GoTaq Colorless
Master Mix (Promega), 0,4 mM do primer, 2 yuL de agua ultrapura autoclavada e
100 ng do DNA gendmico. As amplificacdes foram realizadas em termociclador
Biometra® com as seguintes condi¢des: um ciclo de desnaturacéo a 95°C por 7
min, seguido de 35 ciclos de desnaturacao a 94°C (BOX e REP) e 30 (ERIC)
por 1 min, anelamento 55°C (BOX), 52°C (ERIC) e 40°C (REP) a 1 min,
extensdo a 65°C por 8 min e um ciclo de extenséo final de 16 min a 72°C.

Os produtos finais das reac¢des foram analisados por eletroforese em
géis de agarose 1,5%, em tampdo Tris-borato-EDTA / TBE 0,5X, a 90 Volts,
corado com 1,25 pL de SYBR Green, e 2,5 puL de azul de bromofenol, com
determinacao do tamanho do produto utilizando o marcador molecular de 1 Kb
(Promega) e a visualizacdo e documentacdo das amplificacdes foram
realizadas em fotodocumentador LPIX-HE usando o programa “Lablmagem 1D”
da Loccus Biotecnologia.

Para amplificacdo do gene 16S DNAr usando a técnica de PCR foram
utilizados os oligonucleotideos iniciadores fD1 (5'-AGA GTT TGA TCC TGG
CTC AG-3’) e rD1 (5'-AAG GAG GTG ATC CAG CC-3) (WEISBURG et al.,
1991). As reacdes de amplificacdo do 16S foram realizadas em um volume final
de 25 pL usando: 12,5 yl de GoTaq Colorless Master Mix (Promega), 1,0 uM do
primer fD1, 1,0 uM do primer rD1, 8,5 pL de agua ultrapura autoclavada e 2,0
UL do DNA diluido. As amplificacbes foram realizadas em termociclador
Biometra® programado para as seguintes condi¢cdes: um ciclo de desnaturacao
inicial a 94°C por 2 min, seguido de 30 ciclos de desnhaturacdo a 94°C por 1
min, anelamento a 60°C por 2 min, extensdo a 72°C por 1 min e extensao final
de 10 min a 72°C. Uma aliquota de 5,0 pL produto final da PCR foi analisada
por eletroforese em gel de agarose 1,5%, a 100 Volts, em tampéao Tris-borato-
EDTA / TBE 0,5X corado com 1,25 uL de SYBR Green, e 2,5 uL de azul de
bromofenol. Os tamanhos dos produtos de PCR foram determinados utilizando

o marcador molecular de 1 Kb (Promega). Os géis foram documentados em
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fotodocumentador LPIX-HE usando o programa “Lablmagem 1D” da Loccus

Biotecnologia.

Purificacdo dos amplicons, sequenciamento de DNA

Como preparacao para a reacado de sequenciamento da regido 16S, foi
realizada uma etapa de purificacdo; na qual foi adicionado 52 pL de etanol
100% e 3 pL de acetato de amonia 7,5 M em um volume final 20 puL do produto
amplificado. A amostra foi homogeneizada em vortex por 30 s e levada a
centrifugacédo por 20 min a 13.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e em
seguida foi adicionado 150 pl de etanol 70% com posterior centrifugagao por 5
min a 13.000 rpm. As amostras foram secas a temperatura ambiente por
aproximadamente 40 min e em seguida ressuspendidas em 20 pL ultrapura
autoclavada, sendo armazenadas a 4°C por 1h e posteriormente a -20°C até o
envio para sequenciamento no Laboratorio de Sequenciamento da Macrogen
na Coréia do Sul. O sequenciamento foi realizado usando o sequenciador
automatico Applied Biosystems 3730XL DNA analyzer (96 capilares). A reacéo
de sequenciamento foi realizada em um termociclador MJ Research PTC-225
Peltier Thermal Cycler usando o kit de sequenciamento Big Dye TM Terminator
Cycle com a Polimerase DNA AmpliTaq (FS enzyme) da Applied Biosystems
realizado de acordo com o fabricante. Os fragmentos foram marcados por
fluorescéncia, purificados com um terminador ndo incorporado usando o
protocolo de precipitacdo com etanol. As amostras foram ressuspendidas em
agua destilada e injetada para eletroforese no sequenciador.

ANALISES

Caracteristicas morfofisioldgicas e elementos BOX, ERIC e REP

As caracteristicas morfofisiolégicas foram transformadas em uma matriz
binaria bidimensional com auséncia (0) e presenca (1) para as caracteristica

observadas (Tabela 2).

94



Tabela: Valores relativos as caracteristicas culturais dos isolados utilizados na
construcdo do dendrograma de similaridade.

Caracteristicas Culturais Intervalo de Valores atribuidos para a construcéo do
Observacéao dendrograma

Tempo de aparecimento da coldnia 22a44h >22h=0/<22h=1
pH 22a44h Acido = 0/Alcalino = 1
Tamanho 22a44h <1mm=0/>1lmm=1
Forma da colbnia 22a44h Circular = O/lrregular = 1
Borda 22a44h Lisa = 1/Irregular =0
Aparéncia 22a44h Homogenea = 1/Heterogénea = 0;
Transparéncia 22a44h Opaca, transparente = O/Transllcida = 1
Cor 22a44h Amarela, creme e branca = 1/Indeterminado = 0
Elevacéo 22a44h Achatada = 1/Cuapula = 0
Muco 22a44h Ausente, pouco = 0/Intermedidrio, muito = 1
Elasticidade do muco 22a44h Ausente = O/Presente = 1

Os perfis de bandas no gel foram transformados em uma matriz binaria
bidimensional, de auséncia/presenca. O agrupamento foi realizado pelo
programa NTSYS-pc 2.1 usando o algoritmo UPGMA. A matriz foi computada
pela similaridade dos dados quantitativos (SIMQUAL) (SOKAL e SNEATH,
1963), com algoritmo de agrupamento SAHN — Sequential agglomerative
hierarical nested cluster analysis, para elaboracdo da arvore filogenética e a
formacdo do grafico (SNEATH e SOKAL, 1973). O algoritmo usado para
converter a arvore matriz em um dendrograma foi o Tree Plot (ROHLF, 1975) e
o coeficiente de Simple Matching (SM) para os perfis dos elementos rep-PCR e
coeficiente de Jaccard (J) para as caracteristicas morfofisioldgicas foram
usados, visto que sdo Uteis para valores binarios realizados para informacdes

de igualdade (simetria).

16S DNAr

A analise para verificar a qualidade das sequéncias do gene 16S DNAr
geradas foi realizada pelo programa Chromas v. 2.33. Todas as sequéncias
dos isolados foram alinhadas juntamente com as sequéncias de referéncia
obtidas no NCBI realizada pelo programa BioEdit v.7.0.9.0 usando o programa
Clustalw. A matriz foi convertida pelo programa de Analise Genética de
Evolugdo Molecular MEGA v.4.1 (Beta) e as sequéncias nucleotidicas foram
analisadas pelo codigo genético padrdo. A arvore filogenética foi construida
utilizado o algoritmo “Jukes-Cantor” (JUKES e CANTOR, 1969) e o método de
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construgéo de filogramas foi o “Neighbor-Joining” (NJ) (SAITOU e NEI, 1987),
usando-se o teste de filogenia Bootstrap com 1000 repeticdes e delecdo

pairwise.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacdo morfofisiolégica dos isolados

Foram obtidos 47 isolados, sendo 10 de Gravata, 10 de Serra Talhada, e
9 de cada um dos demais municipios. Todos os isolados receberam o codigo
PE seguidos por letras de identificacdo do municipio e um numero para
diferenciar os acessos do mesmo municipio.

Todos os isolados apresentaram crescimento rapido (Apéndice II).
Mesmo sendo observado o crescimento rapido em todos os isolados 51%
apresentaram reacdo alcalina. A predominancia de bactérias de crescimento
rapido também foi relatada por Leite et al. (2009), Silva et al. (2007) e Medeiros
et al. (2009) em seus estudos utilizando isolados de bactérias noduliferas em
feijdo caupi, porém, todos os isolados estudados por estes autores que
apresentavam crescimento rapido também acidificavam o meio, diferentemente
de nossos resultados. O crescimento rapido de bactérias € mais comum em
regides aridas e segundo Santos et al. (2007), esta caracteristica constitui uma
estratégia de sobrevivéncia, jA que sdo mais tolerantes a seca do que os de
crescimento lento e se multiplicam rapidamente em curto espaco de tempo
umido, o que explicaria sua maior frequéncia nos solos desta regido. A
alcalinizacdo do meio por isolados apresentando crescimento rapido é uma
caracteristica cultural dita como ndo usual para os isolados tradicionais de
rizobios, no entanto espécies com tal caracteristica foram agrupadas por Lima
(2009) dentro da subclasse B-proteobactérias através do 16S DNAr.

O isolado PE-ITO5 apresentou o maior tamanho de colénia com 2,57
mm, enquanto o isolado PE-ST03 apresentou o menor, medindo 0,80 mm.
Forma irregular na colénia foi observada em 42% dos isolados, enquanto 100%

dos isolados apresentaram bordas lisas e uma aparéncia homogénea,
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concordando com Martins et al (1997) que afirmaram que estirpes de rizébio
independente da forma da colbnia, possuem a borda lisa ou inteira.

O isolado PE-GRO02 foi o Unico que apresentou coldnia transparente e 0s
isolados PE-IT03, PE-MO10 e PE-CR08 apresentaram col6nias translicidas.
Os demais apresentaram colénias opacas. Em relacdo a coloracéo,
aproximadamente 76% dos isolados apresentaram colbnia creme, 19%
apresentaram col6nia branca. O isolado PE-ITO3 apresentou coloracéo
amarela e o isolado PE-GR02 nédo apresentou coloracao determinada.

Os isolados PE-GRO01, PE-GR02, PE-ITO7 e PE-IT09, apresentaram
colénias com elevacdo cupula com os demais apresentando elevacdo
achatada. A formacdo de muco foi observada em todos os isolados, exceto o
PE-GRO02, no entanto foi constatada a formacao de fio apenas no isolados PE-
CR10 e PE-ST04. Segundo Hollingsworth et al.(1985), producdo de muco tem
importante funcéo na ecologia dos isolados, uma vez que a producdo de muco
tem sido correlacionada com a adptacao a fatores edaficos e ambientais, como
elevadas temperaturas, elevada concentracdo de aluminio trocavel e longos
periodos de seca. Sinclair e Eaglesham (1984), concluiram que estirpes com
alta producdo de muco foram mais eficientes em fixar nitrogénio atmosférico
que aquelas que produziam colbnias secas sob condi¢fes salinas, uma vez
que essa alta producdo da mucosidade pode representar uma forma de
protecdo da bactéria aos estresses ocorridos.

O dendrograma morfofisiolégico (Figura 1) € formado pelo agrupamento
| que se divide nos subgrupos IA e IB a uma distancia de 70% de similaridade
morfofisiolégica e uma rama monofilética com o isolado PE-GRO02,
comportando como grupo externo. Esta bactéria mostrou algumas
caracteristicas culturais bem diferentes nos seguintes parametros: cor
indefenida, transparéncia translicida, elevacdo cupula e ausente de muco, ou
seja, seca. No subgrupo IA, estdo 29 dos isolados estudados. Sete subgrupos
de similaridade com 100% foram formados e apenas o isolado PE-ST10 com
similaridade de 74% em rama monofilética. Entretanto entre os sete subgrupos
do IA, a similaridade genética variou de 76% a 87%, mostrando que possuem o
mesmo ancestral. No grupo IB, 4 subgrupos foram formados onde estdo
representados isolados das cinco localidades. Neste grupo, os isolados PE-

ST04 e PE-GRO0O7 apresentaram uma similaridade de 100%, assim como 0sS
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isolados PE-MOO04 e PE-STO08, e similaridade de 87% e também apresentaram
similaridade 100% os isolados: PE-ST02, PE-GRO05, PE-ST03, PE-ST09, PE-
CRO09, PE-IT10 e PE-CRO04, e os isolados PE-ST06 e PE-CR07, mas ambos os
grupos com similaridade de 87%. Apesar de apresentar dois grupos, 0S
isolados formaram grupos com uma similaridade de 100% o que nao €
observado nestes isolados quando usamos marcadores moleculares que
diferencia mais estes micro-organismos o que vem a confirmar com Hameed et
al, (2004) que observaram que o estudo das caracteristicas fisioldgicas e
morfologicas revela uma diversidade bastante ampla nos isolados de rizébio,

porém, deve estar relacionado com estudos de DNA.
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Figura 1: Dendrograma das caracteristicas morfofisiologica dos 47 isolados
bacterianos oriundos da cultura do sabia usando o método UPGMA e o
coeficiente de Jaccard (J).
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Fingerprint (REP, ERIC e BOX PCR)

No fingerprint utilizando os elementos BOX, ERIC e REP foram obtidos
perfis complexos com multiplas bandas (Apéndice Il). Os resultados obtidos na
eletroforese foram convertidos em matriz binaria gerando quatro dendrogramas
pelo Algoritmo UPGMA usando o coeficiente de Simple Matching (SM). Dos
quatro dendrogramas formados, trés sdo referentes aos marcadores BOX,
ERIC e REP separadamente e um formado pela compilacdo dos resultados.

Em todos os dendrogramas obtidos pela metodologia rep-PCR foram
admitidas similaridades genéticas a partir de 63% de acordo com Antunes
(2010), que estudou a diversidade genética de isolados de rizébios nativos em
feijao-fava.

Analisando-se o dendrograma formado pelos primers REP (Figura 2)
observou-se a geracdo de até 30 bandas, com peso molecular variando de
5000 a 100 pb. Os isolados formaram quatro grupos e uma rama monofilética,
com o isolado PE-MOO08 que aparece no dendrograma morfofisiolégico como
um isolado com similaridade aos isolados PE-MO10, PE-GR09 e PE-ITO2.
Apesar do isolado PE-GRO02 estar agrupado no segundo grupo com o marcador
REP, mostra-se também como rama monofilética com 79% de similaridade em
relacdo a seis isolados oriundos de Serra Talhada (ST03, ST05, ST07, STO8,
ST09 e ST10). O grupo | apresenta similaridade variando entre 63 a 93% e é
formado por 09 isolados, sendo 07 isolados PE-MO, 01 isolado PE-GR e 01
isolado PE-CR, com alta diversidade genética entre todos os isolados, sendo a
maior similaridade genética de aproximadamente 93% entre os isolados PE-
MOO1 e PE-MOO03. O grupo Il é formado por 22 isolados, sendo 01 isolado IPA-
PE-MO, 10 isolados PE-ST, 04 isolados PE- CR, 04 isolados PE-GR e 03
isolados PE-IT com distancia variando de 66 a 100% de similaridade genética
entre os isolados do grupo. Todos os isolados de Serra Talhada estdo
posicionados no grupo IlI, com os isolados PE-ST08, PE-ST09 e PE-ST10
apresentando similaridade de 100%. Com distancia genética de
aproximadamente 97% a este grupo, destacam-se os outros isolados de Serra
Talhada: ST03, STO5 e STO7. O grupo lll foi formado pelos isolados PE-CR04
e PE-CRO7 que apresentam similaridade de 90%; e a uma distancia genética
de 68% destes isolados posiciona-se o isolado PE-GR10. O grupo IV é
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formado por 12 isolados, sendo 02 isolados PE-CR, 04 isolados PE-GR e 06
isolados PE-IT. Os 06 isolados de Itambé formam um subgrupo com distancia
genética variando entre aproximadamente 73 a 94% e os isolados PE-GROL1 e

PE-GRO0O3 apresentaram a maior similaridade genética dentro do grupo com
96%.
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Figura 2: Dendrograma dos perfis dos produtos obtidos na andlise de
REP-PCR dos 47 isolados bacterianos oriundos da cultura do sabia
em cinco municipios nordestinos usando o UPGMA e coeficiente de
Simple Matching (SM).
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Utilizando-se o0s oligonucleotideos ERIC-1 e ERIC-2 (Figura 3),
observou-se a geracdo de até 41 bandas, com peso molecular variando de
4000 a 150 pb, confirmando o alto poder discriminatério deste elemento como
sugerido por Rademaker e De Bruijin (1996). No dendrograma formado por
esses oligonucleotideos, verifica-se a formacédo de cinco grupos e duas ramas
monofiléticas com os isolados PE-GRO07 (V) e PE-GR02 (VII), mostrando mais
uma vez que este isolado é bem divergente aos demais. O grupo | é formado
apenas por isolados PE-MO e PE-ST, sendo dos 17 componentes do grupo, 07
isolados PE-MO e 10 isolados PE-ST. No grupo I, os isolados PE-MOO03 e PE-
MOO5 sao idénticos geneticamente com este marcador. Todos os isolados de
Serra Talhada estdo posicionados no grupo | e formam um subgrupo com
distancia genética variando de 83% até similaridade de 100% entre os isolados
PE-ST03 e PE-ST08. O posicionamento em um mesmo grupo dos isolados de
Serra Talhada também foi observado no dendrograma do marcador REP

O grupo Il é formado por 11 isolados, sendo 01 isolado PE-MO, 02
isolados PE-IT, 03 isolados PE-CR e 05 isolados PE-GR. A maior similaridade
dentro do grupo é de 93% entre os isolados PE-GRO1 e PE-GRO03. O grupo llI
€ composto por 13 isolados, sendo 03 isolados PE-CR, 03 isolados PE-GR e
07 isolados PE-IT. A maior similaridade dentro do grupo € de 96% entre os
isolados PE-ITO3 e PE-IT04, seguidos pelo isolado PE-ITO7 com silimaridade
de 93% em relacdo a estes dois isolados. O grupo IV reuniu os isolados PE-
CRO7 e PE-CR09 que apresentaram 76% de similaridade e o VI é composto
pelos isolados PE-MO10 e PE-CR04 que apresentam similaridade genética de
68%.
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Figura 3: Dendrograma dos perfis dos produtos obtidos na andlise de
ERIC-PCR dos 47 isolados bacterianos oriundos da cultura do sabia
em cinco municipios nordestinos usando o UPGMA e coeficiente de
Simple Matching (SM).
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Nas analises com BOX-PCR usando o oligonucleotideo BOX-A1R
(Figura 4) houve a geracao de até 27 bandas, com peso molecular variando de
5000 a 200 pb. Este resultado contradiz o resultado esperado por Hungria et al.
(2008) e Menna et al. (2009) que indicaram a analise com o elemento BOX
como resultando em perfis com maior nimero de bandas, enquanto nos N0Ssos
estudos este elemento foi responsavel pelo menor numero de padrbes
observados entre os trés marcadores para os 47 isolados.

No dendrograma formado pela analise do elemento BOX foram
formados trés grupos (I, Il e IV) e uma rama monofilética com o isolado PE-
GR10 (I1). O grupo | é composto por 24 isolados sendo 08 isolados PE-MO, 06
isolados PE-GR e 10 isolados PE-ST. O grupo | da analise com o marcador
BOX é o maior grupo formado quando comparado aos grupos obtidos pelos
marcadores REP e ERIC. Neste grupo, assim como nos dendrogramas dos
marcadores REP e ERIC, observa-se o posicionamento de todos os isolados
de Serra Talhada em um mesmo grupo, com os isolados PE-STO01 e PE-ST02;
PE-ST03, PE-ST05 e PE-ST07; PE-ST08 e PE-ST10 formando sub-grupos
com 100% de similaridade. Também é observada no grupo I, uma similaridade
de 100% entre os isolados de Mossor6: MOO01, MO03 e MOO05; MOO5 e MOO02.

Ainda no grupo |, observamos altas similaridades entre os isolados PE-
GRO06 e PE-GRO08 (96%) e entre os isolados PE-MOO07 e PE-ST04; PE-GRO06 e
PE-GRO08 (93% respectivamente). O grupo Il € formado por 14 isolados, sendo
02 isolados PE-GR, 05 isolados PE-CR e 07 isolados PE-IT. Os isolados PE-
CRO04 e PE-CRO07 apresentam similaridade de 100%, assim como os isolados
PE-ITO1 e PE-IT09. Ainda no grupo lll, os isolados PE-CR05 e PE-CR10
apresentam similaridade de aproximadamente 96%. O grupo IV foi formado por
08 isolados sendo 01 isolado PE-MO, 01 isolado PE-GR, 02 isolados PE-IT e
04 isolados PE-CR. A maior similaridade do grupo IV é de aproximadamente
97% observada entre os isolados PE-CR02 e PE-IT08.
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Figura 4: Dendrograma dos perfis dos produtos obtidos na anélise de
BOX-PCR dos 47 isolados bacterianos oriundos da cultura do sabid em
cinco municipios nordestinos usando o UPGMA e coeficiente de Simple
Matching (SM).
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A aplicacéo dos trés elementos a uma mesma amostra aumenta o poder
de discriminagcdo como observado por Hungria et al. (2008), Albino et al. (2006)
e Torres et al. (2008) estudando a diversidade genética de bactérias
diazotréficas. Por isso os resultados das amplificacbes com os marcadores
REP, ERIC e BOX foram agrupados em um dendrograma compilado.

O dendrograma compilado (Figura 5) formou seis grupos e duas ramas
monofiléticas com os isolados PE-GR02 e PE-M0O10. O grupo | do
dendrograma é formado por 18 isolados, incluindo todos os de Serra Talhada,
e oito dos isolados de Itambé. A presenca de todos os isolados de Serra
Talhada no mesmo grupo também observou-se no dendrograma compilado. Os
isolados PE-ST08 e PE-ST10 apresentaram similaridade de 100% e em
relacdo a estes isolados, o PE-ST09 apresentou distancia genética de 96%.
Similaridade genética de 96% também foi observada entre os isolados PE-
ST03 e PE-STO7. Os demais isolados do grupo | apresentaram similaridade
variando entre 67 e 94%.

O grupo Il formou-se pelos isolados PE-CR03 e PE-GRO0O7 que
apresentou similaridade de 68%. O grupo Il ficou formado por cinco isolados
PE-GR com distancia genética variando entre 70 a 92%. Agruparam-se no
grupo IV 01 isolado PE-GR, 02 isolados PE-IT e 03 isolados PE-CR, com
distancia genética variando entre 70 a 88% e com a maior similaridade sendo
observada entre os isolados PE-IT02 e PE-IT08. Os isolados PE-GRO5 e PE-
GR10 formaram o grupo VI e apresentaram similaridade de 64%. No grupo VII
estdo posicionados apenas isolados do Crato e Itambé, 05 isolados CR e 07 IT,
mesmo com distancia de aproximadamente 470 km entre os pontos de coleta.
A maior similaridade genética do grupo é de 94% entre os isolados PE-ITO3 e
PE-ITO4. Os demais isolados apresentam distdncia genética variando entre
67% e 94%.

Nos estudos de Grange e Hungria (2004); Kaschuk et al. (2006) e
Grange et al. (2007), o polimorfismo de perfis de DNA obtidos por rep-PCR
demonstraram grande aplicabilidade para a identificacdo de estirpes de rizébios
e segundo Rademaker et al. (2000), a combinacdo de resultados dos
marcadores REP, ERIC e BOX é evidentemente mais significativo em relacéo
aos dendrogramas separados e apresentam maior consisténcia uma vez que o

namero de amplicons analisados aumenta consideravelmente.
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Figura 5: Dendrograma complilado dos 47 isolados bacterianos
oriundos da cultura do sabid em cinco municipios nordestinos usando

o0 UPGMA e coeficiente de Simple Matching (SM).
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Sequenciamento do gene 16S DNAr

A PCR do 16S DNAr dos 47 isolados bacterianos produziu fragmentos
de bandas em torno de 1,5Kb (Apéndice Il) que correspondeu ao tamanho
esperado em trabalhos reportados previamente por Weisburg et al. (1991) e
Terefework et al. (1998) e serviu para elucidar as posi¢cdes taxondmicas dos
isolados. Estes fragmentos foram purificados e sequenciados e apos
verificagcdo da qualidade das sequéncias foram comparadas no GenBank
através do programa BLAST, conforme Quadro 1. Por terem obtidos reacdes
de sequenciamento ndo satisfatorias, os isolados PE-MOO05, PE-STO05 e PE-
GR10 nao estéo presentes na arvore filogenética.

O agrupamento dos isolados na arvore filogenética baseada no 16S
DNAr (Figura 6) estd de acordo com os grupos formados pelo dendrograma
compilado dos marcadores BOX, ERIC e REP. No entanto, 0 mesmo n&o
ocorre com o dendrograma das caracteristicas morfofisiolégicas e o0s
resultados sdo bem diferentes no caso dos grupos de isolados da regido de
Gravata, Itambé, Crato e Serra Talhada. Apenas o grupo de Mossord
apresentou comportamento semelhante em relacao as analises de 16S DNAr,
fingerprint e morfofisiolégicas, mostrando-se bastante diferentes uma das
outras. Os isolados de uma forma geral apresentaram identidade variando
entre 68 até 99% com estirpes do género Burkholderia e com sequéncias de
clones de bactérias ndo cultivadas. As descric6es de espécies de Burkholderia
em associacdo simbidtica com leguminosas por Chen et al. (2003, 2005a,b),
Barrett e Parker (2005, 2006) e Andam, Mondo e Paker (2007) alteraram a
percepcao da diversidade taxondmica de simbiontes de leguminosas. O fato de
todos o0s isolados apresentarem identidade com estirpes do género
Burkholderia mesmo sendo oriundos de ambientes geograficamente distintos
confirma os estudos de Bontemps et al. (2010), que identificaram Burkholderia
como sendo o principal simbionte do género Mimosa no Brasil; e evidencia que
o sabid (Mimosa caesalpiniifolia Benth.) associa-se preferencialmente com
bactérias deste género como havia sido verificado por Menna et al. (2006) e
Chen et al. (2008).

O alinhamento das sequéncias dos isolados mais as estirpes

reconhecidas como Bulkholderia sabiae, Unclutured Burkholderia sp. B.
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xenovarans, B. andropogonis, Uncultured Bradyrhizobium, B. japonicum, B.
galegae, Sinorhizobium meliloti, Rhizobium etli bv. mimosae oriundas do banco
de dados de genes (GenBank- National Center for Biotechnology Information -
NCBI) foram usadas para analise filogenética. Os resultados observados
mostraram que apenas os isolados PE-MO10 e PE-ITO3 estdo representados
por um dos géneros acima citado. Estes nove representantes formaram um
subgrupo a parte no grupo Il, apresentando identidade variando entre 90 a
100%. Proximo ao grupo das estirpes estd um subgrupo formado pelos 06
isolados de Itambé, onde ITO1, IT09, ITO7, ITO4 e IT10 apresentaram
identidades variando de 97 a 99% com Burkholderia sp. SEMIA 6413 e o
isolado PE-ITO3 com uma identidade de 97% com Burkholderia sp SEMIA
3407. Entretanto, o que observamos foi que este isolado apesar de ser do
mesmo género tem diferencas nucleotidicas em relacdo a estirpe tipo usada
neste estudo, jA que as mesmas nao se agruparam. Talvez em funcao de
serem de origens distintas, ja que a B. sabiae foi isolada no Rio de Janeiro e a
B. sp em Taiwan. 5 dos 44 gendétipos apresentaram 99% de identidade na
sequéncia parcial com Bulkholderia sp. BR 3407 (PE-MO10), Bulkholderia
sp.mpp4 (PE-MOO06), Bulkholderia sp. NKMU (PE-STO01), Bulkholderia sp DPU-
3 (PE-GRO08) e Bulkholderia sp SEMIA 6398 (PE-ST04), enquanto que, 0S
isolados PE-CR02, PE-CR03, PE-CR04, PE-CR08, PE-CR09, PE-GRO03, PE-
GRO04, PE-GR06, PE-CRO7 e PE-ST08 com identidade entre 71 e 87%
mostraram-se membros novos do género Bulkholderia e todos estes isolados
estdo posicionados no grupo I. Vale ressaltar que os isolados PE-CR08 e PE-
GRO06 mostraram identidade com Bulkholderia sp. BR3432.

Ainda no grupo |, estdo a maioria dos isolados de Serra Talhada que
mostraram uma alta homologia que variou de 97 a 99% com estirpes SEMIA
6398, DPU-3 e NKMU (ST07, ST02, ST04, ST09, STO1 e ST10). De forma
interessante, neste estudo, alguns isolados com genétipo de Bulkholderia
mostraram alta similaridade com estirpes de Bulkholderia descritas como néo
originarias do Brasil. No estudo compilado com os marcadores REP, ERIC e
BOX, estes isolados se encontram no mesmo grupo | com distancias geneéticas
variando de 80% a 100%. Mas nas caracteristicas morfofisiologicas, o0s
isolados se mostraram bem diferentes e posicionados nos nos grupos IA e IB

do dendrograma. Segundo alguns autores citados; até 0 momento, apenas sete
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espécies de Burkholderia com capacidade de formar nédulos em associacéo
simbidtica com leguminosas foram descritas: Burkholderia tuberum
(VANDAMME et al., 2002), B. phymatum (VANDAMME et al., 2002),
B.caribensis (CHEN et al., 2003), B. cepacia (RASOLOMAMPIANINA et al.,
2005), B. mimosarum (CHEN et al., 2006), B. nodosa (CHEN et al., 2007) e B.
sabiae (CHEN et al. 2008), e nenhuma das estudadas neste trabalho
apresentaram homologia com estas espécies, portanto, ha uma grande
possibilidade da existéncia de novas espécies e/ou estirpes no grupo de
isolados nativos oriundos da cultura do sabiazeiro. Resultados semelhantes
foram descritos por autores como Chen et al. (2000), Sikora e Redzepovic
(2003), zilli et al. (2004), em que eles observaram que rizobios isolados de
diferentes regides apresentavam elevada diversidade fenotipica e genética e
gue poderiam também representar novas espécies.

Martinez-Romero e Caballero-Mellado (1996) e Moreira, Haukka e
Young (1998) relataram que €é esperado que sob variadas condicbes
ambientais ou de regides geograficas muito distantes existam genotipos iguais
ou sequéncias similares devido a natureza altamente conservada do gene 16S
DNAr. No nosso estudo observamos que o género Bulkholderia esta presente
em todas as sequéncias estudadas com excecdo dos isolados PE-ITO5 (B.
hospita) e PE-ITO8 (B. phytofirmans) e dos isolados PE-MO08, PE-GR09 e PE-
CR10 por apresentarem homologias baixas pelo numero de nucleotideos
alinhados com bactérias ndo cultivaveis ou culturas de B-proteobacterias de
género ndo especificado. Em funcdo da distancia geografica dos isolados
estudados podemos afirmar que sdo do género Bulkholderia porém de
espécies novas. Embora a alopatria, ou seja, a ocorréncia de organismos
relacionados em &reas geograficas separadas sem sobreposicdo, e a
recombinacdo nao poderiam estar implicadas dentro e entre 0s genes
ribossomais, alguns autores como Young e Haukka (1996) demonstraram que
é possivel que tenha ocorrido uma evolucao divergente entre rizébios de forma
independente em varios locais e seria necessario profundo do nucleo deste
genoma e de outros genomas rizobianos para revelar percepc¢des ou insights

bem importantes na evolugéo em rizobios.
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PE-MO08 (*) Uncultured bacterium clone D609 ID72% (467/647)
PE-GRO1 (*) Bulkholderia sp. NKMU I1D79% (339/431)

PE-STO06 (*) Bulkholderia sp. BR3432 ID75% (484/645)

PE-CR02 (JN622123) Bulkholderia sp. NKMU 1D71% (1045/1476)
PE-GR04 (JN622128) Bulkholderia sp. F53_07a_B ID72% (1056/1467)

ml: PE-CRO8 (*) Bulkholderia sp. BR3432 ID81% (1041/1289)

-

L——————— PE-GRO07 (JN622131) Bulkholderia sp. SEMIA 6398 1D97% (1397/1433)

9
5
9
57g
9
74
78
7 PE-CRO05 (JN622125) Bulkholderia sp. SEMIA 6413 ID98% (1424/1454)
PE-GRO5 (JN622129) Bulkholderia sp. SEMIA 6413 1D97% (1429/1475)
S1L pe-mo010 (JN622114) Bulkholderia sp. BR 3407 1D99% (1423/1438)
9
6
7

PE-GRO6 (JN622130) Bulkholderia sp. BR3432 ID83% (1105/1332)
PE-GRO02 (*) Bulkholderia sp. BR3446 ID68% (870/1277)

PE-CR10 (*) Unculture bacterium ID71% (384/542)

PE-GR09 (*) Unculture B-proteobacterium ID 68% (205/300)

PE-CROT (JN622126) Bulkholderia sp. SEMIA 6413 1D81% (1249/1538)
PE-CR04 (JN622124) Bulkholderia sp. SEMIA 6413 1D79% (1149/1455)
PE-GRO3 (*) Bulkholderia sp. Tat-045 ID75% (1058/1414)

PE-IT05 (*) Bulkholderia hospita MM1710 ID77% (216/260))

PE-IT08 (*) Bulkholderia phytofirmans LNW6 ID78% (279/360)
PE-CR09 (JN622127) Bulkholderia sp. SEMIA6398 1D87% (1260/1456)
PE-STO08 (*) Bulkholderia sp. NKMU ID77% (1200/1557)

PE-CRO03 (*) Bulkholderia sp. DPU-3 1D82% (1260/1543)

PE-ST03 (JN622117) Bulkholderia sp. DPU-3 ID97% (1414/1454)
PE-STO07 (JN622119) Bulkholderia sp. SEMIA 6398 1D97% (1400/1447
PE-ST02 (JN622116) Bulkholderia sp. SEMIA 6398 ID98% (1402/1428)
PE-ST04 (JN622118) Bulkholderia sp. SEMIA 6398 1D99% (1413/1426)
PE-GR08 (JN622132) Bulkholderia sp. DPU-3 1D99% (1431/1444)
PE-ST09 (JN622120) Bulkholderia sp. SEMIA6398 ID97% (1409/1448)
PE-IT02 (JN622134) Bulkholderia sp. DPU-3 1D98% (1427/1460)
PE-MOO07 (JN622113) Bulkholderia sp. SEMIA 6398 1D99% (1400/1410)
PE-ST01 (JN622115) Bulkholderia sp. NKMU 1D99% (1393/1410)
PE-ST10 (JN622121) Bulkholderia sp. NKMU 1D98% (1385/1419)
PE-MO06 (JN622112) Bulkholderia sp. mpp4 1D99% (1391/1412)
PE-MOO03 (JN622111) Bulkholderia sp. DPU-3 ID98% 1407/1436)
PE-CRO01 (JN622122) Bulkholderia sp. NKMU 1D99% (1388/1404)

PE-IT01 (JN622133) Bulkholderia sp. SEMIA 6413 1D98% (1425/1447)
PE-IT09 (JN622138) Bulkholderia sp. SEMIA 6413 1D97% (1425/1472)
PE-ITO07 (JN622137) Bulkholderia sp. SEMIA 6413 1D98% (1439/1462)
PE-IT04 (JN622136) Bulkholderia sp. SEMIA 6413 |D97% (1422(1467)
PE-IT03 (JN622135) Bulkholderia sp. BR 3407 1D97% (1422/1469)
PE-IT10 (JN622139) Bulkholderia sp. SEMIA 6413 ID98% (1429/1453)
AY533862.1 Burkholderia sabiae BR3407

gi|91771945 Uncultured Burkholderia sp.

gi|265678891 Burkholderia xenovorans

gi|110808338 Burkholderia andropogonis

gi|332640022 Uncultured Bradyrhizobium

9i|99030354 Bradyrhizobium japonicum

gi|291293786 Rhizobium galegae

gi|291293788 Sinorhizobium meliloti

DQ648574.1 Rhizobium etli bv. mimosae

DQ648575.1 Rhizobium etli bv. mimosae

76 DQ648573.1 Rhizobium etli bv. mimosae

PE-MO02 (*) Bulkholderia sp. SEMIA 6398 ID85% (753/883)

PE-MOO04 (*) Bulkholderia sp. BR 3407 ID80% (591/739)

PE-MOO01 (*) Bulkholderia sp. SEMIA 6413 ID79% (307/390)

94
9
100,
10
100
76
10
m
0.5 0.3 0.2 0.1 '

0.0

Figura 6: Arvore filogenética construida a partir do gene 16S DNAr dos
isolados de sabia (Mimosa caesalpiniifolia Benth.), utilizando o método de
Neighbor-Joining, com distancias calculadas pelo método de Jukes-Cantor.
O numero de acesso dos isolados no NCBI encontra-se entre paréntesis. Os
valores de cada rama representam as porcentagens de 1000 réplicas
bootstrap. ID significa identidade do isolado em fungdo da homologia
encontrada no NCBI e tamanho do fragmento blastado que esta entre
paréntesis. * O isolado sera resequenciado.
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CONCLUSOES

e As caracteristicas morfofisiologicas foram bastante importantes para a
separacdo de bactérias em um primeiro instante mas ndo foram
suficientes para uma analise taxonémica confiavel, visto que, com as
andlises genéticas usando os marcadores fingerprint demosntrou a
variabilidade dos isolados apesar de pertenceram na sua maioria ao

género Bulkholderia.

e O isolado PE-GRO02 apresentou colGnia transparente e total auséncia de
muco, caracteristicas que 0 posiciou como um grupo externo no
dendrograma morfofisioldgico, no dendrograma compilado apresenta-se
como uma rama monofilética dentro do grupo V e na arvore filogenética
de 16S DNAr apresentou uma identidade de 68% em 870 pb com a
Bulkholderia sp BR3446. Homologia baixa para dizer que seria desta

espécie e sim, uma variante.

¢ O marcador ERIC foi mais polimérfico que os marcadores REP e BOX,
entretanto, o dendrograma que compila os dados dos trés marcadores

gerou maior nimero de grupos.

e Todos os isolados estudados com excecdo do MO08, CR10 e GRO09
apresentaram uma homologia com o género Bulkholderia variando entre

68 a 99% de identidade em fung&o do tamanho dos fragmentos.

e Os géneros de Bulkholderia retirados do banco de genes (GenBank)
formaram um grupo a parte em relacdo aos isolados estudados podendo
ser novas espécies deste género.
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Quadro 1: Resultados da busca por similaridade no GenBank com o programa BLAST de 44 isolados provenientes da inoculacao
de sementes de sabia (Mimosa caesalpiniifolia Benth) com amostras de solo coletado em cinco municipios da regido Nordeste. * O
isolado sera resequenciado.

Isolados/ Pares |ldentidade Gaps Alinhamento mais Origem do isolamento Citacao
NUumeros de de significativo pelo da estirpe
acesso no NCBI bases NCBI
PE-MOO01 1055 307/390 15/390 | 8e-80 | gb|FJ025138.1| Dalbergia nigra BINDE et al., 2009
* (79%) (4%) Burkholderia sp. SEMIA

6413 ,sequéncia partial.
Length=1500

PE-MOO02 1393 753/883 62/883 0.0 gb|AY904782.1| Piptadenia stipulacea MENNA et al., 2006
* (85%) (7%) Burkholderia sp. SEMIA

6398, partial sequence

Length=1450

PE-MO03 1448 1407/1436 | 15/143 0.0 gb|EU287925.1| Mimosa pudica CHOU, 2007
(JN622111) (98%) 6 (1%) Burkholderia sp. DPU-3,
partial sequence
Length=1443

PE-MO04 1149 591/739 54/739 | 1le-165 | gbJ|AY773188.1| N&o determinado CHEN et al., 2005a
* (80%) (7%) Burkholderia sp. Br3432,

partial sequence

Length=1450

PE-MOO06 1429 1391/1412 | 12/141 0.0 gb|HM107374.1| Mimosa pudica ANDRUS et al., 2010
(JN622112) (99%) 2 (1%) Burkholderia sp. mpp4,
partial sequence
Length=1452

Continua na pagina seguinte
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Identidade Alinhamento mais
significativo pelo

NCBI

Isolados/ Pares
Nimeros de de
acesso no NCBI bases

Origem do

Citacao

value isolamento da estirpe

PE-MOO07 1440 1400/1410 | 3/1410 0.0 gbJAY904782.1| Piptadenia stipulacea MENNA et al., 2006
(IJN622113) (99%) (0%) Brkholderia sp. SEMIA
6398, partial sequence
Length=1450
PE-MOO08 1496 4671647 71/647 | 3e-67 | gb|EU677393.1| Solo PUMPHREY e
*) (72%) (11%) Uncultured bacterium MADSON, 2008
clone D609, partial
sequence
Length=1422
PE-MO10 1439 1423/1438 | 9/1438 0.0 gb|AY533862.1| Mimosa sp. CHEN, 2005a
(IJN622114) (99%) (1%) Burkholderia sp. Br3407,
partial sequence
Length=1445
PE-STO1 1439 1393/1410 | 11/141 0.0 gb|HM366718.1| Mimosa sp CHEN, 2010
(JN622115) (99%) 0 (1%) Burkholderia sp. NKMU-
JPY359, partial
sequence
Length=1405
PE-STO02 1450 1402/1428 | 20/142 0.0 gbJAY904782.1| Piptadenia stipulacea MENNA et al., 2006
(JN622116) (98%) 8 (1%) Burkholderia sp. SEMIA
6398, partial sequence
Length=1450
PE-STO03 1457 1414/1454 | 20/145 0.0 gb|EU287925.1| Mimosa pudica CHOU, 2007
(JN622117) (97%) 4 (1%) Burkholderia sp. DPU-3,

partial sequence
Length=1443

Continua na pagina seguinte
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acesso no NCBI

Pares

de

bases

Identidade

value

Alinhamento mais
significativo pelo
NCBI

Origem do

isolamento da estirpe

Citacao

PE-STO04 1451 1413/1426 | 7/1426 0.0 gb|AY904782.1| Piptadenia tipulacea MENNA et al., 2006
(JN622118) (99%) (0%) Burkholderia sp. SEMIA
6398, partial sequence
Length=1450
PE-STO06 1628 484/645 65/645 | 6e-96 | gb|AY773188.1| Nao determinado CHEN et al., 2005a
* (75%) (10%) Burkholderia sp. Br3432,
partial sequence
Length=1450
PE-STO7 1470 1400/1447 | 26/144 0.0 gb|AY904782.1| Piptadenia stipulacea MENNA et al., 2006
(JN622119) (97%) 7 (2%) Burkholderia sp. SEMIA
6398, partial sequence
Length=1450
PE-STO08 1585 1200/1557 | 179/15 0.0 gb|HM366718.1| Mimosa sp. CHEN, 2010
* (77%) 57 Burkholderia sp. NKMU-
(11%) JPY359, partial
sequence
Length=1405
PE-ST09 1478 | 1406/1448 | 28/144 0.0 | gblAY904782.1] Piptadenia tipulacea MENNA et al., 2006
(IJN622120) (97%) 8 (2%) Burkholderia sp. SEMIA
6398, partial sequence
Length=1450
PE-ST10 1446 1385/1419 | 20/141 0.0 gb|HM366718.1| Mimosa sp. CHEN, 2010
(JN622121) (98%) 9 (1%) Burkholderia sp. NKMU-

JPY359, partial
sequence
Length=1405

Continua na pagina seguinte
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Alinhamento mais
significativo pelo
NCBI

Isolados/ Pares |Identidade
Nimeros de de

acesso no NCBI bases

Origem do

Citacao
isolamento da estirpe

PE-CRO1 1461 1388/1404 | 7/1404 0.0 gb|HM366718.1| Mimosa sp. CHEN, 2010
(IJN622122) (99%) (0%) Burkholderia sp. NKMU-
JPY359, partial
sequence
Length=1405
PE-CR02 1569 1045/1476 | 158/14 | 2e-139 | gb|HM366718.1| Mimosa sp. CHEN, 2010
(IN622123) (71%) 76 Burkholderia sp. NKMU-
(11%) JPY359, partial
sequence
Length=1405
PE-CRO3 1541 1260/1543 | 126/15 0.0 gb|EU287925.1| Mimosa pudica CHOU, 2007
*) (82%) 43 (8%) Burkholderia sp. DPU-3,
partial sequence
Length=1443
PE-CR0O4 1532 1149/1455 | 128/14 0.0 gb|FJ025138.1| Dalbergia nigra BINDE et al., 2009
(JN622124) (79%) 55 (9%) Burkholderia sp. SEMIA
6413, partial sequence
Length=1500
PE-CRO05 1456 1424/1454 | 20/145 0.0 gb|FJ025138.1| Dalbergia nigra BINDE et al., 2009
(IJN622125) (98%) 4 (1%) Burkholderia sp. SEMIA
6413, partial sequence
Length=1500
PE-CRO7 1542 1249/1538 | 127/15 0.0 gb|FJ025138.1| Dalbergia nigra BINDE et al., 2009
(JN622126) (81%) 38 (8%) Burkholderia sp. SEMIA

6413, partial sequence
Length=1500

Continua na pagina seguinte
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Identidade Alinhamento mais
significativo pelo

NCBI

Isolados/ Pares
Nimeros de de
acesso no NCBI bases

Origem do

Citacao

value isolamento da estirpe

PE-CR08 1477 1041/1289 | 65/128 0.0 gb|AY773188.1| Espécies do género CHEN et al., 2005a
*) (81%) 9 (5%) Burkholderia sp. Br3432, Mimosa
partial sequence
Length=1450
PE-CR09 1463 1260/1456 | 54/145 0.0 gb|AY904782.1| Piptadenia tipulacea MENNA et al., 2006
(JN622127) (87%) 6 (4%) Burkholderia sp. SEMIA
6398, partial sequence
Length=1450
PE-CR10 1550 384/542 71/542 | 3e-36 | gb|EU540282.1] Pele humana GRICE et al., 2008
*) (71%) (13%) Uncultured bacterium
clone nbtl113gl12, partial
sequence
Length=1378
PE-GRO1 1599 339/431 22/431 | 8e-82 | gb|HM366717.1| Mimosa sp. CHEN, 2010
*) (79%) (5%) Burkholderia sp. NKMU-
JPY461, partial
sequence
Length=1402
PE-GRO02 1520 870/1277 137/12 | 3e-74 | gb|AY773190.1| Espécies do género CHEN et al., 2005a
*) (68%) 77 Burkholderia sp. Br3446, Mimosa
(11%) partial sequence
Length=1507
PE-GRO03 1552 1058/1414 | 169/14 0.0 gb|FJ478405.1| Solanum lycopersicum e | WONG-VILLARREAL e
*) (75%) 14 Burkholderia sp. TAt-045 Sorghum bicolor L. CABALLERO, 2010
(12%) e, partial sequence Moench.

Length=1524

Continua na pagina seguinte
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Alinhamento mais
significativo pelo
NCBI

Isolados/ Pares |Identidade
Nimeros de de

acesso no NCBI bases

Gaps Origem do

isolamento da estirpe

Citacao

PE-GRO04
(IN622128)

1533

1056/1467
(72%)

136/14
67 (9%)

gb|GQ306168.1|
Burkholderia sp.
enrichment culture clone
F53 07a B , partial
sequence

Length=1390

N&o determinado ANDERSON et al., 2009

PE-GRO5
(IN622129)

1485

1429/1475
(97%)

5/1475
(2%)

0.0

gb|FJ025138.1|
Burkholderia sp. SEMIA
6413, partial sequence
Length=1500

Dalbergia nigra BINDE et al., 2009

PE-GR06
(IN622130)

1406

1105/1332
(83%)

66/133
2 (5%)

0.0

gb|AY773188.1|
Burkholderia sp. Br3432,
partial sequence
Length=1450

Espécies do género
Mimosa

CHEN et al., 2005a

PE-GRO7
(IN622131)

1460

1397/1433
(97%)

16/143
3 (1%)

0.0

gb|AY904782.1|
Burkholderia sp. SEMIA
6398, partial sequence
Length=1450

Piptadenia tipulacea MENNA et al., 2006

PE-GRO8
(IN622132)

1452

1431/1444
(99%)

2/1444
(0%)

0.0

gb|EU287925.1|
Burkholderia sp. DPU-3,
partial sequence
Length=1443

Mimosa pudica CHOU, 2007

PE-GRO09
)

1516

205/300
(68%)

40/300
(13%)

9e-05

gb|HM110801.1]
Uncultured
proteobacterium
SHNW576,
sequence
Length=1321

beta
clone
partial

Microbiota intestinal de
abelhas

MARTINSON et al., 2011
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Isolados/

Nimeros de
acesso no NCBI

Pares

de

bases

Identidade

value

Alinhamento mais
significativo pelo
NCBI

Origem do

isolamento da estirpe

Citacao

PE-ITO1 1450 1425/1447 | 12/144 0.0 gb|FJ025138.1| Dalbergia nigra BINDE et al., 2009
(IJN622133) (98%) 7 (1%) Burkholderia sp. SEMIA
6413, partial sequence
Length=1500
PE-IT02 1465 1427/1460 | 17/146 0.0 gb|EU287925.1| Mimosa pudica CHOU, 2007
(JN622134) (98%) 0 (1%) Burkholderia sp. DPU-3,
partial sequence
Length=1443
PE-ITO3 1482 1422/1469 | 36/146 0.0 gb|AY533862.1| Espécies do género CHEN et al., 2005a
(JN622135) (97%) 9 (2%) Burkholderia sp. Br3407, Mimosa
partial sequence
Length=1445
PE-ITO4 1468 1422/1467 | 30/146 0.0 gb|FJ025138.1| Dalbergia nigra BINDE et al., 2009
(JN622136) (97%) 7 (2%) Burkholderia sp. SEMIA
6413, partial sequence
Length=1500
PE-ITO5 1592 216/280 5e-46 | gb|DQ855426.1| N&o determinado MOHSENI et al., 2006
* (77%) Burkholderia hospita
strain  MM1710, partial
sequence
Length=1523
PE-ITO7 1461 1439/1462 | 12/146 | 0.0 gb|FJ025138.1| Dalbergia nigra BINDE et al., 2009
(IN622137) (98%) 2 (1%) Burkholderia sp. SEMIA

6413, partial sequence
Length=1500

Continua na pagina seguinte
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Isolados/ Pares |ldentidade Alinhamento mais Origem do Citacao

Numeros de de value significativo pelo isolamento da estirpe
acesso no NCBI bases NCBI
PE-ITO8 1518 279/360 | 40/360 | 4e-47 | gb|GQ181027.1] Lespedeza sp PALANIAPPAN et al.,
*) (78%) (11%) Burkholderia 2009
phytofirmans strain

LNWS, partial sequence
Length=1432

PE-IT09 1471 1425/1472 | 31/147 0.0 gb|FJ025138.1| Dalbergia nigra BINDE et al., 2009
(IJN622138) (97%) 2 (2%) Burkholderia sp. SEMIA
6413, partial sequence
Length=1500

PE-IT10 1453 1429/1453 | 15/145 0.0 gb|FJ025138.1| Dalbergia nigra BINDE et al., 2009
(IJN622139) (98%) 3 (1%) Burkholderia sp. SEMIA,
partial sequence
Length=1500
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Figura 1: Imagem de satélite mostrando os pontos de coleta. Fonte: Google Earth.
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Tabela 3: Caracteristicas morfofisioldgicas dos grupos de isolados de rizébio obtidos de amostras de solos do
municipio de Gravata-PE, 42 horas ap06s a repicagem em meio YM com Azul de Bromotimol.

Isolados AC(h)* pH* T(mm)* FC* B A® T ¢c® EL wm? Eem?
PE-GRO1 <22 Ac 1,25 C L Hg O C ¢C | A
PE-GR02 <22 Ac 1,17 C L Hg T C A A
PE-GRO3 <22 Ac 1,64 | L Hg O C A MU A
PE-GR04 <22 Ac 1,06 C L Hg O C A P A
PE-GRO5 <22 Al 1,00 C L Hg O C A | A
PE-GR06 <22 Al 1,10 C L Hg O C A MU A
PE-GRO7 <22 Al 1,15 C L Hg O C A P A
PE-GROS8 <22 Ac 1,88 | L Hg O B A MU A
PE-GR09 <22 Al 1,17 | L Hg O B A P A
PE-GR10 <22 Ac 0,89 C L Hg O C A P A

!Aparecimento da colénia: < 22h; “pH: (Ac: &cido, Al: alcalino); *tamanho (< 1mm = 0, > 1mm = 1); *forma da
colénia (C: circular, I: irregular); ®borda(L: lisa); ®aparéncia (Hg: homogénea); ’transparéncia (O: opaca; T:
transparente, Trans: transltcida); %cor (A: amarela, C: creme, B: branca, I: indeterminado); °elevacdo (A:
achatada, C: cupula); *muco (A: ausente, P: pouco, I: intermediario, M:muito ); “elasticidade do muco (A:

ausente, P: presente).
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Tabela 4: Caracteristicas morfofisioldgicas dos grupos de isolados de rizobio obtidos de amostras de solos do

municipio de Itambé-PE, 42 horas apés a repicagem em meio YM com Azul de Bromotimol.

Isolados AC(h)* pH* T(mm)* FC* B A® T ¢ EL° MO EMM®
PE-ITO1 <22 Ac 2,48 | L Hg O C A MU A
PE-IT02 <22 Al 1,47 | L Hg O B A | A
PE-ITO3 <22 Ac 1,28 | L Hg Trs A A MU A
PE-IT04 <22 Ac 1,66 | L Hg O C A MU A
PE-ITO5 <22 Ac 2,57 C L Hg O C A MU A
PE-ITO7 <22 Ac 1,12 C L Hg O C C MU A
PE-ITO8 <22 Ac 0,99 | L Hg O C A MU A
PE-IT09 <22 Ac 1,50 C L Hg O C C MU A
PE-IT10 <22 Al 0,97 C L Hg O C A | A

'Aparecimento da colénia: < 22h; “pH: (Ac: acido, Al: alcalino); *tamanho ( < 1mm = 0, > 1mm = 1); *forma da
colénia (C: circular, I: irregular); *borda(L: lisa); °aparéncia (Hg: homogenea); ’transparéncia (O: opaca; T:
transparente, Trans: translicida); ®cor (A: amarela, C: creme, B: branca, I: indeterminado); 9eIeva(;zio (A:
achatada, C: cupula); *’muco (A: ausente, P: pouco, I: intermediario, M:muito ); “elasticidade do muco (A:

ausente, P: presente).
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Tabela 5: Caracteristicas morfofisiologicas dos grupos de isolados de rizobio obtidos de amostras de solos do
municipio de Mossor6-RN, 42 horas apos a repicagem em meio YM com Azul de Bromotimol.

Isolados AC()* pH* T(mm)* FC* B A® T ¢ EL° MO EMM®
PE-MOO01 <22 Ac 1,31 C L Hg O C A MU A
PE-MO02 <22 Ac 0,86 | L Hg O C A | A
PE-MOO03 <22 Ac 1,31 C L Hg O C A | A
PE-MOO04 <22 Al 0,89 C L Hg O B A | A
PE-MOO05 <22 Ac 2,06 C L Hg O C A | A
PE-MO06 <22 Al 1,04 C L Hg O C A P A
PE-MOO07 <22 Ac 1,65 | L Hg O B A | A
PE-MOO08 <22 Al 1,27 | L Hg O B A | A
PE-MO10 <22 Al 0,96 | L Hg O B A P A

'Aparecimento da colénia: < 22h; “pH: (Ac: acido, Al: alcalino); *tamanho ( < 1mm = 0, > 1mm = 1); *forma da
colénia (C: circular, I: irregular); *borda(L: lisa); °aparéncia (Hg: homogenea); ’transparéncia (O: opaca; T:
transparente, Trans: translicida); ®cor (A: amarela, C: creme, B: branca, I: indeterminado); 9eIeva(;zio (A:
achatada, C: cupula); *’muco (A: ausente, P: pouco, I: intermediario, M:muito ); “elasticidade do muco (A:

ausente, P: presente).
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Tabela 6: Caracteristicas morfofisioldgicas dos grupos de isolados de rizobio obtidos de amostras de solos do

municipio de Serra Talhada-PE, 42 horas apés a repicagem em meio YM com Azul de Bromotimol.

Isolados AC()* pH* T(mm)* FC* B A® T ¢ EL° MO EMM®
PE-STO1 <22 Ac 1,03 | L Hg O C A | A
PE-ST02 <22 Al 0,94 C L Hg O C A | A
PE-STO03 <22 Al 0,80 C L Hg O C A P A
PE-ST04 <22 Al 1,10 C L Hg O C A P P
PE-ST05 <22 Al 1,70 | L Hg O C A P A
PE-ST06 <22 Al 1,00 | L Hg O C A P A
PE-STO7 <22 Al 1,18 C L Hg O C A P A
PE-STO08 <22 Al 0,89 C L Hg O B A | A
PE-STO09 <22 Al 0,81 C L Hg O C A | A
PE-M10 <22 Al 1,48 C L Hg Trs C A P A

!Aparecimento da colénia: < 22h; “pH: (Ac: acido, Al: alcalino); *tamanho ( < 1mm = 0, > 1mm = 1); *forma da
colénia (C: circular, I: irregular); *borda(L: lisa); °aparéncia (Hg: homogenea); ’transparéncia (O: opaca; T:
transparente, Trans: translicida); cor (A: amarela, C: creme, B: branca, I: indeterminado); 9eIeva(;zio (A:
achatada, C: cupula); *’muco (A: ausente, P: pouco, I: intermediario, M:muito ); “elasticidade do muco (A:

ausente, P: presente).
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Tabela 7: Caracteristicas morfofisioldgicas dos grupos de isolados de rizobio obtidos de amostras de solos do
municipio de Crato-CE, 42 horas apés a repicagem em meio YM com Azul de Bromotimol.

Isolados AC()* pH* T(mm)* FC* B A® T ¢ EL° MO EMM®
PE-CRO1 <22 Ac 1,49 C L Hg O C A | A
PE-CR02 <22 Ac 1,33 | L Hg O B A MU A
PE-CRO3 <22 Ac 1,46 | L Hg O C A MU A
PE-CR04 <22 Al 0,83 C L Hg O C A P A
PE-CRO5 <22 Al 1,18 | L Hg O C A | A
PE-CRO7 <22 Al 0,90 | L Hg O C A | A
PE-CRO08 <22 Ac 2,37 | L Hg Trs C A MU A
PE-CR09 <22 Al 0,94 C L Hg O C A P A
PE-CR10 <22 Al 0,82 C L Hg O C A P P

!Aparecimento da coldnia: < 22h; “pH: (Ac: &cido, Al: alcalino); *tamanho ( < 1mm = 0, > 1mm = 1); *forma da
colénia (C: circular, I: irregular); *borda(L: lisa); ®aparéncia (Hg: homogenea); ‘transparéncia (O: opaca; T:
transparente, Trans: translicida); cor (A: amarela, C: creme, B: branca, I: indeterminado); 9e|eva<;éio (A:
achatada, C: cupula); **muco (A: ausente, P: pouco, I: intermediario, M:muito ); elasticidade do muco (A:

ausente, P: presente).
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M 1CR 2CR 3CR 4CR 5CR 7CR 8CR 9CR 10CR 1I 21 31 41 51 71

Figura 2: Eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com SYBR Green,
mostrando o padrdo de bandas dos produtos de amplificagdo com os
oligonucleotideos REP-1 e REP-2 dos isolados do Crato e Itambé. Poco M —
Marcador 1Kb plus.

™ 8M 10M  1ST 2ST 3ST  4sT 55T 6ST 78T 8ST 9ST 10ST M

Figura 3: Eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com SYBR Green,
mostrando o padrdo de bandas dos produtos de amplificacdo com o0s
oligonucleotideos REP-1 e REP-2 dos isolados de Mossoré e Serra Talhada.
Poco M — Marcador 1Kb plus.
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Figura 4: Eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com SYBR Green,
mostrando o padrdo de bandas dos produtos de amplificacdo com os
oligonucleotideos REP-1 e REP-2 dos isolados de Gravata. Pogco M — Marcador
1Kb plus.

M 1CR 2CR 3CR 4CR 5CR 7CR 8CR 9CR 10CR 1| 21 31 41 51 71

Figura 5: Eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com SYBR Green,
mostrando o padrdo de bandas dos produtos de amplificagdo com os
oligonucleotideos ERIC-1 e ERIC-2 dos isolados do Crato e Itambé. Pogco M —
Marcador 1Kb plus.
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Figura 6: Eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com SYBR Green,
mostrando o padrdo de bandas dos produtos de amplificagdo com os
oligonucleotideos ERIC-1 e ERIC-2 dos isolados de Mossor6 e Serra Talhada.
Poco M — Marcador 1Kb plus.

‘M - 1GR 2GR 3GR 4GR 5GR 6GR 7GR 8GR 9GR 10GR M

Figura 7: Eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com SYBR Green,
mostrando o padrdo de bandas dos produtos de amplificagdo com os
oligonucleotideos ERIC-1 e ERIC-2 dos isolados de Gravatd. Pogo M —
Marcador 1Kb plus.

141



M 1CR 2CR 3CR 4CR 5CR 7CR 8CR S9CR 10CR 11 21 3] 41 51 71 8l 9l

Figura 8: Eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com SYBR Green,
mostrando o padrdo de bandas dos produtos de amplificagdo com o
oligonucleotideo BOX-AR1 dos isolados do Crato e Itambé. Poco M — Marcador
1Kb plus.

M 1M 2M 3M 4M S5M 6M 7M 8M 10M 1ST 2ST 3ST 4ST 5ST 6ST 7ST 8ST 9ST 10ST--M

Figura 9: Eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com SYBR Green,
mostrando o padrdo de bandas dos produtos de amplificacdo com o
oligonucleotideo BOX-AR1 dos isolados de Mossor6 e Serra Talhada. Poco M —
Marcador 1Kb plus.
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Figura 10: Eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com SYBR Green,
mostrando o padrdao de bandas dos produtos de amplificacdo com o
oligonucleotideo BOX-AR1 dos isolados de Gravata. Poco M — Marcador 1Kb
plus.
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Figura 11: Eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com SYBR Green,
mostrando o padréo de bandas dos produtos de amplificacdo do 16S rDNA
utilizando os oligonucleotideo fD1 e rD1 dos isolados de Serra Talhada,
Mossoro6 e Gravata. Poco M — Marcador 1Kb plus.
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Figura 12: Eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com SYBR Green,
mostrando o padrédo de bandas dos produtos de amplificagdo do 16S rDNA
utilizando os oligonucleotideo fD1 e rD1 dos isolados de Gravata, Crato e
Itambé. Po¢co M — Marcador 1Kb plus.

Figura 13: Eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com SYBR Green,
mostrando o padrao de bandas dos produtos de amplificacdo do 16S rDNA
utilizando os oligonucleotideo fD1 e rD1 dos isolados de Mossord, Crato,
Itambé, Serra Talhada, e Gravata. Poco M — Marcador 1Kb plus.
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