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RESUMO

A importancia das leguminosas na producgdo agricola tanto para humanos como
para a criacdo de gado é bem conhecida e é, sem dlvida, a razdo pela qual temos tantas
informacGes sobre a simbiose entre rizobios e leguminosas de interesse comercial, como a
soja. O resultado dessa parceria é a Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio (FBN). Este processo
aumenta a quantidade de nitrogénio disponivel para a planta associada, aumentando
naturalmente o rendimento da producdo, evitando perdas monetéarias para o produtor e
perdas de nitrogénio para 0 meio ambiente, que potencialmente levam a contaminacgdo e
eutrofizacdo de cursos de agua. Apesar desse interesse econdémico, ainda sabemos pouco
sobre o potencial das leguminosas nativas e sobre seus simbiontes. Neste trabalho
propusemo-nos a avaliar a diversidade de rizébios associados a leguminosas nativas dos
Campos Sulinos do estado do Rio Grande do Sul, Brasil, e compreender a estrutura
filogenética da relacdo leguminosa-rizobios ao longo das diferengas climaticas e
topograficas da regido. Para leguminosas do género Desmodium, representantes da fauna
nativa, os simbiontes pertencentes ao género Bradyrhizobium a elas associados mostraram-
se altamente diversificados. Nossos resultados também indicaram a falta de especializacédo
bacteriana em relacdo aos genes constitutivos (recA, dnaK e atpD) entre diferentes
populacdes de Desmodium, uma vez que muitos filogrupos foram formados por isolados
bacterianos de diferentes hospedeiros vegetais. Entretanto, ao analisarmos o gene
relacionado a simbiose, nifD, foi possivel identificar uma tendéncia maior a especificidade
entre o rizobio e a planta hospedeira. Além disso, encontramos clados de isolados nao
agrupados em clados contendo espécies de referéncia utilizadas nas analises filogenéticas,
indicando o potencial para novas espécies de Bradyrhizobium nessas regides. Estes
isolados podem representar espéecies recentes, provavelmente originadas nos Neotropicos.
Entre os trezentos e trinta isolados bacterianos provenientes de sessenta e oito espécies
vegetais nativas, incluindo as do género Desmodium utilizadas no primeiro estudo, foram
encontradas linhagens bacterianas com alta identidade com os géneros Bradyrhizobium,

Rhizobium, Azorhyzobium e Burkholderia.
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ABSTRACT

The importance of legumes in agricultural production for both humans and
livestock is well known and is undoubtedly the reason why there are so much information
on the symbiosis between rhizobia and legumes of commercial interest, such as soybean.
The result of this partnership is Biological Nitrogen Fixation (BNF). This process increases
the amount of nitrogen available to the associated plant, naturally increasing yields,
avoiding monetary losses to the producer and nitrogen losses to the environment, which
potentially leads to contamination and eutrophication of water courses. Despite this
economic interest, we still know little about the potential of native legumes and their
symbionts. In this work we propose to evaluate the diversity of rhizobia associated with
native leguminous plants of the Southern Brazilian fields in Rio Grande do Sul state,
Brazil, and to understand the phylogenetic structure of the leguminous-rhizobia
relationship along the climatic and topographic differences of the region. For the
leguminous of the genus Desmodium, representing the native fauna, the associated
Bradyrhizobium symbionts were highly diversified. Our results also indicated the lack of
bacterial specialization in relation to the constitutive genes (recA, dnaK and atpD) among
different populations of Desmodium, since many phylogroups were formed by isolates of
different plant hosts. However, when we analyze one gene related to symbiosis, nifD, we
were able to identify a greater tendency to specificity between the rhizobia and the host
plant. In addition, we found clades of bacterial isolates that did not cluster together with
reference species used in phylogenetic analyzes, indicating the potential for new
Bradyrhizobium species in these regions. These isolates may represent recent species,
probably originating in the Neotropics. Among the three hundred and thirty bacterial
isolates from sixty-eight native plant species, including those of the genus Desmodium
used in the previous study, we found bacterial strains with high identity with genera

Bradyrhizobium, Rhizobium, Azorhyzobium and Burkholderia.
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1.

INTRODUCAO

1.1. Leguminosas e rizébios

Legumes representam um grupo funcional importante em todos 0s ecossistemas
devido, principalmente, a sua participacdo no processo de Fixacdo Bioldgica do
Nitrogénio (FBN). Esse processo é facilitado pela interacdo simbiodtica com bactérias,
conhecidas pelo nome genérico de rizébios, que formam estruturas especializadas na
conversdo do nitrogénio atmosférico em compostos utilizaveis pelas plantas, 0s
nodulos. Essa simbiose fornece a planta hospedeira todo o nitrogénio necessario ao seu
desenvolvimento, enquanto a bactéria obtém os nutrientes necessarios para sua
sobrevivéncia e multiplicacdo. Essa relacdo, desenvolvida e aperfeicoada através da
coevolucgdo, tem consequéncias ambientais importantes e vem sendo estudada de modo
a ser aproveitada em beneficio das atividades humanas, inclusive na diminui¢cdo do
impacto socioambiental causado por elas.

A manutencdo sustentavel da producdo agricola tornou-se uma necessidade
evidenciada pelas préaticas ja amplamente adotadas, como 0 manejo correto da area a
ser plantada (por exemplo, o plantio direto) e a utilizacdo de técnicas de melhoramento
tradicional e genético, para que sejam obtidas variedades de plantas com caracteristica
desejaveis, como maior produtividade, resisténcia a organismos predadores e a
condi¢cdes ambientais desfavoraveis. Juntamente com essas praticas, uma alternativa
eficiente e economicamente viavel é o uso de formulacgdes inoculantes a base de micro-
organismos. Tais inoculantes sdo capazes de substituir parcial ou integralmente a
adicdo de pesticidas e fertilizantes nitrogenados ou fosfatados as culturas, poupando
tanto o agricultor quanto o ambiente dos danos resultantes, visando, ainda, a
maximizacdo da producdo. O uso de espécies de rizobios na inoculacdo de soja na
agricultura brasileira desde a década de 70 substituiu amplamente a aplicacdo de
fertilizantes nitrogenados, oferecendo grande vantagem econémica e sem prejuizos ao
rendimento da producdo. Aliado a esse conhecimento, hd um esforco no uso de
leguminosas como adubo verde, trazendo beneficios além da produtividade, como a
diminuicdo na emissdo de didxido de carbono gerado pela mineracdo e a utilizacdo de
fertilizantes nitrogenados, compromisso assumido internacionalmente pelo Brasil entre
o0s anos de 2009 e 2010 (FILIPE et al., 2016; HUNGRIA e MENDES, 2013).
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Devido ao aporte de nitrogénio e, consequentemente, a grande biomassa
proporcionada pelas leguminosas, essas plantas adquiriram grande importancia na
manutencgéo da fertilidade do solo (KERMAH et al., 2017). Apesar de muitos estudos
focarem no seu uso para a agricultura, essa caracteristica também é interessante para a
recuperacdo de ambientes naturais degradados e para o pastejo animal. Portanto,
espécies de leguminosas nativas sdo potenciais candidatos a serem utilizados no
manejo de culturas através da adubacdo verde (CREWS e PEOPLES, 2005).

A simbiose entre legumes cultivaveis é relativamente bem conhecida e estudada
h& muitos anos, gerando resultados positivos em relacdo a produtividade e custo para a
agricultura brasileira e mundial. Outras bactérias fixadoras de nitrogénio e possuidoras
de diversas caracteristicas promotoras de crescimento vegetal, associadas a plantas nao
leguminosas, também tém fornecido bons resultados como inoculantes, apesar dessa
relacdo ndo ser tdo estreita como no caso dos legumes (BENEDUZI et al., 2013;
BHATTACHARJEE et al, 2008). De uma perspectiva microbiologica, pouca
informacdo estd disponivel em relagdo aos rizobios que nodulam legumes nativos
brasileiros em seus limites naturais. A alta diversidade dos parceiros vegetais nessa
simbiose pode justificar esse fato: o Brasil representa o centro de diversidade de muitos
grupos de legumes, incluindo o grupo inicial dos papilionoides e os dalbergoides sensu
lato. Além disso, o tamanho e a complexidade do territorio brasileiro dificultam
estudos mais amplos, amplificando o impacto que os fatores geograficos e ambientais
ocasionam na distribuicdo de ambos os parceiros simbioticos (ANDAM e PARKER,
2007; STEPKOWSKI et al., 2007). Portanto, a partir da escassa informacao disponivel,
ndo estdo claros quais desses fatores em particular modularam a evolucéo de rizobios
simbioticos e em que extensdo essa evolucdo foi acompanhada pela evolucdo das

plantas da familia das leguminosas.

1.2. Fixacdo Biologica de Nitrogénio e nodulacéo

O processo de fixacdo bioldgica do nitrogénio atmosférico em aménia €
realizado por micro-organismos chamados, de forma geral, de diazotréficos, nome
relativo justamente a sua capacidade de reduzir o nitrogénio atmosférico (N2) a aménia
(NH3) (NEWTON, 2000). Esse processo € realizado pelo complexo enzimatico da

enzima nitrogenase, no qual estdo envolvidos os genes nif (de nitrogen fixation),
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responsaveis pela montagem e funcionamento, assim como pela propria regulacéo da
expressdo dos genes nif (DIXON, 1984; DIXON; KAHN, 2004). Os diversos genes nif
costumam estar organizados em operons, seja em ilhas gendmicas (KANEKO et al.,
2002, 2011) ou em grandes plasmideos simbidticos (OKAZAKI et al., 2015;
TEAMTISONG et al., 2014).

Apesar do conhecimento so6lido de algumas décadas de estudo sobre bactérias
diazotroficas de vida livre relacionadas a plantas ndo leguminosas (BALDANI et al.,
1997), é da simbiose entre rizbios e espécies vegetais da familia Leguminosae o
processo de fixacdo bioldgica de nitrogénio mais bem estudado, assim como a prépria
simbiose (GRAY e SMITH, 2005). Esses micro-organismos séo capazes de invadir o
tecido da planta para, uma vez no espaco intracelular, induzir a formacéo do ndédulo
onde realizam a FBN em estreita simbiose. S&o representados, em sua maioria, pelos
géneros Rhizobium e Bradyrhizobium. Porém, outros géneros também podem
apresentar essa mesma habilidade, como os representantes fixadores de nitrogénio do
género Burkholderia, geralmente noduladores de especies vegetais da tribo Mimoseae
(subfamilia Mimosoidae) (BOURNAUD et al., 2013).

A formacdo de nddulos é possibilitada pela troca de sinais moleculares entre a
planta hospedeira e o rizobio que ocorre no solo, em que compostos flavonoides séo
liberados pela planta, induzindo a expressdo dos genes responsaveis pelo processo de
infeccdo bacteriana as raizes das leguminosas, os genes nod (AUSMEES et al., 2004;
MCLENNAN et al., 2014). Esses genes codificam enzimas de biossintese e liberacao
de lipo-quito-oligossacarideos, conhecidos como fatores Nod, que promovem a fase
inicial da nodulacdo (AUSMEES et al., 2004; GRESSHOFF, 2003). Em um segundo
momento, polissacarideos de superficie ou proteinas secretadas pelas bactérias,
também sdo requeridos para que haja uma eficiente formacéo do ndédulo (AUSMEES et
al., 2004). As bactérias invadem as raizes, atraves de brechas de infeccdo e, uma vez
dentro do nodulo, se diferenciam em bacteroides, estrutura bacteriana sem parede
celular, que é a forma capaz de reduzir o nitrogénio atmosférico (MYLONA et al.,
1995).

Assim como ocorre com 0s genes nif, os genes de nodulacéo de rizébios também

estdo organizados em diversos operons, que podem estar localizados no cromossomo
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(LOH et al., 2003) ou em grandes plasmideos (FREIBERG et al., 1997), dependendo
da espécie (CHEN et al., 2005).

Essas caracteristicas de localizacdo e organizacdo dos operons relacionados a
simbiose em rizdbios sdo fonte de informacdo importante quanto ao relacionamento
filogenético entre diferentes linhagens, contando histérias evolutivas que divergem
daquela contada pelos genes que sdo expressos constitutivamente (housekeeping).
Inicialmente trazendo falta de resolucdo nas arvores filogenéticas, esses genes nos
levam a histéria da coevolucdo entre os parceiros simbiéticos (BARCELLOS et al.,
2007; SYVANEN, 2012)

1.3. Campos Sulinos

Os Campos Sulinos compreendem as regides campestres dos estados do Parana,
Santa Catarina e Rio Grande do Sul (Fig. 1), que ainda se estendem pelo Uruguai e
Argentina, incluindo areas do bioma Pampa e do bioma Mata Atlantica (PILLAR e
LANGE, 2015).

O bioma Pampa possui uma area de 178.243 quilémetros quadrados, segundo o
mapa de biomas brasileiros elaborado pelo IBGE (2004), abrangendo os campos da
metade sul e das Missdes no Estado do Rio Grande do Sul. Menos de 12% de sua area
estad livre da atividade humana (HASENACK et al., 2007). O cultivo de lavouras e a
pecudria, entre outras atividades, faz com que o Pampa seja um dos mais devastados
biomas brasileiros, ficando atras apenas do bioma Mata Atlantica, segundo componente
dos Campos Sulinos. A por¢do dos Campos Sulinos ocupada pela Mata Atlantica esta
concentrada nos campos de altitude, também conhecidos como Campos de Cima da
Serra. Essa regido se caracteriza pela formacdo de mosaicos de matas de Araucaria e
outras formacoes florestais (PILLAR et al., 2009).
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Fig. 1: Localizacdo dos Campos Sulinos: (a) visdo geral da América do Sul (b) o
Brasil e a classificagdo oficial dos biomas brasileiros, segundo o IBGE (2004) e (c)
distribuicdo dos Campos na regido sul do Brasil. Fonte: PILLAR et al., 2009.

Grande parte da riqueza da biodiversidade do Pampa ainda é desconhecida pela
escassez de pesquisas de levantamento e de identificacdo da fauna e da flora deste
bioma. A grande quantidade e diversidade de plantas nativas com potencial forrageiro
gue existe nos campos do Rio Grande do Sul, faz com que a pecuéria seja uma das
principais atividades da regido. A lotacdo excessiva de gado nessas areas pode gerar
perda de biodiversidade. Além do potencial forrageiro, as pastagens permanentes e a
introducdo de espécies nativas sao fundamentais para a protecdo do solo, demonstrando

o0 importante papel que as plantas leguminosas podem desempenhar.

1.4. Familia Leguminosae (Fabaceae)

A familia Leguminosae compreende, no Brasil, 2.848 espécies de legumes,
distribuidas em 222 géneros, das quais 1.539 sdo espécies endémicas (FLORA DO
BRASIL 2020, 2016). Devido a esse grande numero de espécies endémicas, o Brasil
representa o centro de diversidade de muitas espécies de legumes. De uma perspectiva
microbioldgica, pouca informacao esta disponivel em relacdo aos rizébios que nodulam
os legumes nativos brasileiros em seus limites naturais. Além disso, fatores geogréaficos

e ambientais tiveram seus impactos na distribuicdo de ambos os parceiros simbidticos.
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Porém, a partir da escassa informacdo disponivel, ndo estdo claros quais sdo esses
fatores e de que forma eles modularam a evolugdo de rizobios. Também é
desconhecida como essa evolugdo foi acompanhada pela evolucdo das plantas da
referida familia.

Existem diversas espécies de leguminosas caracteristicas dos Campos Sulinos
que apresentam um grande potencial forrageiro. Entre elas encontram-se as espécies do
género Desmodium. Assim como outros legumes, as raizes destas plantas podem ser
eficientemente colonizadas por bactérias diazotréficas genericamente denominadas

rizébios, formando uma associacdo simbidtica entre a planta e a bactéria.

1.4.1 O género Desmodium

Espécies do género Desmodium (cerca de 300) sdo leguminosas da subfamilia
Papilionoideae, tribo Desmodieae, amplamente distribuidas em regides temperadas e
subtropicais, com maior concentracio a leste da Asia, México e Brasil. Elas sdo usadas
na medicina popular tradicional como agentes antipiréticos e anti-inflamatorios e
possuem um grande potencial como plantas forrageiras. O género também inclui
espécies pioneiras resistentes ao ambiente estressado pela seca (OHASHI, 2005;
WULFF, 1986). As espécies de Desmodium que realizam simbiose para a fixagdo
bioldgica de nitrogénio com rizobios também desempenham um papel importante na
agricultura sustentavel e na nutricdo do gado. A maioria dos rizobios nodulantes de
Desmodium descritos até o momento pertencem ao género Bradyrhizobium. No
entanto, esta leguminosa também é nodulada por estirpes que pertencem aos géneros
Rhizobium, Ensifer e Mesorhizobium (PARKER, 1999).

Diversos estudos revelaram a importancia do isolamento geografico em uma
escala continental, como um fator definidor do padrdo de agrupamento em arvores
filogenéticas de genes simbidticos de Bradyrhizobium (BEUKES et al., 2016;
KOPPELL e PARKER, 2012; STEPKOWSKI et al., 2012). Devido ao fato de que a
América do Sul permaneceu em um isolamento geografico quase completo de qualquer
area continental ha mais de 130 milhdes de anos (DIETZ e HOLDEN, 1970;
SARMIENTO, 1975) e de que a regido Neotropical é conhecida pela ocorréncia de

uma grande diversidade de sua flora de leguminosas (OHASHI, 2005), é interessante
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investigar se o isolamento geogréafico e a radiagdo da planta hospedeira atuaram como

fatores criticos para a evolugdo do género Bradyrhizobium nessa regido.

1.5. Analises filogenéticas

O estudo da variabilidade genética em isolados bacterianos vem se
aperfeicoando junto as variagGes da técnica de PCR (Polimerase Chain Reaction), por
exemplo, associadas as técnicas que se utilizam de caracteristicas especificas das
sequéncias (polimorfismos, sequéncias repetitivas) (FAROOQ); VESSEY, 2009; TIAN
et al., 2007; ZHANG et al., 2007). Atualmente, o incremento da capacidade e acuracia
de sequenciamento dos produtos amplificados pela PCR junto a disponibilidade de
informagdes contidas em bancos de dados de sequéncias nucleotidicas, entre outras,
permite a exploracdo e comparacdo entre micro-organismos de forma a elucidar suas
relagOes filogenéticas, servindo de ferramenta indispensavel na compreensdo da
evolucédo dos mesmos e, no caso especifico de rizobios, de sua coevolucdo em relagéo a
seus parceiros simbidticos.

A alta conservacdo nucleotidica do gene 16S rDNA faz com que o0 mesmo
represente um marcador molecular importante na elucidacao da historia evolutiva de
bactérias, sendo um critério indispensavel na taxonomia bacteriana. Apesar de muito
usado na caracterizacdo de isolados bacterianos com bastante sucesso devido suas
caracteristicas, o gene do 16S rDNA ndo costuma ser variavel o suficiente para
oferecer informacbGes que suportem a diferenciacdo de linhagens de rizobios
(SANT’ANNA et al., 2017), havendo ainda a questdo da existéncia de multiplas copias
do gene em um mesmo genoma, 0 que confere certa heterogeneidade entre as
sequéncias (ACINAS et al., 2004).

Outros genes, tipicamente de expressao constitutiva, conhecidos como genes
housekeeping tém sido utilizados na intencdo de resolver as relacdes filogenéticas entre
micro-organismos em geral (e. g. NOISANGIAM et al., 2010; OKAMURA;
TAKATA; HIRAISHI, 2009; XU et al., 2013; XU et al., 2015). Atualmente, a técnica
de MLSA (de Multilocus sequence analysis) tem sido utilizada em estudos
filogenéticos de forma a somar a informacdo presente em cada gene, a fim de encontrar

melhor resolucdo das relacdes filogenéticas, permitindo esclarecer essas relagdes
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dentro do mesmo género, ou mesmo entre linhagens de uma mesma espécie (RIVAS et
al., 2009; STEPKOWSKI et al., 2012; XU et al., 2016).

O uso de loci simbi6ticos na elucidacdo de filogenias de rizébios revelou o alto
nivel de diversidade do género Bradyrhizobium (e. g. GRANADA et al., 2015;
KOPPELL e PARKER, 2012; PARKER, 2012; STEPKOWSKI et al., 2012). Um dos
fatores que contribuem para essa alta diversidade é transferéncia horizontal de genes
(HGT — Horizontal Gene Transfer), muito comum em sequéncias presentes em ilhas
gendmicas ou plasmideos, como é o caso dos genes relacionados a nodulacdo (genes
nod) e os genes ligados ao processo de fixacdo de nitrogénio (genes nif)
(BARCELLOS et al., 2007; NIELSEN et al., 2013; STEENKAMP et al., 2008).
Apesar de altamente diversificado, ou talvez por esse mesmo motivo, as sequéncias
oriundas desses genes sdo altamente informativas filogeograficamente, permitindo a
visualizacdo de grupos relacionados tanto a origem do micro-organismo simbionte
quanto da planta hospedeira (BEUKES et al., 2016a).
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2. OBJETIVO GERAL

Na tentativa de preencher algumas lacunas de conhecimento, o presente estudo
teve como objetivo geral descrever a diversidade de rizobios que nodulam legumes
nativos em varias localidades do Rio Grande do Sul situadas na regido conhecida como
Campos Sulinos. O conhecimento gerado contribuira para um melhor entendimento da

distribuicdo e origem das espécies de rizobios nas areas amostradas.

2.1. Objetivos especificos

a) Realizar coletas de nddulos de diferentes leguminosas nativas em sitios de
amostragem localizados nos biomas Pampa e Mata Atlantica do Estado do Rio Grande
do Sul;

b) Avaliar os sitios de amostragem quanto as suas caracteristicas ambientais, a
fim de estimar a distribuicdo de plantas e bactérias entre os diferentes locais;

c) Obter diferentes isolados de rizobios e seus DNAs gendmicos, a fim de
amplificar e sequenciar genes housekeeping e simbiodticos que sejam comumente
empregados em analises taxondmicas de rizobios, de acordo com a literatura;

d) Inferir sobre relacdes filogenéticas entre os isolados obtidos e diferentes
linhagens tipo de rizobios, as quais serdo selecionadas de acordo com a disponibilidade
de sequéncias e a comparacdo em diferentes bancos de dados;

e) Avaliar a distribuicdo de grupos bem suportados entre as filogenias de genes
individuais e dos genes housekeeping concatenados, a fim de inferir sobre a
possibilidade de relacdo especifica entre rizébio e planta hospedeira;

f) Comparar as filogenias de genes simbidticos e housekeeping e a
possibilidade de eventos de transferéncia génica entre as diferentes linhagens obtidas;

g) Analisar as relacbes de ancestralidade de rizobios obtidos a partir de
diferentes leguminosas nativas, bem como a possivel existéncia de linhagens
originadas no sul da América do Sul;

h) Contribuir para o conhecimento da distribuicdo de comunidades de rizobios
associadas a leguminosas nativas do sul do Brasil, dado seu potencial como bactérias

promotoras de crescimento de plantas em solos degradados do bioma Pampa.
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Em um primeiro momento, o trabalho se concentrou especificamente nas plantas
pertencentes ao género Desmodium, presentes em praticamente todos 0s pontos de
coleta (Capitulo I). Posteriormente, ele foi ampliado para todas as espécies de
legumes amostradas (Capitulo I1).

21



4. CAPITULO Il — Manuscrito em preparagao

Diversidade de rizobios associados a plantas leguminosas nativas dos Campos
Sulinos -RS/Brasil

Fernanda da Silva Moreiral, Bruno Brito Lisboa?, Gilson Shlindwein?, Tomasz
Stepkowski®, Luciane Maria Pereira Passaglia®
!Departamento de Genética, Universidade Federal do Rio Grande do Sul (Brazil),
2Secretaria da Agricultura, Pecuaria e Irrigacdo do Rio Grande do Sul-SEAPI (Brazil),
3Biology College of Warsaw University of Life Sciences (Poland).

4.1. Resumo

Os Campos Sulinos, que incluem o Bioma Pampa e o de Mata Atlantica em
areas de maior altitude, sdo conhecidos pela diversidade floristica como um todo.
Porém, o potencial de Fixacdo Biologica de Nitrogénio pelos legumes nativos,
especialmente 0s de menor interesse forrageiro, assim como Seus parceiros
bacterianos, ainda € pouco conhecido. Nesse estudo nos propusemos a conhecer a
diversidade de rizobios que nodulam as espécies nativas de leguminosas nessa grande
area do Estado do Rio Grande do Sul. De sessenta e oito espécies vegetais, com
destaque para a subfamilia Papilionoidea, foram isolados trezentos e trinta micro-
organismos simbioticos, entre eles bactérias relacionadas aos géneros Bradyrhizobium,
Rhizobium, Azorhizobium e Burkholderia. Foram realizadas amplificacdo e
sequenciamento de genes housekeeping (recA, atpD e dnaK) e um gene relacionado a
simbiose (nifD) para futuras analises filogenéticas, além de avaliacdo das condi¢cbes
ambientais de cada ponto de coleta a fim de relacionar a diversidade bacteriana e
fatores edafoclimaticos. A exemplo de estudos prévios nesse mesmo sentido, o
potencial para a geracao de resultados que colaborem com a compreenséo das relagdes
filogenéticas entre os parceiros dessa simbiose é imenso e deverdo ser explorados

extensivamente.
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4.2. Introdugéo

Os campos do Bioma Pampa estendem-se ao sul e a oeste do Uruguai, nas
provincias argentinas de Corrientes, Entre Rios, Santa Fé, Cordoba, Buenos Aires e La
Pampa, na parte do Noroeste e na metade sul do Estado do Rio Grande do Sul (RS),
Brasil, incluindo a capital, Porto Alegre. Esses campos apresentam uma grande
riqueza de espécies com diversos usos, como arvores frutiferas, plantas medicinais e
plantas ornamentais nativas. Além disso, também existe uma diversidade de plantas
domesticadas de outras partes do mundo e que se adaptaram as condicGes locais, como
milho, feijdo, batata-doce, mandioca, pimentas, cucurbitaceas, cenoura e cebola, as
quais tém caracteristicas Unicas, devido ao processo de colonizacdo do territério por
diferentes culturas (indigena, portuguesa, espanhola, africana, alemd, italiana e
francesa). Porém, o uso tradicional do Bioma Pampa como um todo estd associado,
principalmente, a pecuéria extensiva e a cultura de arroz irrigado, soja e integracéo
lavoura-pecuéria. A geracdo de renda e o uso sustentdvel desse bioma geralmente
estdo ligados a especies forrageiras que compde o campo nativo, em especial,
gramineas e leguminosas, relacionadas a criacdo de gado, aproveitando 0s recursos
naturais disponiveis (BARBIERI et al., 2009).

Na porc¢édo de terras mais alta do estado do RS estdo localizados os Campos de
Cima da Serra. Assim como no Bioma Pampa, nessa regido a vegetacdo predominante
é a de campos, com participacdo significativa de vegetacdo arborea caracteristica da
Mata Atlantica, chamando atencdo a Mata de Araucaria, caracterizada pela presenca
do pinheiro brasileiro (Araucaria angustifolia). A vegetacao caracteristica dos campos
sdo as gramineas, como as pertencentes aos géneros Andropogon e Paspalum e as
carquejas do género Bacharis, classificadas como estivais (de clima quente). Devido
as caracteristicas climaticas da area também se destacam as leguminosas hibernais (de
clima temperado) dos géneros Trifolium e Adesmia (BOLDRINI, 1997).

Essas duas regides sdo demarcadas pelas diferencas climaticas e pela origem e
composicdo da flora. Muitas espécies de plantas que habitam climas mais tropicais
tém nos Campos Sulinos o seu limite sul, assim como espécies de climas mais
temperados o seu limite norte de distribui¢do. Existe uma clara distincdo na vegetacao
entre 0s campos do bioma Pampa, no sul do RS, e os campos do bioma Mata

Atlantica. Porém, a distribuicdo de um grande numero de plantas, incluindo algumas

61



das mais abundantes, se sobrepde nessa regido, o que justifica 0 emprego do termo
Campos Sulinos unindo os dois biomas como um todo. Os Campos Sulinos se
estendem por regides campestres nos trés estados da regido Sul do Brasil, Rio Grande
do Sul (RS), Santa Catariana (SC) e Parand (PR) (PILLAR et al., 2009; PILLAR;
LANGE, 2015).

As condicbes do solo nos Campos Sulinos variam, porém, os solos profundos
dominam a parte sudeste da Campanha e sdo, em sua maioria, dominados pela
agricultura. Solos rasos devido a afloramentos rochosos e solos arenosos, como nos
campos Litordneos (ndo contemplados nesse estudo) e no centro-oeste do RS,
proporcionam ambientes desafiadores para a cobertura vegetal, onde leguminosas
resistentes a estresse hidrico obtém vantagem (PILLAR e LANGE, 2015). Ainda, a
formacdo de uma relacdo simbidtica com micro-organismos para exercer sua
capacidade de converter o nitrogénio atmosférico em aménia, confere as plantas
leguminosas uma vantagem em se desenvolver em solos pobres em nitrogénio
(ANDREWS et al, 2013; ANDREWS et al., 2011)(ANDREWS et al.,
2011)(ANDREWS et al., 2011)(ANDREWS et al., 2011).

A vasta extensdo dos Campos Sulinos e suas caracteristicas heterogéneas, ao
mesmo tempo que permite a classificacdo conjunta do Bioma Pampa e dos Campos de
Cima da Serra, representam um desafio no estudo de diversidade como um todo, seja
floristica, zooldgica e, principalmente, microbioldgica. A especificidade entre rizobios
e legumes nativos, bem como seu padréo de distribuicdo ao longo da regido é ainda
um campo a ser explorado. Portanto, identificar as espécies de rizobios que nodulam
legumes nativos avaliando sua diversidade e distribui¢cdo nesse ambiente contribuira
para ampliar o conhecimento a respeito das origens evolutivas desses parceiros
simbidticos.

4.3. Material e métodos
4.3.1. Caracterizacdo dos locais de coleta

Foram realizadas, entre maio de 2014 e marco de 2015, quatro incursdes a

diferentes ambientes do Rio Grande do Sul contemplando os chamados Campos

Sulinos. A elas nos referimos como Campos A, B, C e D na ordem em que tais

incursdes ocorreram. Campos A, B e D abrangeram localidades situadas no Bioma
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Pampa, enquanto o Campo C abrangeu localidades situadas nos Campos de Cima da
Serra, onde predomina o Bioma Mata Atlantica, como mostra a Figura 1 com o
panorama geral dos pontos amostrados.

O Campo A compreendeu localidades na Serra do Sudeste e Depressédo Central
do RS. De maneira geral, a vegetacdo das areas amostradas representa as zonas de
campos savanoides do bioma Pampa constituidos por mosaicos de campo, arbustos e
pequenos agrupamentos florestais (CRAWSHAW et al., 2007; HASENACK et al.,
2007). Os pontos de coleta se concentraram em areas proximas a estradas secundérias
da regido, em zonas de encostas e afloramentos rochosos, a maioria sob a influéncia de
pastejo e alguns com a interferéncia da faixa de dominio.

Com relacdo a composicao floristica, destaca-se a subfamilia Papilionoidea com
maior numero de géneros encontrados (12). Os géneros Mimosa e Desmodium foram
0S (que apresentaram 0 maior numero de espécies nativas, quatro e trés,
respectivamente. Entre as espécies destaca-se Desmodium incanum com presenga em
todos os pontos amostrados, concordando com a descri¢do feita por Oliveira (1983)
como a espécie mais comum, abundante e de ampla distribui¢cdo em todo o Estado do
Rio Grande do Sul.

O Campo B abrangeu duas regides do RS bastante distintas entre si: Fronteira e
Campanha. A Fronteira caracteriza-se por campos naturais sobre solos originados por
materiais de origem contrastantes: arenitos (solos profundos, pobres quimicamente e
com pouca capacidade de retencdo de umidade) e basalto (solos rasos com textura
argilosa, quimicamente ricos e com capacidade de retencdo de &gua variando
conforme a espessura do perfil). Na Campanha é caracteristica a formacao de campo
natural fino, conhecido como “Ponche verde” em solos originados de rochas
sedimentares (argilitos e siltitos). Também quimicamente ricos esses solos podem
apresentar ma drenagem devida a sua textura muito argilosa. Ainda na regido de Bagé,
foram coletadas amostras em locais com caracteristicas da regido da Serra do Sudeste,
isto é, apresentando relevo forte ondulado e com solos originados de granitos
(CRAWSHAW et al., 2007).

Durante 0 Campo C, realizado nos Campos de Cima da Serra e da Encosta
Nordeste do Estado, foram coletadas amostras na regido do planalto Rio-grandense, na

qual os solos sdo originados a partir de rochas vulcanicas de carater basico (formam
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solos classificados como Latossolos e Neossolos litélicos) e &cido (formam solos
classificados como Cambissolos e Neossolos litélicos) (IGANCI et al., 2011). Estes
solos variam em profundidade, textura e composic¢do quimica.

Na ultima incursdo, ao Noroeste do estado do RS, no Campo D, encontramos
areas de transicdo entre o campo nativo degradado e parcelas de desertificagdo
(Formagdo Guard) (VERDUM, 1997). Campos de solo raso formados sobre o basalto
alegrete (DO NASCIMENTO et al., 2014) e areas baixas, inundaveis (geralmente

utilizadas para o plantio de arroz) também sdo caracteristicas desse local.

-57.000 -54.000 -51.000

-27.000

Brazil

-30.000

-33.000
[] Mata Atlantica

[] Bioma Pampa

0 75 km
— e Ponto de coleta

Figura 1: panorama geral dos pontos amostrados nos Campos Sulinos, separados por

Bioma de amostragem.

De cada ponto amostrado foram coletados 0.5 kg de solo para determinacdo do
pH, conteldo de matéria organica (OM), argila, fésforo (P), potéssio (K), célcio (Ca),
magnésio (Mg) e aluminio (Al), de acordo como o método padrdo de analise
(SPARKS, 1996).
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4.3.2. Coleta dos nddulos e obtencéo dos isolados

As raizes das plantas contendo os nodulos foram armazenadas em frascos
contendo silica e mantidas em ambiente protegido da luz até o momento de sua
utilizacdo. Para o isolamento das bactérias os nddulos foram destacados das raizes e
desinfetados por lavagens sucessivas com etanol (70%) por 45 segundos, seguidas de
hipoclorito (1%) por 30 segundos e cinco lavagens com agua destilada e esterilizada.
Em seguida, cada nddulo foi macerado com uma pinga estéril em tubos de
microcentrifuga contendo 100 pL de agua destilada esterilizada. A suspensdo obtida
foi inoculada pela técnica de esgotamento por estrias em placas de Petri contendo o
meio &gar Levedura Manitol (LM) (VINCENT, 1970) com Vermelho Congo (25 mg
L) e incubadas em estufa a 28°C pelo tempo necessario ao aparecimento de coldnias
bacterianas (de 3 a 10 dias). As coldnias obtidas foram novamente cultivadas em meio
LM liquido e seguiu-se a inoculacdo por agulha em meio LM sdlido (tubos de 2 mL).
Os tubos foram incubados em estufa a 28°C pelo tempo necessario ao aparecimento de
crescimento bacteriano visivel. A cultura foi coberta por uma fina camada oleo
mineral estéril para conservacdo em temperatura ambiente dos isolados. Parte da

cultura liquida foi reservada para extracdo de acidos nucléicos.

4.3.3. Caracterizacao genética dos isolados

Os isolados foram submetidos a extracdo do DNA genémico pelo método de
extracdo de DNA com cloroformio (SOMASEGARAM e HOBEN, 1985). Uma
aliquota de 1,5 mL das culturas bacterianas (cultivadas em meio LM por 72 horas a
28°C sob agitacdo de 120 rpm) foi transferida para tubos de microcentrifuga
esterilizados e centrifugada por trés minutos a 12.000 rpm. A suspensao de células
obtida foi submetida a lavagem com solucéo esteéril de cloreto de sodio (NaCl) 1%. As
celulas foram homogeneizadas em 700 uL de TES (Tris 10mM, EDTA 25 mM e NaCl
150 mM) e a suspensdo foi novamente centrifugada por dois minutos a 12.000 rpm. Os
sobrenadantes foram desprezados, as suspensdes de células foram homogeneizadas em
500 uL de TE1 (Tris 10mM e EDTA 25 mM) e 25 pL de lisozima (20 mg mL™?) e
posteriormente foram incubadas a 37°C por uma hora. ApoOs este periodo, foram
adicionados 100 pL de SDS 20% a 60°C e 5 uL de proteinase K (20 mg mL™) e as
misturas foram incubadas a 60°C por 15 min. Logo apds, foram adicionados 600 pL de

cloroférmio:alcool isoamilico (24:1). As suspensdes foram agitadas em vortex e
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centrifugadas por trés min. a 10.000 rpm. Os sobrenadantes foram transferidos para
novos microtubos e foram adicionados 8 ul. de NaCl 5M juntamente com 500 uL de
isopropanol gelado. Apds 10 min. no gelo, as misturas foram centrifugadas por 15
min. a 12000 rpm. Os concentrados obtidos foram lavados com etanol 70%, secos a
temperatura ambiente e finalmente suspendidos em 50 pL de TE2 (Tris 2 mM e EDTA
25 mM).

Sequéncias parciais de trés genes housekeeping (recA, atpD ednaK) e um gene
relacionado a simbiose (nifD) foram amplificadas com seus respectivos iniciadores e
sob as condi¢Bes demonstradas na Tabela 1. Os produtos das amplificagfes foram
sequenciados em sequenciador automatico Megabace 1000 utilizando DYEnamic™
ET Dye Terminator Cycle Sequencing Kit (GE Health Care). As sequéncias obtidas
foram analisadas no programa BioEdit 7.0.9.0 (HALL, 1999). O tamanho dos
fragmentos resultantes, em pares de bases (pb), foram os seguintes: dnaK (proteina
chaperona70 kDa— 245 pb), recA (proteina de recombinacdo A — 381 pb), atpD (ATP
sintase cadeia beta — 333 pb) e nifD (subunidade alfa da dinitrogenase — 798 pb). As

sequéncias obtidas foram comparadas as disponiveis na base de dados GeneBank.

Tabela 1: Sequéncias iniciadoras e condi¢des de amplificagdo em PCR.

Gene Alvo CondicGes da
Primer Sequéncia (5' - 3") (tamanho do ¢ Referéncia
PCR
fragmento)
BRdnaKf TTCGACATCGACGCSAACGG  dnaK (245) 2min 95°C, 35X (455 \\enINA et al
95°C, 305 58°C, 1.5 min "
BRdnaKr GCCTGCTGCKTGTACATGGC 72°C). 7 min 72°C 2009
TsrecAf CAACTGCMYTGCGTATCGTC recA (381) 2min95°C, 35X (45s
GAAGG 95°C. 30 $58°C. 1.5 min S TEPKOWSKI et
TerecAr  CCCATCTGGTTGATGAAGAT 72'°C) i 7500 al., 2005
CACCATG '
TSatpDf  TCTGGTCCGYGGCCAGGAAG  atpD (333) 2min 95°C, 35 X (455 creni WK et
95°C, 305 58°C, 1.5 min
TSatpDr  CGACACTTCCGARCCSGCCTG 72°C). 7 min 72°C al., 2005
Tsnifpfy SOV GGA GGT SCT SAA GGT ey (79) 2 min 95°C, 35 X (45 s
CTATCC 05°C. 30 $53°C. 1.5min  (BEUKESetal,
nifp12 CCGAAGAAGTTGTACTCGCA 72°C), 7 min 72°C 2016a)
CCA
4.4. Resultados e discussao

Trezentos e trinta isolados de rizobios foram obtidos a partir de 68 espécies de

leguminosas nativas do Rio Grande do Sul distintas. As ocorréncias das espécies nos
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pontos amostrados estdo descritas na Tabela 2, referente as quatro incursGes a campo

realizadas; Campanha e Fronteira do RS, chamadas de A, B, C e D, respectivamente.
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Tabela 2: Ocorréncias das espécies nos pontos amostrados e identificacdo de seus respectivos
isolados bacterianos.

Adesmia incana B 3-6,8, 10,14 Bradyrhizobium elkanii, Bradyrhizobium japonicum

Adesmia punctata C 8 Bradyrhizobium elkanii

Adesmia tristis Mezorhizobium sp., Bradyrhizobium elkanii

D 1 Rhizobium leguminosarum

Aeschynomene falcata D 1,5,13, 14,16 Rhizobium sp.

Aeschynomene sensitiva D 11 Rhizobium sp.

Aeschynomene sp. 2 D 12 Rhizobium sp.

Arachis sp.1 Bradyrhizobium elkanii

Ateleia glazioviana Rhizobium sp.

Chamaecrista rotundifolia D 10 Rhizobium sp.

Collaea stenophylla C 9 Rhizobium sp.

Crotalaria lanceolata A 15 Rhizobium sp.
Rhizobium sp.

Desmodium adscendens C 11,12 Bradyrhizobium elkanii
D 59 Bradyrhizobium elkanii

Desmodium cuneatum D 14 Bradyrhizobium liaoningense

Desmodium uncinatum Bradyrhizobium viridifuturi

Eriosema sp.1 Bradyrhizobium elkanii




Indigofera asperifolia c 12 Rhizobium sp.

Lathirus si.l B 10 Bradirhizobium elkanii
Luiinus reitzii C 4,9 Bradirhizobium iriomotense,
D 16

MacroEtiIium iibbosifolium Rhizobium melilot

Mimosa ramosissima CcC 8 Burkholderia ihimatum

Mimosa sp.2 A 10,12 Burkholderia mimosarum, Burkholderia phymatum

Mimosa sp.4 Burkholderia phymatum

Azorhizobium caulinodans
Rhizobium leguminosarum, Bradyrhizobium japonicum,
Rhizobium leguminosarum

Rhynchosia corylifolia

O w
=
N

Rhynchosia sp.1 Bradyrhizobium japonicum

>
N

Rhynchosia sp.3 Bradyrhizobium japonicum

[
[
N

Senna sp.2 Bradyrhizobium japonicum

Sesbania virgata

>
N

o8}
w
o R

Azorhizobium doebereinerae, Rhizobium tropici
Rhizobium sp.

= e

Bradyrhizobium japonicum, Bradyrhizobium
Stylosanthes montevidensis D 1,12,13 stylosanthis

Trifolium polymorphum

>
o

(o8]
=
~ o
ol

2,13 Rhizobium leguminosarum, Bradyrhizobium elkanii
,6,7,9, 14,15  Bradyrhizobium japonicum, Bradyrhizobium trifolii

Trifolium repens Bradyrhizobium japonicum

|
[E
o

Vicia graminea B 10 Rhizobium leguminosarum

Vicia sp.2 Rhizobium leguminosarum

Bradyrhizobium liaoningense, Bradyrhizobium

Zornia si.l D 12,15 iaionicum

Zornia sp.3 D 2 Bradyrhizobium liaoningense

!Identificacdo através de chave dicotdémica. As plantas identificadas como sp.1, sp.2, sp.3 e sp.4 ndo puderem ser
identificadas em nivel taxdnomico especifico;
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2Nomenclatura de referéncia as incursdes realizadas a campo. Campos A, B e D = Bioma Pampa, Campo C = Campos
de Cima da Serra, onde predomina o Bioma Mata Atlantica. Caracteristicas de cada ponto sdo mostrados na Tabela
Suplementar 1.

3ldentidade acima de 85% de acordo com a base de dados GenBank.

Em estudos de diversidade genética microbiana, especialmente de amostras
ambientais, ndo é raro que se encontre uma alta taxa de diversidadede, ndo somente de
espécies como de linhagens, bem como o potencial para descoberta de novas espécies
entre as bactérias noduladoras de plantas leguminosas. Parker e seus colaboradores
(Koppel e Parker, 2012; Parker, 2015) tém estudos solidos na tentativa de eluciadar as
relagBes filogenéticas entre rizébios e avaliar a evolu¢do dos mesmos ao longo dessa tdo
bem-sucedida parceria bactéria-legume. Koppel e Parker (2012) realizaram uma analise
avaliando linhagens de Bradyrhizobium ao longo da America do Norte. Mais
recentemente, Parker (2015) realizou um amplo estudo utilizando 420 linhagens
disponiveis do género Bradyrhizobium coletadas de 75 géneros de plantas leguminosas
provenientes de 25 paises (que incluiram amostras da América do Norte, América
Central, Europa e Asia). Os isolados foram caracterizados através de MLSA de genes
housekeeping e separadamente um gene relacionado a simbiose (nifD). Ambos os
estudos demonstraram que muitos grupos de Bradyrhizobium utilizam diferentes grupos
de leguminosas para estabelecer relagdes simbidticas, sugerindo que o género é muito
plastico, pelo menos na sua evolucdo recente, em escolher o vegetal a ser colonizado e
que maior especificidade é demonstrada ao analisarmos genes relacionados a simbiose.
Portanto, apesar de alguns grupos manterem um certo padrdo de especificidade com a
planta hospedeira, ha possibilidade de ampliacdo do alcance das linhagens atuais de
Bradyrhizobium em relacdo a outros parceiros simbidticos.

Da mesma forma, outro pesquisador, Tomasz Stepkowski, possui estudos com
isolados bacterianos de leguminosas coletadas na Europa (STEPKOWSKI et al., 2011;
STEPKOWSKI et al., 2007), Africa (BEUKES et al., 2016b; STEENKAMP et al.,
2008), Austalia (STEPKOWSKI et al., 2012) e América Central. No Brasil e América
do Sul também houve uma série de estudos focados na simbiose existente entre rizobios
e soja (GALLI-TERASAWA et al., 2003; HUNGRIA et al., 2006; LU SHI CHEN et
al., 2000).

Dessa forma, o presente estudo se propde a incluir uma diversidade maior de

géneros de plantas abordados, com énfase nas plantas nativas. Abrangendo uma grande
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area ainda a ser explorada como fonte de conhecimento, visando também a aplicagéo do
mesmo na conservacao e recuperacdo de area degradadas, dado o potencial inerente das
plantas leguminosas em sobreviver em ambientes relativamente pobres
nutricionalmente e arduos nos fatores climaticos e de proporcionar nutrientes para 0s

referidos solos.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

O projeto de pesquisa aqui proposto teve como objetivo descrever a diversidade de
rizébios nas regides subtropicais e temperadas do estado do Rio Grande do Sul. O
conhecimento adquirido ndo apenas ira contribuir para um melhor entendimento da
distribuicdo de espécies de rizobios nas areas amostradas, como também ira contribuir para
futuros empreendimentos que visem o estudo e a utilizacdo desses importantes organismos.
Entre nossos objetivos especificos estavam identificar as espécies de rizébios que nodulam
legumes nativos nas regifes amostradas e investigar o nivel de diversidade geral dos
rizobios nessas regides, uma vez que a especificidade entre rizébios e legumes nativos nao
¢ amplamente conhecida e existe a possibilidade de existirem diferentes rizobios nesses
ambientes.

Nossos resultados indicaram a falta de especificidade entre o parceiro bacteriano do
género Bradyrhizobium e a planta hospedeira, demonstrados pelas analises filogenéticas
dos genes housekeeping em legumes nativos do género Desmodium de diferentes
populacdes. Porém, ao analisarmos o gene nifD, envolvido na fixacdo de nitrogénio e,
portanto, envolvido diretamente em um dos fatores da simbiose, encontramos um padrao
mais visivel de selecdo espécie-especifica entre os parceiros simbioticos. Os resultados
encontrados no primeiro capitulo ainda trazem reflexbes sobre o uso de marcadores
moleculares tradicionais nesse tipo de estudo, como o gene dnakK, que, em principio, ndo se
demonstrou muito apropriado, necessitando maior investigacdo. Além disso, hd ainda
grande possiblidade de haver novas espécies entre os isolados, visto que 0s mesmos néo se
agruparam de forma concordante com nenhuma espécie de referéncia utilizada no estudo.

Dados ambientais aqui obtidos poderdo nos ajudar a compreender melhor o padrao de
distribuicdo das espécies bacterianas e de suas plantas hospedeiras ao longo dos diferentes
ambientes amostrados. Essas analises ainda deveras ser realizadas.

Outra possibilidade de estudo é a inclusdo de genes de linhagens amplamente
utilizadas como inoculantes no Brasil (SEMIA 587, 5019, 5079 e 5080) nas analises
filogenéticas, a fim de verificarmos se as bactérias isoladas poderiam ter sido originadas

dessas linhagens.
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Tabela suplementar 1: Locais de coleta e suas caracteristicas, plantas hospedeiras e identificagdo aproximada do isolado bacteriano correspondente.

Cidade Cadigo L?jzal Tipo de Solo Planta Hospedeira Isolado Eggg;glzai%eilﬁg (Ao/rog)ila (Oo/':/l) Fppm) gpm) éLnoIc/ pH EES E(::&rlnolld ?(/:Ir%olc/ (%)
coleta genes)* dm3) m3) dm3)

Bagé A 1 Neossolo lit6lico Arachis burkartii A3.2  B.!embrapense 8 1,7 17,8 149 0,1 54 6,6 3,5 0,7 70,5
Bagé A 1 Neossolo litélico Arachis burkartii A3.3  B.embrapense 8 1,7 17,8 149 0,1 54 66 35 0,7 70,5
Bagé A 1 Neossolo litélico Arachis burkartii A3.4  B.embrapense 8 1,7 17,8 149 0,1 54 66 35 0,7 70,5
Bagé A 1 Neossolo litélico Desmodium incanum Al4  B.elkanii 8 1,7 17,8 149 0,1 54 66 35 0,7 70,5
Bagé A 1 Neossolo litélico Desmodium incanum Al5 B.elkanii 8 1,7 17,8 149 0,1 54 66 35 0,7 70,5
Bagé A 1 Neossolo litélico Vignia peduncularis A2.2  B. diazoefficiens 8 1,7 17,8 149 0,1 54 66 35 0,7 70,5
Bagé A 2 Neossolo litélico Desmodium incanum A55  B.iriomotense 14 2,2 15 76 04 51 123 4.2 24 555
Bagé A 2 Neossolo litélico Desmodium incanum A5.6  B.iriomotense 14 2,2 15 76 04 51 123 4.2 24 555
Bagé A 2 Neossolo litélico Sesbania virgata A6.3  AZdoebereinerae 14 2,2 1,5 76 0,4 51 123 4,2 2,4 55,5
Bagé A 2 Neossolo litlico Seshania virgata A6.4  A.doebereinerae 14 2,2 1,5 76 04 51 123 4,2 24 55,5
Bagé A 2 Neossolo litlico Seshania virgata A6.5  A. doebereinerae 14 2,2 1,5 76 04 51 123 4,2 24 55,5
Bagé A 2 Neossolo litlico Trifolium sp.1 A4.1  B.yuanmingense 14 2,2 15 76 0,4 51 123 4,2 2,4 55,5
Bagé A 2 Neossolo litélico Trifolium sp.1 A4.2  B.yuanmingense 14 2,2 15 76 0,4 51 123 4,2 2,4 55,5
Bagé A 2 Neossolo litdlico Trifolium sp.1 A4.3  B.viridifuturi 14 2,2 15 76 0,4 51 123 4,2 2,4 55,5
Bagé A 4 Neossolo litdlico Desmodium incanum A9.1  B.canariense 14 3,7 15 99 0,2 53 151 6,2 1,7 54,4
Bagé A 4 Neossolo litdlico Mimosa sp.1 A10.1  B. phymatum?® 14 3,7 15 99 0,2 53 151 6,2 1,7 54,4
Bagé A 4 Neossolo litdlico Mimosa sp.1 A10.2 B. phymatum 14 3,7 15 99 0,2 53 151 6,2 1,7 54,4
Bagé A 4 Neossolo litdlico Trifolium sp.1 All.1 B.viridifuturi 14 3,7 15 99 0,2 53 151 6,2 1,7 54,4
Bagé A 4 Neossolo litdlico Trifolium sp.1 Al11.2 B.viridifuturi 14 3,7 15 99 0,2 53 151 6,2 1,7 54,4
Bagé A 5 Neossolo litdlico Rhynchosia sp.1 Al12.1 B.japonicum 15 2 57,1 74 01 59 147 8,2 2,3 735
Bagé A 5 Neossolo litdlico Rhynchosia sp.1 Al12.2 B. japonicum 15 2 57,1 74 01 59 147 8,2 2,3 735
Bagé A 5 Neossolo litdlico Rhynchosia sp.1 Al12.3 B. japonicum 15 2 57,1 74 01 59 147 8,2 2,3 735
Bagé A 5 Neossolo litdlico Trifolium polymorphum A13.1 R.“leguminosarum 15 2 57,1 74 01 59 147 8,2 2,3 735
Bagé A 5 Neossolo litélico Trifolium polymorphum A13.2 R. leguminosarum 15 2 57,1 74 01 59 147 8,2 2,3 735
Bagé A 6 Neossolo litdlico Trifolium polymorphum A15.1 R. leguminosarum 15 2,7 203 155 0,2 53 196 9,2 4.4 72

Bagé A 6 Neossolo litdlico Trifolium polymorphum A15.2 R. leguminosarum 15 2,7 203 155 0,2 53 196 9,2 4.4 72
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Sao Gabriel D 16 Argissolo Desmodium uncinatum D65.3  B. viridifuturi 15 91,1 16 0,3 42 3,8 0,9 0,1 27,8

Sao Gabriel D 16 Argissolo Lupinus sp.1 D66.1  B. elkanii 15 91,1 16 0,3 42 3,8 0,9 0,1 27,8
Macroptilium

Séo Gabriel D 16 Argissolo gibbosifolium D67.1 R. melilot 1,5 91,1 16 0,3 42 38 0,9 0,1 27,8
Macroptilium

Séo Gabriel D 16 Argissolo gibbosifolium D67.2 R. melilot 1,5 91,1 16 0,3 42 38 0,9 0,1 27,8

Sdo Gabriel D 16 Argissolo Stylosanthes leiocarpa D68.3  B. japonicum 1,5 91,1 16 0,3 42 38 0,9 0,1 27,8

*Sequéncias dos genes recA, dnaK ou atpD comparadas ao banco de dados GeneBank (identidade maior que 85%).
1B. = rhizobium

2A, = Azorhizobium

3B. phymatum = Burkholderia phymatum

“R. = Rizobium

5B. mimosarum = Burkholderia mimosarum
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