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RESUMO

A degradacdo do meio ambiente é um problema global que esta intimamente ligado ao
mau uso dos recursos naturais, o qual promove desequilibrio das condigdes necessarias
para recuperacdo natural. Desta forma é preciso que haja intervencdo humana na
recuperacdo dessas areas. O uso da fixacdo bioldgica de nitrogénio pode melhorar a
qualidade dos projetos de recuperacdo de é&reas degradadas, favorecendo a
disponibilidade do nitrogénio atmosférico para mudas florestais tornando-os mais
sustentaveis e menos onerosos além de gerarem beneficios diversos em relacdo ao melhor
estabelecimento das mudas no campo. Para isso € necessario identificar estirpes
especificas para cada espécie vegetal e com eficiéncia comprovada. Com essa finalidade
foi realizado um estudo de identificacdo de estirpes isoladas de nddulos presentes em
mudas florestais nativas da regido sudeste do Brasil, das espécies Machaerium nyctitans,
Platypodium elegans e Ormosia arborea, que seriam utilizadas para recuperacao de areas.
A identificacdo das mesmas foi feita pelo sequenciamento dos genes housekeeping (atpD
e gyrB) e comparacao filogenética com sequéncias do gene 16S rRNA, além disso, foram
realizadas a autenticacao destas estirpes nas espécies florestais de origem e a amplificagcdo
do gene simbidtico nifH. Nos experimentos de autenticacédo foi avaliada a capacidade de
nodulacdo e outros parametros morfofisiolégicos (massa seca das plantas, nimero de
nodulos, massa seca de nodulos, teor de nitrogénio e quantidade total de N na parte aérea
e indice SPAD) das plantas para verificar a eficiéncia simbiotica. A andlise filogenética
dos genes housekeeping mostrou presenca de novos cinco novos clados foramados pelas
estirpes estudadas, identificadas como pertencentes aos géneros Rhizobium (3),
Bradyrhizobium (2), os quais possuem alta probabilidade de serem espécies ainda nao
descritas. Dentre as 21 estirpes estudadas, 17 apresentaram capacidade nodulifera e em
12 dessas foi possivel amplificar o gene simbidtico nifH. Dentre os parametros
morfofisioldgicos avaliados o indice SPAD permite detectar diferenca na eficiéncia
simbiotica entre os tratamentos, que ndo foi observado avaliando a massa seca da parte
aerea, correlacionando os valores de nitrogénio total das plantas.

Palavras-chave: 16S rRNA. housekeeping genes. nifH. Autenticagdo. Eficiéncia

simbidtica.



ABSTRACT

Environmental degradation is a global problem that is closely linked to nature resource
misuse, which promotes imbalance of the conditions necessary for natural recovery. In
this way it is necessary that there is human intervention in the recovery of these areas.
The use of biological nitrogen fixation can improve the quality of recovery projects in
degraded areas, favoring the availability of atmospheric nitrogen for forest seedlings,
making them more sustainable and less costly, besides generating different benefits in
relation to the best establishment of the seedlings in the field. For this it is necessary to
identify specific strains for each plant species and with proven efficiency. For this
purpose, a study was carried out to identify strains isolated from nodules present in forest
seedlings native to the southeastern region of Brazil, Machaerium nyctitans, Platypodium
elegans and Ormosia arborea, which would be used to recover areas. The identification
of the same was done by sequencing the housekeeping genes (atpD and gyrB) and
phylogenetic comparison with sequences of the 16S rRNA gene, in addition, the
authentification of these strains in the native forest species and the amplification of the
symbiotic nifH gene were performed. In the authentication experiments the nodulation
capacity and other morphophysiological parameters (dry mass of the plants, number of
nodules, dry mass of nodules, nitrogen content and total amount of N in shoot and SPAD
index) of the plants were evaluated to verify the efficiency symbiotic relationship. The
phylogenetic analysis of the housekeeping genes showed the presence of new five new
clades from the studied strains identified as belonging to the genera Rhizobium (3),
Bradyrhizobium (2), which have a high probability of being species not yet described.
Among the 21 strains studied, 17 had nodule capacity and in 12 of these it was possible
to amplify the symbiotic nifH gene. Among the morphophysiological parameters
evaluated, the SPAD index allows to detect a difference in the symbiotic efficiency
among the treatments, which was not observed by evaluating the dry mass of the aerial
part, correlating the total nitrogen values of the plants.

Keywords: 16S rRNA. housekeeping genes. nifH. Authentication. Symbiotic efficiency.
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PRIMERIA PARTE
1. INTRODUCAO

O solo é um sistema heterogéneo, descontinuo, complexo e dinamico, dotado de
condicdes variadas para promover o equilibrio dos ecossistemas. Quanto maior a
complexidade do habitat, maior a estabilidade, ou seja, quanto maior a biodiversidade do
ambiente, maior serd a capacidade de resiliéncia do sistema, devido a redundéncia
funcional dos organismos nele presente. No entanto, pode ocorrer desequilibrio tanto

natural quanto antrépico, podendo gerar degradacdo ambiental.

A degradacéo de areas ocorre quando sao alteradas as caracteristicas originais de
um determinado ambiente tornando-o incapaz de se recuperar por conta propria, ou seja,
quando € causado um impacto nos principais processos Vitais que garantem a qualidade
do solo, sendo esta qualidade determinada pela capacidade do solo em conseguir sustentar
a boa produtividade bioldgica, mantendo o ambiente saudavel bem como a prépria sadude
da fauna e da flora (DORAN & PARKIN, 1994).

Para a manutencdo do equilibrio ambiental, € necessario que seja restituido ao
ambiente suas caracteristicas originais. Entre essas caracteristicas destaca-se o aporte de
material organico do solo, que corresponde a fonte priméria de energia dos organismos
heterotroficos. No entanto, esse aporte esta relacionado, principalmente, a producdo de
residuos da biomassa vegetal, que em solo degradado fica limitada, devido a auséncia ou
baixos teores de nutrientes. Um dos principais nutrientes limitantes nestes solos é o
nitrogénio, podendo ser perdido por lixiviagdo e/ou volatilizagdo. A inoculacdo de
bactérias fixadoras de nitrogénio atmosférico (N2) pode ser uma alternativa econémica e
sustentavel para reverter o déficit deste nutriente, promover o crescimento vegetal e assim

recuperar areas.

As bactérias fixadoras de N2 ou diazotroficas sdo procariotos que apresentam a
capacidade de reduzir o N2 atmosférico a aménia por meio da quebra da tripla ligacéo do
N> pela a¢do da enzima nitrogenase. Dentro deste grupo existe um subgrupo de bactérias
fixadoras de N2 que estabelecem simbiose com leguminosas, as quais formam hipertrofia
especializada nas raizes das plantas chamada de nddulos. Nessa relacdo simbidtica o
processo ocorre de maneira mais eficiente da que ocorre com bactérias associativas, por

ndo haver interferéncia do oxigénio na nitrogenase, a qual interfere na sua atividade. Além



11

disso, a simbiose promove a formacdo de aménia dentro do nédulo garantindo que esta

n&o seja perdida para 0 ambiente, como ocorre com adubagéo convencional (mineral).

Vaérios estudos tém sido feitos com relagdo a simbiose desse tipo de bactérias com
leguminosas, como a que ocorre na soja (Glycine max), e alguns em espécies de
leguminosas florestais. A utilizacdo dessa biotecnologia de inoculacdo de organismos
diazotroficos em espécies leguminosas florestais nativas seria uma alternativa sustentavel
para uso em projetos de revegetacdo e restauragdo ambiental. No entanto, apesar de ja
haver estirpes aprovadas pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento
(MAPA, 2011) para diferentes espécies florestais, 0 uso € escasso e ainda existem
simbioses desconhecidas. Machaerium nyctitans, Ormosia arbdrea e Platypodium
elegans sdo exemplos de espécies florestais noduliferas, que ainda ndo possuem estirpes
recomendadas e sdo importantes para restauracao de areas degradadas (LORENZI, 1992;
ALVARENGA, 2006).

Recentemente, Costa, 2014 verificou a formacdo de ndédulos em raizes de mudas
destas trés espécies arborea, os isolados foram devidamente identificados e autenticados
(nodulacdo positiva) em uma espécie vegetal considerada promiscua como € o caso de
Macroptilium atropurpureum (Siratro), ou seja, que apresenta capacidade de estabelecer
simbiose com rizébio de deferentes géneros. Desse modo, 0 objetivo deste trabalho é
verificar quais isolados microbianos foram responsaveis pela nodulacdo de maneira mais
eficiente, a fim de obter estirpes com potencial para serem inoculados nas espécies

florestais de origem e produzir mudas de melhor qualidade em viveiro.
2. REFERENCIAL TEORICO
2.1. Ambientes degradados

Segundo o decreto Federal 97.632/89, a degradacdo ambiental ocorre pelo
processo que resulta em danos ao meio ambiente, reduzindo ou extinguindo propriedades
que garantem a capacidade produtiva e sua qualidade (BRASIL. 1989). Pode ocorrer tanto
natural quanto antropicamente. Isto é, a partir do impacto permanente causado por mau
uso dos recursos naturais, eis que o ambiente fica impedido de retomar seu estado natural
por conta propria. Assim como a perda da capacidade resiliente do ambiente, € perdida a
capacidade produtiva, de modo que a qualidade do solo em questdo se torna inferior e ha
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perda da riqueza biologica natural, sendo necessaria intervencdo humana para a
recuperacdo do mesmo (BOTELHO, 2007).

A degradacdo pode ocorrer com a perturbacdo do ambiente a partir da remocao da
vegetacdo que, em consequéncia, causa diminuicdo da fauna. Além dos organismos
macroscopicos ocorre uma perturbacgéo a nivel microscopio, ou seja, bactérias fungos e
demais organismos presentes no solo podem sofrer com atividades como mineragdo, mau
manejo de areas agricultaveis (monocultura, pesticidas, fertilizantes, mecanizacdo, etc.),
extracdo de recursos naturais principalmente para abastecimento do setor industrial,
desmatamento e atividade madeireira, turismo irresponsavel, dentre outras. Essas
atividades dentre outras estdo presentes na resolucdo 01/86 do Conselho Nacional do
Meio Ambiente (CONAMA, 1986) como causadoras de impacto ambiental. Por estes
motivos faz-se necessaria a recuperacdo de areas perturbadas ou degradadas para a
manutencdo da sobrevivéncia humana. Além de necessaria, a recuperacdo de areas
degradadas € obrigatoria, segundo Novo Cadigo Florestal Brasileiro, pela Lei no 12.651,
também conhecida como Lei de Protecdo da Vegetacdo Nativa, a qual ressalta a
obrigatoriedade do proprietario de terras em preservar o0 meio ambiente natural, mantendo
areas de preservacdo permanente (APPs) e Reserva Legal (RL) protegidos (BRASIL,
2012).

Apds uma grande perturbacdo como corte de madeira, atividade de mineracao ou
qgueimadas, a floresta pode passar por processos sucessionais naturais ou artificiais
(floresta plantada), formando uma floresta secundaria. Se o processo sucessional for feito
sem intervencdo humana, entorno de 25 anos depois é possivel atingir a estrutura florestal
da floresta antiga (primaria), porém s6 em densidade, a composicao de espécies pode ser
perdida em mais de 60% (ZANINI et. al., 2014). A perda de biodiversidade deve ser
evitada, pois a medida que estinguem-se espécies do ecossistema diminui-se a
redundancia funcional que estd intimamente ligada a resiliéncia do sistema,
consequentemente 0 ambiente perde a capacidade de se restaurar (Moreira and Siqueira,
2006). Uma alternativa a este entrave pode ser a implantacdo de espécies nativas com as
mais diversas caracteristicas, como espécies com desenvolvimento rapido (Machaerium
nyctitans), ou consideradas pioneiras (Platypodium elegans), as quais podem acelerar o
processo de revegetacdo, ou até espécies com capacidade germinativa impedida como é

0 caso da Ormosia arborea que podem ser importantes alvos de estudo visando evitar sua
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extincdo (LORENZI, 1992). Essas espécies citadas sdo encontradas em diversas areas da
regido Sudeste e é muito importante a escolha dessas espécies para projetos de
revegetacdo regionais, pois o estabelecimento das mesmas acaba sendo melhor por ja
estarem familiarizadas com as condi¢6es ambientais locais. No entanto, estudos com
numero maior de espécies devem ser encorajados além dos métodos de implantacédo e
conducéo de projetos de recuperacdo (ZAHAWI, 2005), como, por exemplo, no uso de
tecnologias como a fixacdo bioldgica de nitrogénio buscando melhorar a capacidade de

restauracdo do ambiente em menor tempo possivel.
2.2. Fixacao Bioldgica de Nitrogénio

Ao processo natural que ocorre pela ruptura da tripla ligagdo do N2 atmosférico e
transformacdo do mesmo na molécula organica NHs(amonia) pela acdo de
microrganismos chama-se fixacdo bioldgica de nitrogénio. Este processo sé é possivel
devido a presenga da enzima nitrogenase nos microrganismos denominados diazotroficos
(MOREIRA & SIQUEIRA, 2006). Ele ¢é de extrema importancia devido a necessidade
deste nutriente para as planta, sendo este seu maior limitante (VITOUSEK &
FARRINGTON, 2016). No entanto o aumento do consumo e a necessidade de aumentar
a producdo agricola tém provocado aumento na utilizagdo de fertilizantes nitrogenados
minerais, 0s quais sdo onerosos e poluentes devido a sua producdo ser realizada pela
qgueima de altas quantidades de combustiveis fdsseis para atingir alta temperatura e
pressdo (processo de Haber-Bosh) além de poderem causar poluicdo do ar, lencois
freaticos e cursos d’agua. Segundo a Associa¢do Nacional para Difusdo de Adubos
(ANDA, 2015) a utilizagdo de fertilizantes nitrogenados tem dobrado a cada 10 anos, o
que pode prejudicar o meio ambiente através da emissdo de gases do efeito estufa
(MOREIRA & SIQUEIRA, 2006; PIATTO ET. AL. 2015), contamina¢do de mananciais
e destruicdo da camada de ozonio a partir do oxido nitroso (GROFFMAN, 2000). Este
entrave torna-se o principal motivo para a utilizagdo do processo de FBN através do
desenvolvimento de biotecnologias e conseguir diminuir os problemas decorrentes do uso
desenfreado de adubos minerais. A utilizacdo da FBN como biotecnologia pode ser feita
pela inoculagéo de estirpes bacterianas com capacidade fixadora de nitrogénio especificas
para cada espécie vegetal. Estas bactérias podem ser de vida livre, associativas ou

noduliferas. Estes organismos sdo caracterizados, dentre outros, pelo mecanismo de
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protecdo da nitrogenase, sendo a nodulacdo o mecanismo que possui maior nivel de

evolucéo e, portanto, maior eficiéncia no processo de simbiose.

O processo de nodulacdo ocorre, inicialmente, com deficiéncia de nitrogénio
disponivel para as plantas (estresse), promovendo a liberacéo de substancias conhecidas
como flavonoides (sinalizadores moleculares) na regido rizosférica, capazes de sinalizar
as bacteérias fixadoras de nitrogénio noduliferas em leguminosas (rizébios), a necessidade
de realizacdo de simbiose. A partir disso ocorre a infeccdo das bactérias na raiz
(principalmente em pélos radiculares), iniciando a formagdo do nddulo nas raizes ou,
menos comumente, no caule. O nddulo é a estrutura onde os rizébios ficam alojados e
onde ha protecdo da enzima nitrogenase a qual degrada na presenca de oxigénio. Grande
parte dos procariotos responsaveis pela FBN é aerobia, de modo que ndo sobreviveriam
nas condi¢des que a enzima necessita. No entanto, gracas ao desenvolvimento da leg-
hemoglobina, foi possivel o transporte de oxigénio suficiente para a sobrevivéncia dos
organismos dentro do nédulo (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006). No caso de haver
fornecimento de nitrogénio mineral no solo, a fixacdo bioldgica de nitrogénio sera
inviabilizada, conforme elucidado por (BOAKYE, 2015).

2.3. Uso de espécies FBN na producéo de mudas florestais

Estudos sugerem que o uso de cepas especificas de bactérias fixadoras de N2 para
cada espécie florestal especifica pode, além de melhorar a fertilidade do solo, favorecer a
reabilitacdo de areas degradadas melhorando a qualidade do solo (KERMAH, 2017;
MALIKI, 2016). BORGES et. al. (2016) relatam o uso de leguminosas noduladas na
recuperacdo de locais com rejeito de mineracdo de bauxita, mostrando resultados
positivos no estabelecimento dessas mudas, ja& que o aumento no fornecimento de
nitrogénio pela fixacdo biol6gica de nitrogénio favoreceu a producdo de biomassa
vegetal, promovendo o crescimento de diversos outros organismos e, consequentemente,
melhorando a biodiversidade. InteracBes benéficas entre organismos diazotroficos e
leguminosas florestais podem ser encontrados na literatura, como na Leucaena
leucocephala (PEREYRA, 2015), Erythrina velutina (MENEZES, 2017)
Stryphnodendron adstringens e Sclerolobium paniculatum (FRANCO, 1995) dentre

outras.
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Para a implantacdo de projetos de recuperacdo recomenda-se 0 uso de alta
diversidade de espécies, de preferencia nativas. Se essas espécies tiverem capacidade
nodulativa e tiverem estirpes eficientes identificadas de fixadores de N2 o processo de
producdo de mudas e de estabelecimento da mesma no campo sera favorecida (BORGES,
2016; ZAHRAN, 2017). As espécies Ormosia arborea, Machaerium nyctitans e
Platypodium elegans possuem registros de nodulagédo (BARBERI, 1998; MOREIRA,
2016; WURZBURGER, 2016), no entanto ainda ndo ha estirpe recomendada pelo

MAPA, o que reafirma a necessidade de estudos com elas.
2.4. ldentificacéo de estirpes de BFNNL

A identificacdo de estirpes capazes de nodular as espécies de interesse de maneira
eficiente pode ser feita pelo isolamento de organismos presentes em nodulos previamente
encontrados. Apds o isolamento, caracterizacdo e atribuicdo de um codigo de estirpe,
devem ser aplicadas testes de autenticidade para cada isolado a fim de selecionar aqueles
que, de fato, sdo os responsaveis pela nodulagéo da planta. Em pose de estirpes autenticas
realiza-se a identificagdo molecular das mesmas a partir do sequenciamento de genes

encontrados em regides especificas da bactéria.

A identificacdo em nivel de género pode ser facilmente feita pelo sequenciamento
do gene 16S rRNA, que, por ser uma regido muito conservada do gene bacteriano,
funciona como crondémetro molécular (WEISBURG, 1991). J& para a identificacdo em
nivel de espécie, € necessario o sequenciamento de regides nao tdo conservadas quanto o
gene 16S rRNA porém que estejam presentes em todos 0s procariotos com a finalidade
de poder comparar espécies e averiguar as similaridades. E o caso do sequenciamento dos
genes housekeepings, os quais sdo responsaveis pelo funcionamento da célula bacteriana
(MOREIRA, 2006). Se nao for possivel identificar a partir desses genes, no minimo é
possivel detectar estirpes que podem ainda ndo terem sido descritas com bastante
precisdo, de modo que limita 0 nimero de estirpes que precisardo ser submetidas a
analises mais complexas e onerosas para serem identificadas, como, por exemplo, no

sequenciamento do genoma inteiro da bactéria.

Essa identificacdo de BFNNL para cada espécie de leguminosa é de extrema
importancia devido a especificidade dos organismos que participam da simbiose. A

eficiéncia no processo de FBN pode ser maximizada se esta caracteristica for estudada



16

com detalhes e, além disso, forem selecionadas estirpes cada vez mais resistentes as
adversidades (clima, deficiéncias nutricionais, deficiéncias hidricas, competicao,
poluentes, etc), as quais podem beneficiar o estabelecimento de plantas em locais pouco

convencionais.
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Resumo

A identificacdo de estirpes de bactérias fixadoras de nitrogénio (BFN) para espécies de
leguminosas florestais nativas pode favorecer a producdo de mudas para projetos de
revegetacdo no campo. No entanto, h& poucos estudos com a identificacdo de BFN para
cada espécie devido a dificuldade de obtencdo de sementes, germinacdo das mesmas,
tempo, entre outros. Para isto foi realizada a identificacdo de estirpes bacterianas isoladas
de Machaerium nyctitans, Platypodium elegans e Ormosia arborea, através do
sequenciamento dos genes housekeeping (atpD e gyrB) e comparacdo filogenética com
sequéncias do gene 16S rRNA. Além disso, foram realizadas a autenticacdo destas
estirpes nas espécies florestais de origem e a amplificacdo do gene simbiotico nifH. Nos
experimentos de autenticacdo foi avaliada a capacidade de nodulacao e outros parametros
morfofisiologicos (massa seca das plantas, nimero de nddulos, massa seca de nédulos,
teor de nitrogénio e quantidade total de N na parte aérea e indice SPAD) das plantas para
verificar a eficiéncia simbidtica. A analise filogenética dos genes housekeeping mostrou
presenca de cinco novos clados foramados pelas estirpes estudadas, identificadas como
pertencentes aos géneros Rhizobium (3) e Bradyrhizobium (2), os quais possuem alta
probabilidade de serem espécies ainda ndo descritas. Dentre as 21 estirpes estudadas, 17
apresentaram capacidade nodulifera e em 12 dessas foi possivel amplificar o gene
simbiotico nifH. Dentre as variaveis morfofisioldgicas avaliadas, o indice SPAD permite
detectar diferenca na eficiéncia simbiotica entre os tratamentos antes da massa seca da

parte aérea, o qual se correlacionou com os valores de nitrogénio total das plantas.

Palavras-chave: 16S rRNA, housekeeping genes, nifH, autenticacdo, eficiéncia
simbidtia

1. INTRODUCAO

A fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) é um excelente processo aliado a
fertilidade do solo devido a sua conversdo de nitrogénio atmosférico em amonia para as
plantas, de maneira econémica e sustentavel. A FBN mais eficiente é a que ocorre entre
bacterias noduliferas, também conhecidas como rizébios, e plantas da familia Fabaceae
(Leguminoseae) (REMIGI, 2016). As leguminosas sdo conhecidas pela sua alta demanda
de nitrogénio, possuindo alto teor deste em sua massa seca total e, consequentemente,
menor relacdo carbono/nitrogénio. Por isso, 0s residuos vegetais de plantas desta familia

sdo mais facilmente decompostos, aumentando a ciclagem de nutrientes que ird contribuir
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para melhorar a qualidade do solo (KERMAH, 2017; MALIKI, 2016). Esta caracteristica
faz com que o uso de espécies desta familia para fins de revegetacdo e recuperacdo de
areas degradadas seja amplamente indicado. Além de reduzir os custos com adubagédo
nitrogenada, promovem o0 acUmulo de biomassa em menor tempo, que favorece o
reestabelecimento dos ciclos biogeoquimicos necessarios a qualidade do solo. Os rizébios
sdo importantes aliados nesse processo de recuperacdo por estabelecerem simbioses
eficientes com leguminosas e possibilitarem melhor estabelecimento de mudas em locais
afetados por estresses (Borges et al.,, 2016; Zahran, 2017). Machaerium nyctitans,
Platypodium elegans e Ormosia arborea sao espécies florestais nativas da regido sudeste
do Brasil e para uso em reflorestamento ha preferencialidade no uso das espécies com tais
caracteristicas, as quais ja possuem maior adaptabilidade e aumentam as chances de
restauracdo da vegetacdo perdida. Essas espécies sdo fonte de matéria prima para
marcenaria e sdo muito utilizadas em paisagismo e arborizacdo urbana. Além disso,
possuem sementes ortodoxas e de fécil obtencdo, ou seja, podem ser armazenadas por
longos periodos de tempo e, apesar de terem alguns relatos de nodulagdo com rizoébios,

ainda ndo possuem estirpes recomendadas como inoculantes.

Dentro deste contexto, o objetivo deste estudo foi identificar estirpes isoladas de
nodulos de leguminosas florestais a partir do sequenciamento dos genes housekeeping
(atpD e gyrB) e compara-los filogeneticamente com a identificacdo obtida pelo
sequenciamento do gene 16S rRNA, além de autenticar em casa de vegetacdo essas
estirpes inoculadas em plantulas da espécie de origem, avaliando possiveis beneficios
morfofisioldgicos nas mudas e analisar a presenca do gene especifico para fixacdo de
nitrogénio (nifH), com a finalidade de obter isolados com potencial biotecnoldgico de

recomendacdo como inoculante.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Origem das estirpes

As estirpes utilizadas neste estudo foram isoladas de nddulos retirados de mudas
florestais das espécies Machaerium nyctitans, Platypodium elegans e Ormosia arborea,
produzidas no viveiro do Centro de Tecnologia de Ferrosos - CTF/Miguel&@o, na Zona
Rural do municipio de Nova Lima/MG, localizado na Fazenda Rio do Peixe S/N, e no

viveiro pertencente a Mina de Cérrego do Meio, no municipio de Sabard/MG, ambos
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pertencentes a empresa Vale S. A. Ap0s o isolamento e caracterizacdo cultural em meio
de cultura sélido 79, foram identificadas ao nivel de género pelo sequenciamento do gene
16S rRNA (tabela 1) (Costa, 2014).

2.2 Amplificacdo de sequenciamento de genes housekeeping (atpD e gyrB)

A extracdo de DNA foi realizada utilizando o kit Wizard® Genomic DNA
Purification, sequindo a recomendacéo do fabricante. A verificacdo da qualidade do DNA
extraido foi feita utilizando NanoDrop. Apo6s a extragdo foi realizada a amplificacdo dos
genes atpD e gyrB. O mix preparado para a reacdo de PCR foi: Tampao 4uL; MgCl,
1,2uL (0,2 mM); dANTP 0,8uL (0,2 mM); iniciador 1uL (Tabela 1); DNA 4uL; GoTaq
0,1uL (1 U) e 8uL agua (volume final 20uL). O produto da PCR foi verificado em gel de
agarose 1% e enviado para sequenciamento no laboratério Wemseq. A qualidade das
sequéncias foi verificada utilizando o software BioNumerics 7.6 e para alinhar as
sequéncias utilizou-se o algoritmo de alinhamento multiplo MUSCLE. A construcdo das
arvores filogenéticas foram realizadas pelo método neighbor joining (NJ) (Saitou and Nei,
1987) utilizando o parametro Kimura 2 (Kimura, 1980). As sequéncias submetidas a
analise filogenética foram aquelas com numero de pares de base (pb) acima de 1000 para
0 gene 16S rRNA, acima de 363 pb para o gene atpD e acima de 562pb para o gene gyrB.
O software utilizado para essa andlise foi MEGA 7 com analise de confianca bootstrap
de 1000 repeticoes. Foram incluidas na analise filogenética, dos trés genes, sequéncias de
estirpes tipo dos géneros Bradyrhizobium, Rhizobium e Paenibacillus disponiveis no
Genbank (National Center for Biotechnology information, NCBI), que apresentaram no
minimo 95% de similaridade com as sequéncias estudadas calculadas pelo BLAST. Toda
analise filogenética foi transferida ao programa BioPython para obtencao da porcentagem
de dissimilaridade entre sequéncias.

2.3 Amplificacdo do gene simbiotico nifH

Para a amplificacdo do gene nifH foi preparado um mix de PCR para volume final
20pL contendo: 7,6pL H20, 4pL tampdo KCI para PCR (10X), 1,2uL MgCl2 (2,5 mM),
0,8 UL dNTP (0,2 mM), 1L iniciador (10 mM), 0,4uL de Tag DNA polimerase (5U uL-
1 e 4pL da extragdo do DNA de todas as estirpes. Detalhes dos iniciadores utilizados e

programacéo do termociclador estdo na tabela 2. Para verificar a amplificacdo do gene
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nifH foi preparado um gel de agarose 1%, o qual foi visualizado e fotodocumentado em

aparelho Transiluminador com luz ultravioleta.

2.4 Experimentos de autenticacao e eficiéncia simbiotica de isolados

Foram feitos trés experimentos em casa de vegetacdo, no Setor de biologia,
microbiologia e processos bioldgicos do solo (UFLA). Cada experimento constou de uma
das espécies florestais da subfamilia Papilionoideae: Ormosia arborea, Machaerium
nyctitans e Platypodium elegans. Sementes de M. nyctitans e P. elegans foram
desinfestadas superficialmente em hipoclorito 2% por 3 horas, sem necessidade de quebra
de dorméncia. Para O. arborea foi realizada a quebra de dorméncia fisica atraves de
imersdo em acido sulfurico P.A. por 15 minutos e, posteriormente, lavagem em &agua
corrente por mais 15 minutos para retirada de residuos e assim poder ser desinfestada
como as demais. Estas sementes foram colocadas em bandejas contendo areia estéril para
germinar, sendo umedecidas com agua destilada estéril. Apds a formacdo de plantulas, as
mesmas foram transplantadas para tubetes de 250 cm?3 contendo uma mistura de areia e
vermiculita 1:1 (v/v) estéril. No momento do transplantio as plantulas foram inoculadas
com estirpes bacterianas da colecdo da UFLA, previamente isoladas (Costa, 2014). Os
isolados foram inoculados em meio liquido 79 (Fred;Waksman, 1928) e incubados em
camara agitadora a 150 rpm. O tempo de crescimento de cada isolado foi: 6 dias ou mais
(crescimento lento), 4 a 5 dias (intermediario) e até 3 dias (rapido), de modo que todos 0s
inoculantes ficaram prontos no mesmo dia para a inoculagdo. Os tratamentos dos trés
experimentos contaram com controle absoluto (com baixo teor de nitrogénio), controle
positivo com adubacdo nitrogenada mineral, controle positivo com estirpe aprovada pelo
MAPA para Ormosia nitida (BR4101) (MAPA, 2011) e os tratamentos inoculados com
os isolados para cada espécie florestal (tabela 1). Para as outras espécies ndo foi utilizado
0 mesmo controle positivo, pois ndo ha estirpe aprovada pelo MAPA para 0s géneros
Machaerium e Platypodium. Os tubetes receberam fertirrigacdo a partir de aplicacdo de
solucdo nutritiva (D. R. Hoagland; D. I. Arnon, 1950) com modificacdo para 0s
tratamentos inoculados e controle absoluto com doses baixas de nitrogénio (5,25 mg L™
de N) considerado dose de arranque. A solucéo estoque para o volume de 4 L teve as
seguintes quantidades: 0,1 mL de NH4H2PO4 (114 g L™); 0,6 mL de KNO3 (101,11 g L
1: 0,4 mL de Ca(NO3)2.4H20 (236,16 g L™); 2 mL de MgS04.7H.0 (246,9 g L™%); 3 mL
de K2S04 (87,13 g L™); 10 mL de Ca(H2P04)2.H20 (12,6 g L™); 200 mL de CaS04.2H,0
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(1,72 g L™Y); 10 mL de FeCls (1,4%) e 1 mL de micronutrientes (2,86 mg L H3BOs; 2,03
mg L MnS04.4H;0; 0,22 mg L? ZnS04.7H,0; 0,09 mg L* NazM0QO4.H:0.

As avaliagdes dos experimentos foram feitas aos 60, 90 e 150 dias apds o
transplantio para as espécies, M. nyctitans, P. elegans e O. arborea, respectivamente. O
critério utilizado para a escolha do tempo de conducédo dos experimentos foi o tamanho
de sementes, pois quanto maior a semente maior a reserva energética e maior o tempo de
senescéncia dos cotilédones, o que poderia influenciar na resposta da nodulagéo. O indice
SPAD (Soil Plant Analysis Development) foi determinado 60 dias apds o transplantio
para todas as espécies florestais estudadas, sendo esta a primeira medicdo. Para
Platypodium e Ormosia foi realizada uma segunda medicéo ao final do experimento (90
e 150 dias, respectivamente). Apos a coleta foram avaliados os seguintes parametros:
namero de nodulos (NN), matéria seca de nédulos (MSN) matéria seca de parte aérea
(MSPA) e matéria seca de raiz (MSR), contetdo de nitrogénio na parte aérea em g N.g
planta® (CNPA) e contetdo total de nitrogénio da planta em g N. planta® (CTN). O
CNPA foi avaliado pelo método semi-microkjedahl, de acordo com (Sarruge, J. R.; Haag,
1974), determinando-se a percentagem de N na matéria seca da parte aérea e 0 CNT
obtido por meio do calculo: CNPA x MSPA.

25 Andlise estatistica

O delineamento foi inteiramente causualizado (DIC), com cinco repeticBGes para o
experimento com P. elegans e trés repeticdes para experimentos com M. nyctitans e O.
arborea (numero de repeti¢cGes adotado foi devido a baixa germinacdo das sementes).
Para os parametros NN, MSN, MSR, MSPA, MST, SPAD1 (primeira medi¢éo), SPAD2
(segunda medicdo), CNPA e CTN realizou-se andlise de variancia (ANOVA) e suas
medias comparadas pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro com software
SISVAR 5.3 (Ferreira, 2011), foi feita transformacdo de dados para as varidveis NN e
MSN (X + 1)%°. Além disso, foi aplicada analise de correlacéo linear de Pearson para

todas as variaveis no software Sigmaplot para Windows versao 11.0.

3. RESULTADOS

3.1  Identificacdo das estirpes
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A analise filogenética das sequéncias obtidas anteriormente por Costa (dados nao
publicados) e Costa (2018), do gene 16S rRNA (Fig. 1) mostrou que as estirpes UFLAOL-
834, UFLAO01-839, UFLA01-814, UFLAO01-860 e UFLA01-1136 compartilharam 99,9%
de similaridade com B. embrapense SEMIA 6208T com bootstrap 64%. As estirpes
UFLAO01-1134, UFLAO01-1137, UFLAO01-1129, UFLAO01-1128 e UFLAO01-1127
formaram um agrupamento separado com bootstrap 43%, compartilhando 99,9% de
similaridade com R. miluonense CCBAU 412517, R. lusitanum P1-77 e R. mayense
CCGE 526" e 99,36% com R. tropici CIAT 8997, mostrando o alto grau de conservagio
das sequéncias de nucleotideos. As estirpes UFLA01-1147, UFLA01-1172, UFLAO01-874
e UFLAO01-1169 formaram clados isolados. As espécies mais proximas de cada uma sao:
R. mesosinicum CCBAU 25010 e R. alamii GBV016' com 99,44% de similaridade com
UFLAO01-1147; R. helianthi Xi19" e R. tarimense PL-41T com 98,14% de similaridade
com UFLAO01-1172; B. rifense CTAW71" com 99,47% de similaridade com UFLAOQ1-
874 e B. liaoningense LMG 182307 com 99,81% de similaridade com UFLA01-1169;
respectivamente. Foi observada similaridade com as espécies P. cellulositrophicus P2-1T7,
P. favisporus GMPO1T, P. cineris LMG 18439 e P. rhizosphaerae CECAP06 da estirpe
UFLAO01-1152 em 99,34%, 99,47%, 99,65% e 99,50%, respectivamente e da estirpe
UFLAO01-1157 em 99,56%, 99,68%, 99,87% e 99,72%, respectivamente (Figura 1).

Na andlise filogenética concatenada dos genes housekeepings atpD e gyrB (Fig. 2)
observou-se 0 agrupamento das estirpes UFLA 01-1134, UFLA 01-1128, UFLA 01-1127,
UFLA 01-1129 e UFLA 01-1137 com 100% de similaridade, as quais assemelharam-se
com maior proximidade da espécie R. tropici CIAT899 com bootstrap 66% e 93,33% de
similaridade. Na analise concatenada a estirpe UFLA 01-1156 formou um cluster
separado da espécie R. calliandrae CCGE524" com bootstrap 63% e 93,33% de
similaridade. A estirpe UFLA 01-839 também formou um cluster separado das demais
espécies, tendo como espécie mais proxima B. tropiciagri SEMIA 6148 com bootstrap
93% e similaridade entre eles de 97,94%. A estirpe UFLA 01-1164 foi identificada com
0 género Bradyrhizobium, no entanto observa-se na analise concatenada (atpD e gyrB)
que ela separou-se das demais espécies conhecidas, podendo ser uma espécie de
Bradyrhizobium ainda ndo descrita. O mesmo ocorre para a estirpe UFLAO01-1172 que
foi identificada no género Rhizobium, a qual separou-se das demais espécies formando

um novo clado e levantando a possibilidade de nova espécie.
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Dentre as estirpes que formaram um novo clado com bootstrap 100%, todas foram
isoladas da mesma espécie florestal, com excegdo da estirpe UFLAQ01-1136 que foi
isolada de Platypodium elegans, acompanhando o clado das estirpes UFLAQ1-860,
UFLAO01-814, UFLAO01-814, UFLA01-834 e UFLAO01-839 isoladas de Machaerium
nyctitans, mostrando que ha possibilidade de proximidade filogenética entre estirpes
isoladas de espécies florestais diferentes. Dentre as estirpes que formaram clados isolados
a estirpe UFLAO01-1136 assim como seu clado foi posicionada na &rvore do gene 16S
rRNA no superclado de Bradyrhizobium elkanii, ja as estirpes UFLA01-1169, UFLAO1-
1164 e UFLAO01-874 no superclado de Bradyrhizobium japonicum.

Das estirpes UFLA01-883 e UFLA01-1136, so foi possivel amplificar o gene gyrB,
as quais formaram clados separados, ambas pertencentes ao superclado de
Bradyrhizobium elkanii com maior proximidade das espécies Bradyrhizobium pachyrhizi
LMG 24246" com 98,57% de similaridade e Bradyrhizobium viridifuturi SEMIA 6907

com 97,70% de similaridade, respectivamente.
3.2  Experimentos de autenticacao e eficiéncia simbiotica

Nos tratamentos controle absoluto e adubacdo nitrogenada mineral ndo houve
formacdo de nodulo, comprovando auséncia de contaminacdo nos experimentos. A
estirpe recomendada para inoculagdo em Ormosia nitida (BR4101) apresentou nodulagéo
positiva nos experimentos com Ormosia arborea e Platypodium elegans. No entanto, ndo

foi detectada nodulacdo desta em Machaerium nyctitans.

Das 21 estirpes avaliadas nos experimentos de autenticacdo em casa de vegetacao
17 nodularam, sendo nove isoladas de Machaerium nyctitans, seis isoladas de
Platypodium elegans e quatro isoladas de Ormosia arborea. Dentre as estirpes que
nodularam foi possivel amplificar o gene nifH de 12: UFLAO01-814, UFLAO01-834,
UFLAO01-839, UFLAO01-860, UFLA01-883, UFLA01-1164, UFLAO01-1172, UFLAO1-
1128, UFLA01-1137, UFLAO01-1136, UFLAO01-1156, UFLA01-1152 e UFLA01-1169
(Figura 5).

Analisando os dados morfofisioldgicos de M. nyctitans (Tabela 3) os tratamentos
ndo apresentaram diferenca significativa para numero de nédulos. No entanto, a estirpe
UFLA 01-839 se destacou em relacdo a massa seca de nodulos refletindo no valor dos

demais atributos avaliados (39,67 mg planta™), sendo estes similares estatisticamente do
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controle com adubacéo nitrogenada mineral. Com relacéo ao indice SPAD, o tratamento
com essa estirpe também se destacou, ele foi de 36,00 enquanto que no controle com
adubacdo nitrogenada mineral foi de 38,47, mostrando eficiéncia na obtengdo do
nitrogénio. Ao se avaliar a correlacdo entre SPAD x CTN e SPAD x MSN obteve-se
correlagdes positivas e significativas com coeficientes de correlacdo 0,821 e 0,475,
respectivamente a P<0,01. Isso mostra que quanto maior o SPAD, maior o teor de

nitrogénio das plantas e maior a massa seca de nodulos.

Nos dados morfofisioldgicos do experimento de autenticagdo em P. elegans (Tabela
4) houve diferenca significativa em NN e MSN com destaque para as estirpes UFLA 01-
874 e UFLA 01-1136 com medias de 3,8 e 14,2 nddulos por planta e 2,6 e 8,4 mg de
nodulos por planta. O indice SPAD na primeira medicdo (SPAD1) ndo resultou em
diferenga estatistica significativa, j& na segunda medicdo (SPAD2) os tratamentos
UFLAO01-874, UFLAO01-1132 e UFLAO01-1137 foram superiores dos demais e
estatisticamente iguais ao controle positivo (com N mineral) e controle absoluto. As
plantas inoculadas com as estirpes UFLA01-1127, UFLA01-1129 E UFLAO01-1137
possuiram valor total de N igual ao tratamento com adubac¢do nitrogenada mineral. Os
demais atributos ndo apresentaram diferenca significativa entre as estirpes e os controles.
O SPAD1 teve correlacdo positiva e significativa com o teor de nitrogénio das plantas

com coeficiente de correlagdo 0,281 e P<0,05.

Nos dados morfofisioldgicos do experimento de autenticacdo em O. arborea
(Tabela 5) houve diferenca significativa no NN e MSN entre tratamentos com destaque
para a estirpe UFLA 01-1169 com media de 96 nddulos por planta e 92,33 mg de nddulos
por planta, este tratamento superou a nodulacgéo do tratamento com a estirpe recomendada
para essa espéecie (BR4101). As estirpes UFLA 01-1157, UFLA 01-1156, UFLA 01-1169
e UFLA 01-1147 apresentaram nodulacdo positiva, porém ndo foi verificada diferenca
significativa nos atributos morfofisioldgicos. Pode-se observar que no tratamento com
nitrogénio mineral foram obtidos os maiores valores de matéria seca da parte aérea, SPAD
e teor relativo e total de nitrogénio das plantas, superando os tratamentos inoculados,
inclusive pela estirpe recomendada para essa cultura. O indice SPAD sé mostrou
diferenca a partir da segunda avaliacdo, porém houve correlacdo positiva entre os valores

da primeira e segunda medicdo com coeficiente de correlacdo 0,529 e P<0,01, além de



28

correlacdo positiva entre os valores de SPAD1 e SPAD2 com o conteddo total de N das

plantas (CTN) com coeficiente de correlagéo 0,511 e 0,481, respectivamente e P<0,01.

4, DISCUSSAO

A identificac&o de estirpes formando clados diferentes dentro da &rvore filogenética
com os valores de similaridade abaixo de 95% indica possibilidade de pelo menos cinco
novas espécies ainda ndo descritas. Em trabalho de descricdo de nova espécie de
Bradyrhizobium, da Costa et al. (2018) encontrou valores de similaridade 95,7-94,4 e
96,7-95,0%, quando analisadas sequéncias de genes housekeeping, corroborando o
encontrado neste trabalho. Dentre elas, a estirpe UFLAQ01-839, que além de poder ser uma
espécie potencialmente nova, se destacou no experimento com M. nyctitans, podendo ser
considerada para futuros testes de recomendacéo de inoculantes. Os resultados obtidos a
partir da andlise filogenética concatenada dos genes housekeepings realizada neste
trabalho corroboram outros trabalhos nos quais 0 complemento da analise do gene 16S
rRNA pelo sequenciamento de genes housekeepings melhora a discriminacéo de espécies
tanto de Bradyrhizobium quanto de Rhizobium (Bourebaba et al., 2016; Degefu et al.,
2017; Guimardes et al., 2012; Rouhrazi et al., 2016), inclusive o uso do gyrB como
discriminador de taxons mostrou-se Util assim como no trabalho de Guimardes et al.
(2015). Esse tipo de analise mostrou-se eficiente para separagdo das estirpes com maior
potencial de serem de novos taxons, e assim fazer uso de outras técnicas capazes de

cataloga-los, como o sequenciamento do genoma completo (Tak et al., 2017).

A posicdo filogenética das estirpes nos dois superclados (B. elkanii e B. japonicum)
pode apresentar caracteristicas Unicas das mesmas. Apesar de esses dois superclados
estarem bem espacados filogeneticamente, foi possivel obter isolados representantes aos
dois, tanto de M. nyctitans quanto de P. elegans. No caso das estirpes de O. arborea ndo
foi identificado representante do género Bradyrhizobium. No entanto, conseguiu-se
identificar isolados de Rhizobium e de Paenibacillus. Isso é um diferencial ja que todas
as estirpes recomendadas para leguminosas arbéreas segundo o MAPA (2011) pertencem

ao género Bradyrhizobium.

A estirpe UFLAO01-1157, identificada como Paenibacillus sp., nodulou as raizes de
O. arborea, no entanto ndo foi possivel amplificar o gene nifH da mesma. Poucos estudos

relatam a capacidade nodulifera de espécies deste género, sendo que na literatura ha
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registros de nodulacéo de estirpes desse género com Trifolium pratense (Latif et al., 2013)
e com Vigna unguiculata (Da Costa et al., 2013). Surge uma vertente importante na
descricdo desse tipo de simbiose em futuros trabalhos, j& que os organismos desse género
sdo considerados endofiticos de nodulos (Lai et al., 2015; Menéndez et al., 2016; Pandya
etal., 2015) e podem ter adquirido com o tempo a capacidade nodulifera por transferéncia
horizontal de genes (Masson-Boivin and Sachs, 2018). A similaridade entre essa estirpe
e as sequéncias de Paenibacillus que foram utilizadas para comparagéo filogenética foi
alta (acima de 99,5%), demonstrando que a regido do gene 16S rRNA é muito conservada,
havendo necessidade de sequenciamento de outros fragmentos do DNA para identificacao

em nivel de espécie.

As estirpes que ndo apresentaram nodulacdo podem ser organismos invasores,
endofiticos de nddulo ou noduliferos que ndo obtiveram condi¢do favoravel a sua
nodulacdo. Uma das condicGes necessarias para a nodulacdo pode estar relacionada ao
momento de inoculacdo, ou seja, se a inoculacdo for feita na ocasido do plantio, deve-se
verificar o momento em que a plantula ira precisar de nitrogénio (deficiéncia), pois se a
mesma ainda estiver possuir reservas da semente ndo necessitara estabelecer simbiose e
ndo produzira flavonoides sinalizadores que irdo induzir os genes nod de rizébios, o que
podera inviabilizar o processo de nodulacdo (Ndakidemi and Dakora, 2003). Essa demora
no estabelecimento da simbiose pode refletir em respostas de testes de eficiéncia
conforme observado nos experimentos do presente trabalho, nos quais ndo houve
diferenca significativa na massa seca das plantas. Algumas espécies florestais podem ser
mais dificeis de serem utilizadas para testes de eficiéncia devido a dificuldade em
apresentar homogeneidade de crescimento ao longo do tempo. Se a diferenca entre
tratamentos com adubacdo nitrogenada mineral recomendada ou deficiente (sem
nenhuma fonte de N) néo fizer com que as plantas apresentem diferencas significativas
nas avaliacdes, mostra que é necessario submeter as plantas a um tempo maior de

exposicao a essas condicdes para que possam gerar diferencas significativas.

Apesar de ndo haver resposta na massa seca das plantas, a absorcdo de nitrogénio
(N) fixado pelas bactérias pode ser quantificada direta ou indiretamente. O indice SPAD
verifica indiretamente o teor de clorofila na parte aérea das plantas, dependendo da
intensidade de verde nas folhas. No caso das plantas de Machaerium o indice SPAD

conseguiu mostrar diferenca estatistica entre tratamentos antes do aumento da massa seca
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mostrando ser uma analise util para casos como este. Esses dados corroboram com 0s
dados obtidos por Jaramillo et al. (2013), que obtiveram resposta do SPAD antes da
diferenciagdo em massa seca em experimento de eficiéncia de inoculagdo em Vigna
unguiculata (feijdo caupi). Além disso, os valores calculados de correlacdo do indice
SPAD com teor de nitrogénio foram positivos mostrando que é possivel utilizar os valores
desse indice como medida indireta da clorofila como resposta rapida em relagdo ao
contetido de N das plantas. Nyoki & Ndakidemi (2014) citam os beneficios da inoculacéo
de rizobios e seu efeito na formacédo da clorofila, corroborando os dados obtidos neste
trabalho. Estudos mostram que o aparecimento de nodulos em plantas do género
Machaerium sem inoculacdo, surge a partir do 180° dia apds o transplantio (Pastorini et
al., 2016), no entanto foi verificada nodulacéo das plantas de Macherium nyctitans neste
trabalho ocorridas aos 60 dias ap6s o transplantio, comprovando que através do processo

de inoculacdo, as plantulas podem se favorecer da simbiose antes.
5. CONCLUSAO

A analise filogenética de isolados a partir do sequenciamento de genes
housekeeping atpD e gyrB permitiu a identificacdo mais precisa das estirpes do que o

sequenciamento do genel6S rRNA.

A partir da arvore concatenada dos genes housekeeping atpD e gyrB foi possivel
detectar estirpes dos géneros Bradyrhizobium e Rhizobium com alto potencial de serem
novas espécies, sendo elas: UFLA01-1134, UFLA01-1128, UFLA01-1127, UFLAO1-
1137, UFLAO01-1129, UFLAO1-1156, UFLAO01-1172, UFLAO1-1164 e UFLAO1-839.

Foi comprovada simbiose entre dezoito estirpes e suas espécies florestais de
origem. Em todas elas, exceto UFLA01-1127, UFLAO01-874, UFLA01-1132, UFLAO1-
1157, UFLA01-1161 e UFLAOQ1-1147, foi possivel detectar o gene nifH em seu DNA.

Maior acimulo de N e indice SPAD foram obtidos pela inoculacdo da estirpe
UFLAO01-839 nas mudas de Machaerium nyctitans aos 60 dias e pela inoculacdo da

estirpe UFLA01-1137 nas mudas de Platypodium elegans aos 90 dias apds o plantio.

O presente trabalho permitiu a obtencéo de dezoito rizébios noduliferos, os quais
serao fonte de futuros trabalhos para testar a eficiéncia simbiotica dos mesmos em longo

prazo, tanto em condi¢des axénicas quanto em interagdo com substratos ndo estéreis, além
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da sua identificacdo em nivel de espécie, possibilitando avango no desenvolvimento de

novos inoculantes para espécies florestais.
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Origem, caracterizacdo cultural e identificacdo a nivel de género das estirpes pelo sequenciamento do gene 16S rRNA utilizadas neste trabalho

Espécie de origem Estirpe Grupo cultura Género Cadigo de acesso Referéncia

UFLA 01-814 LAL Bradyrhizobium KF114634.1
UFLA 01-834 LAL Bradyrhizobium KF114634.1
UFLA 01-839 LAL Bradyrhizobium KF113098.2 (COSTA, 2014)

Machaerium nyctitans UFLA 01-860 IAL Bradyrh?zobium KF114634.1
UFLA 01-883 LAL Bradyrhizobium JX284238.1
UFLA 01-1164 IAL Bradyrhizobium
UFLA 01-1169 LAL Bradyrhizobium (COSTA, 2018)
UFLA 01-1172 RA Rhizobium
UFLA 01-1147 RAL Rhizobium
UFLA 01-1152 RAL Paenibacillus

Ormosia arborea UFLA 01-1156 RN Rhizobium (COSTA, 2018)

UFLA 01-1157 RA Paenibacillus
UFLA 01-1161 IAL Bradyrhizobium
UFLA 01-874 LAL Bradyrhizobium AJ431635.1 (COSTA, 2014)
UFLA 01-1127 RN Rhizobium
UFLA 01-1128 RA Rhizobium

Platypodium elegans UFLA 01-1129 RA Rhizo_biurr_l
UFLA 01-1132 IAL Bradyrhizobium (COSTA, 2018)
UFLA 01-1134 RA Rhizobium
UFLA 01-1136 IAL Bradyrhizobium
UFLA 01-1137 RA Rhizobium

+ Caracteristicas fenotipicas da cultura em meio 79: (IAL) crescimento intermediario (de 4 a 6 dias) e alcalinizacdo do meio; (LAL)
crescimento lento (7 dias ou mais) e alcalinizacdo do meio, (RA) crescimento rapido (1 a 3 dias) e acidificagdo do meio, (RN) crescimento

rdpido sem mudanca de pH.



36

Tabela 2
Iniciadores utilizados na PCR e as condi¢fes do termociclador
Iniciador Sequéncia 5° — 3’ Ciclo de PCR Referéncia
16S 27F AGAGTTTGACCTGGCTCAG [5°94°C, 40x(40°°94°C, 40°°55°C,
16S 1492R GGTTACCTTGTTACGACTT
gyrB 343F TTCGACCAGAAYTCCTAYAAGG [5795°C, 5x(2°94°C, 2°57°C, 1°30°°72°C),
28X(30’ ’940C’ 17570’1 ’307 ’720C)’ 5’720C] (Martens et al., 2007)
gyrB 1043R  AGCTTGTCCTTSGTCTGCG
atpD 352F AGCTTGTCCTTSGTCTGCG [5°95°C, 2x(2°94°C, 1°64.3°C, 1°72°C), (Gaunt et al., 2001;
30x(30°°94°C, 1°72°C), 5°72°C
atpD 871R  AGMGCCGACACTTCMGARCC ( ) : Martens et al., 2007)
nifH 515F AAAGGYGGWATCGGYAARTCCACCAC [5794°C, 35x(40°°94°C, 40”°58°C,

nifH 806R

TTGTTSGCSGCRTACATSGCCATCAT

1°30°72°C)7°72°C]

(Brankatschk et al.,
2012) modificado
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Desempenho dos isolados de Jacaranda bico-de-pato (Machaerium nyctitans) avaliados quanto ao namero de nddulos (NN), massa seca de
nodulos (MSN), massa seca de parte aérea (MSPA), massa seca de raiz (MSR), massa seca total (MST), indice SPAD (SPAD), concentracédo
de nitrogénio na planta (CNPA) e conteudo total de nitrogénio por planta (CTN), 60 dias apds o plantio, em experimento de casa de vegetagdo
com condicOes axénicas. Dados médios de trés repeticdes.

Tratamento de inoculagéo

MSN MSPA MSR MST SPAD1 CNPA CTN
nod planta mg planta g planta ! mg N g planta® mg N planta™
UFLA 01-814 25a 2,33¢C 0,23a 0,13a 0,36a 2343b 16,70d 3,88¢
UFLA 01-834 45 a 3,67c 0,24 a 0,12a 037a 2427b 17,36d 4,22 ¢
UFLA 01-839 49 a 39,67 a 0,29 a 0,07a 0,40a 36,00a 28,17b 8,35b
UFLA 01-860 41a 1,67 ¢ 0,22 a 0,10a 0,33a 2550b 17,20d 3,83¢
UFLA 01-883 41a 11,00 b 0,23a 0,10a 0,35a 2540b 2147c 4,98 c
UFLA 01-1164 55a 15,00 b 0,18 a 0,10a 0,29a 28,07b 23,03c 4,12 ¢
UFLA 01-1172 23a 1,33 ¢ 0,15a 0,07 a 0,22a 25,77b 20,23c 2,77¢
BR4101 10b 2,67c 0,24 a 0,15a 0,40a 26,13b 16,20d 3,93c
Nitrogénio mineral 0b 0,00c 0,34a 0,12 a 046a 3847a 34,27a 11,72 a
Controle absoluto 0b 0,00 c 0,26 a 0,15a 0,4l1a 2557b 17,76d 4,55 ¢
CV% 74 48,5 25,46 30,85 24,30 9,59 13,27 32,48

*Dados seguidos de mesma letra na coluna ndo possuem diferenca significativa pelo teste Scott-knott (p < 0,05). CV = coeficiente de

variagdo



Tabela 4.
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Desempenho dos isolados de Jacaranda do campo (Platypodium elegans) avaliados quanto ao nimero de nddulos (NN), massa seca de
nodulos (MSN), massa seca de parte aérea (MSPA), massa seca de raiz (MSR), massa seca total (MST), indice SPAD aos 60 dias ap0s 0
plantio (SPAD 1), indice SPAD aos 90 dias ap6s o plantio (SPAD 2), concentracdo de nitrogénio na planta (CNPA) e contetdo total de
nitrogénio por planta (CTN), 60 dias ap6s o plantio, em experimento de casa de vegetacdo com condicdes axénicas. Dados médios de cinco

?Fr)i:ﬁgzto de inoculagdo NN MSN MSPA MSR MST SPAD 1 SPAD 2 CNPA CTN
nod planta® mgplanta® g planta mg N g planta? mg N planta™

UFLA 01-1127 16D 14Db 0,16a 0,3a 045a 32,67a 26,18b 17,22a 2,82a
UFLA 01-1128 0,2b 0,6b 0,12a 02a 0,32a 3744a 26,03b 2250a 2,27b
UFLA 01-1129 0,0b Ob 0,06a 04a 060a 3362a 29,10b 19,12a 2,98 a
UFLA 01-874 3,8a 2,6 b 0,14a 0,2a 0,37a 3462a 3152a 18,26a 2,54 b
UFLA 01-1134 0b 0,0b 0,14a 0,2a 0,37a 34,02a 28,18b 18,12a 2,45 b
UFLA 01-1132 0,4b 0,2b 0,13a 05a 059a 40,78a 32,14a 20,34a 251b
UFLA 01-1137 0,4b 10b 0,17a 03a 049a 3662a 3240a 18,60a 3,10a
UFLA 01-1136 142 a 8,4a 0,13a 0,3a 041a 3542a 2590b 11,08a 2,50 b
BR4101 0,2b 0,0b 0,14a 0,2a 0,34a 3295a 29,17b 17,10a 2,18 b
Nitrogénio mineral 0b 0,0b 0,14a 0,3a 049a 3698a 3342a 26,64a 3,72a
Controle absoluto 0b 00b 0,15a 0/4a 0,50a 39,20a 34,70a 20,74a 3,07 a
CV% 65 0,21 25,52 57,38 43,26 13,62 15,97 32,34 28,63

*Dados seguidos de mesma letra na coluna ndo possuem diferenca significativa pelo teste Scott-knott (p < 0,05). CV = coeficiente de

variacdo



Tabela 5.
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Desempenho dos isolados de Olho-de-cabra (Ormosia arborea) avaliados quanto ao nimero de nddulos (NN), massa seca de nédulos (MSN),
massa seca de parte aérea (MSPA), massa seca de raiz (MSR), massa seca total (MST), indice SPAD aos 60 dias apos o plantio (SPAD 1),
indice SPAD aos 150 dias apds o plantio (SPAD 2), concentragdo de nitrogénio na planta (CNPA) e contetdo total de nitrogénio por planta
(CTN), 60 dias apos o plantio, em experimento de casa de vegetacdo com condicBes axénicas. Dados médios de trés repeticdes

Tratamento de inoculacdo NN MSN MSPA MSR MST SPAD1 SPAD 2 CNPA CTN
nodulo planta mg planta™ g planta ! mg N g planta? mg N planta™

UFLA 01-1157 1b 0,67c 084b 042a 126b 2863a 30,10b 13,40b 11,11 b
UFLA 01-1156 2b 1,33¢ 0,71b 048a 120b 3047a 2853b 1547b 9,05b
UFLA 01-1161 0,3b 24,67 c 086b 044a 133b 27,87a 26,30b 11,90b 10,29 b
UFLA 01-1169 96 a 92,33 a 0,85b 050a 144b 30,33a 2593b 11,40b 9,60 b
UFLA 01-1147 1b 0,33¢c 1,09b 0,75a 183b 2893a 27,00b 10,53b 11,23 b
UFLA 01-1152 Ob 0,00 c 096b 06la 157b 2920a 22,72b 10,40b 10,06 b
BR4101 4b 45,67 b 122b 059a 185b 3050a 2597b 16,70b 14,13 b
Nitrogénio mineral 0b 0,00c 2,20a 100a 3,20a 3507a 3593a 2553a 55,17 a
Controle absoluto 0b 0,00c 0,88b 080a 168b 27,23a 2357b 12,23b 10,34 b
CV% 35 1,2 38 46 39 13 13 34,18 25,23

*Dados seguidos de mesma letra na coluna ndo possuem diferenca significativa pelo teste Scott-knott (p < 0,05). CV = coeficiente de

variacdo
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UFLAO1-1134
UFLAD1-1128
UFLAO1-1127
UFLAO1-1129

UFLAO1-1137

Rhizobium miluonense CCBAU 412517 (EF061096)

Rhizobium lusitanum P1-TT (AY738130)

Rhizobium mayense CCGES26T (JX855172)
Rhizobium tropici CIAT 899T (AY491966)

Rhizobium sullae 151237 (Y10170)

UFLAO1-1147

Rhizobium mesosinicium CCBAU 250107 (DQ100063)

Rhizobium alamii GBV016T (AM931436)

Rhizobium petrolearium SL-1T (EU556969)

Rhizobium puerariae PC004T (LC014930)

UFLAO1-1172

Rhizobium pseudoryzae J3-A127T (DQ454123)

Rhizobium capsici CC-SKC2T (HQ113369)

Rhizobium helianthi Xi197 (JQ032629)

Rhizobium tarimense PL-417 (HM371420)

Rhizobium rhizoryzae J3-AN59T (EF649779)

82 Rhizobium lemnae L6-167 (AB738386)
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UFLAO1-839
UFLAO1-834
UFLAO1-814
UFLAO1-860
UFLAO1-1136

64

100

Bradyrhizobium embrapense SEMIA 6208T (AY904773)
Bradyrhizobium pachyrhizi PAC48T (AY624135)
Bradyrhizobium icense LMTR 137 (KF896156)

—  Bradyrhizobium tropiciagri SEMIA 61487 (AY904753)
100 Bradyrhizobium viridifuturi SEMIA 6907 (FJ025107)

|' UFLAO1-1169

65

Bradyrhizobium dagingense CCBAU 157747 (HQ231274)
Bradyrhizobium americanum CMVU44™ (KU981833)
8l UFLAD1-1164
Bradyrhizobium liaoningense LMG 182307 (AF208513)
21 Bradyrhizobium japonicurm LMG 61387 (X66024)
— Bradyrhizobium yuanmingense CCBAU100717 (AF183818)
60- Bradyrhizobium vignae LMG 287917 (KP899563)
79 UFLAO1-874
77 Bradyrhizobium cytisi CTAW11T (EU561065)
87 | Bradyrhizobium rifense CTAWT71T (EU561074)
Paenibacillus cellulositrophicus P2-17 (FJ178001)
[ Paenibacillus favisporus GMP0O1T (AY208751)
60 Paenibacillus cineris LMG 184397 (AJ575658)
8 Paenibacillus rhizosphaerae CECAPOB™ (AY751754)

25\ UFLAO1-1152
661 UFLAD1-1157

30

100
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Fig. 1.

Arvore filogenética baseada nas sequéncias do gene 16S rRNA de 21 isolados de
bactérias utilizadas nos experimentos de autenticacdo da nodulagdo em M. nyctitans, P.
elegans e O. arborea e trinta e dois espécies de referéncia
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UFLAO1-1134
UFLAO1-1128
1001 UFLAD1-1127
e UFLAD1-1129
UFLAO1-1137
Rhizobiumtropici CIAT 899' (AM418789, AM418836)
Rhizobium multhiospitium CCBAU83401T (EF490019, KC293528)
Rhizobium hainanense 1667 (HQ394217, HQ438236)
Rhizobium miluonense CCBAU 412517 (HM047116, KC293527)
Rhizebiumlusitanum p1-7T (DQ431671, KC293525)
Rhizobiumrhizogenes LMG 1507 (AM418786, AM418833)
Rhizebiumjaguaris CCGE525" (JX855202, KF761516)
Rhizobium calliandrae CCGE524T (JX855199, KF761514)

65 UFLA01-1156
Rhizobiumpusense NRCPB 10T (HQ114263, FR870239)
= UFLA01-1172
Rhizobiumgalegae LMG 62147 (AM418779, AM418826)
=y Rhizobium huautlense LMG 182547 (AM418782, AM418829)
Rhizobium petrolearium SL-1T (EU556968, FJ712273)

56 Rhizobium puerariae PC004T (LC014931, LC014933)

Bradyrhizobiumjaponicum LMG 61387 (AM418753, AM418801)

89 )
r(: UFLAO1-1164
Bradyrhizobiumembrapense SEMIAG208T (HQ634875, HQ634891)

5 BradyrhizobiumpachyrhiziPAC48T (FJ428208, HQ873310)
% Bradyrhizobiumelkanii LMG 61347 (AM418752, AM418800)
Bradyrhizobium viridifuturi SEMIA 90T (NZ LGTB01000039, KR149134)
Bradyrhizobiumtropiciagri SEMIA 61487 (FJ390968, HQ634890)
94 UFLA01-839

66

99

100

Fig 2.

Arvore filogenética baseada nas sequéncias dos genes atpD e gyrB de nove isolados de
bactérias utilizadas nos experimentos de autenticacdo da nodulacdo em M. nyctitans, P.
elegans e O. arborea e 19 espécies de referéncia
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Fig.3.
Fotografia com luz ultravioleta em Transiluminador dos géis de agarose 1% referentes
as bandas especificas do gene nifH amplificado dos isolados estudados.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

UFLAO1-1134
UFLAQ1-1128
UFLAO1-1127
UFLAO1-1129
UFLAQ1-1137

100

RhizobiumtropiciCIAT 8997 (AM418836)
83 Rhizobium muithiospitium CCBAU83401T (KC293528)
Rhizobium miluonense CCBAU 412517 (KC293527)

Rhizobium hainanense 166T (HQ438238)
— Rhizobiumrhizogenes LMG 150" (AM418833)
Rhizobiumjaguaris CCGE525T (KF761516)

99 Rhizobium calliandrae CCGE524" (KF761514)
78 : UFLAQ1-1156

Rhizobium pseudoryzae J3-A127" (HM132107)
Rhizobium rhizosphaerae MH17T (KX434874)
e UFLAO1-1172
_174 Rhizobiumhuautiense LMG 182547 (AM418829)
59 Rhizobium galegae LMG 62147 (AM418826)
Bradyrhizobium japonicumLMG 61387 (AM418801)
Bradyrhizobium stylosanthis BR446T (KU724151)
Bradyrhizobium liaoningense LMG 182307 (FM253223)
Bradyrhizobiumdagingense CCBAU 157747 (JX437669)
UFLAO1-1184
Bradyrhizebium pachyrhiziLMG 242467 (HQ873310)
UFLAQ1-883
Bradyrhizebium elkanii LMG 61347 (AM418800)
Bradyrhizobiumembrapense SEMIA 6208 (HQ634891)
UFLAO1-1136
Bradyrhizobium viridifuturi SEMIA 8907 (KR149134)
Bradyrhizebium tropiciagri SEMIA 61487 (HQ643890)
100 UFLA01-839
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Figura S1. Arvore filogenética baseada nas sequéncias do gene gyrB de 11 isolados de
bactérias utilizadas nos experimentos de autentica¢do da nodulacdo em M. nyctitans, P.
elegans e O. arborea e 20 espécies de referéncia



UFLAD1-1134
UFLA01-1128
UFLAO01-1127
UFLA01-1129
UFLAD1-1137

Rhizobium hainanense 166T (HQ394217)
Rhizobium multhiospitium CCBAU83401T (EF490019)
RhizobiumtropiciCIAT 899T (AM418789)
Rhizobium miluonense CCBAU 412517 (HM0471186)
Rhizobiumrhizogenes LMG 1507 (AM418786)
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L Rhizobium lentis BRL27T (JN648941)
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72 Bradyrhizobium americanum CMVU44T (KC247125)

86 Bradyrhizobium dagingense CCBAU 157747 (HQ231289)
UFLAO01-1164

Bradyrhizobium ganzhouense RITF 8067 (JX277182)

st Bradyrhizobium diazoeffieciens USDA 1107 (BA000040)

Bradyrhizobium huanghuaihaiense CCBAU 233037 (HQ231682)
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100 ———  Bradyrhizobium embrapense SEMIA6208T (HQ634875)
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Bradyrhizobium elkanii LMG 61347 (AM418752)
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Bradyrhizobium viridifuturi SEMIA 6907 (NZ LGTB01000039)
Bradyrhizobiumjaponicum LMG 61387 (AM418753)
54 Bradyrhizobium yuanmingense LMG 218277 (AY386760)
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Figura S2. Arvore filogenética baseada nas sequéncias do gene atpD de 10 isolados de
bactérias utilizadas nos experimentos de autentica¢do da nodulacdo em M. nyctitans, P.

elegans e O. arborea e 24 espécies de referéncia



Tabela S1. Tamanho das sequéncias de cada estirpe utilizada no presente trabalho em

pares de base (pb) para 0s genes 16S rRNA, atpD e gyrB
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Tamanho das sequéncias por gene (pb)

Estirpes

16S rRNA atpD gyrB
UFLA 01-814 1207 677
UFLA 01-834 1168
UFLA 01-839 1205 379 654
UFLA 01-860 1311 666
UFLA 01-883 582 389
UFLA 01-1164 1269 419 562
UFLA 01-1169 1265 676
UFLA 01-1172 1259 504 678
UFLA 01-1147 1237 503
UFLA 01-1152 1297
UFLA 01-1156 685 416 674
UFLA 01-1157 822
UFLA 01-1161 790 672
UFLA 01-874 1280
UFLA 01-1127 1001 483 680
UFLA 01-1128 1220 435 681
UFLA 01-1129 1204 363 680
UFLA 01-1132 1068 656
UFLA 01-1134 1264 498 689
UFLA 01-1136 1095 674
UFLA 01-1137 1266 433 666




