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PERTINHEZ, Guilherme Napoledo. Caracterizacdo morfofisiologica e genética de
bactérias isoladas de ndédulos de amendoinzeiro (Arachis hypogaea |.) em
solos Paranaenses. 2013. 52 f. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2013.

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar 44 estirpes bacterianas de amendoinzeiro
(Arachis hypogaea L.) quanto a caracteristicas morfofisiolégicas e moleculares, com
énfase no sequenciamento do gene 16S rRNA e perfis de BOX-A1R, para inferir as
relacbes filogenéticas e a posigao taxondbmica dessas estirpes. Na caracterizagao
morfofisioldgica, 75% das estirpes apresentaram taxa de crescimento rapido em
meio de cultura com manitol como fonte de carbono (tempo de crescimento inferior a
3 dias); 25 acidificaram o meio, cinco alcalinizaram e 14 n&o resultaram em
modificagdo do pH. No dendograma de similaridade genética, obtido da analise do
BOX-A1R com 39 estirpes IPR-Ah e a estirpe SEMIA 6144 de Bradyrhizobium sp.,
autorizada para a producdo de inoculantes comerciais para o amendoinzeiro no
Brasil, observou-se a formacédo de dois grupos. O grupo | foi composto por nove
estirpes, compreendendo um unico agrupamento com 100% de similaridade e o
grupo Il foi subdividido em dois subgrupos, IIA (quatro estirpes) e IIB (27 estirpes
IPR-Ah e a SEMIA 6144). O histérico de origem das estirpes nao influenciou os
agrupamentos formados pela analise do BOX — A1R, com excegao do grupo |, com
89% das estirpes isoladas de nddulos de plantas provenientes de um experimento
com amendoinzeiro no municipio de Ponta Grossa. Com base no resultado do
sequenciamento do gene 16S rRNA foi observada a formagao de trés principais
grupos, correspondentes a trés filos: Alfaproteobacteria, Betaproteobacteria e
Firmicutes. O género com maior ocorréncia foi o Bacillus. A caracterizagado dessas
estirpes € de grande interesse, uma vez que pode fornecer mais informag¢des sobre
o tema filogenia de microrganismos simbioticos nativos em solos paranaenses.

Palavras-chave: Amendoinzeiro. Fixagdo bioldgica de nitrogénio. Rizébios. BOX —
A1R. Gene 16S rRNA.



PERTINHEZ, Guilherme Napoledo. Morphophysiological and genetic
characterization of bacteria isolated from peanut root nodules (Arachis
hypogaea |.) in soils of the state of Parana, Brazil. 2013. 52 p. Dissertation
(Master’s Degree in Microbiology) - Universidade Estadual de Londrina, Londrina,
2013.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate molecular and morphophysiological
characteristics, with an emphasis on the sequencing of the 16S rRNA and BOX-A1R
profiles of 44 symbiotic strains from peanut (Arachis hypogaea L.), inferring
phylogenetic relationships and taxonomic position of these strains. In the
morphophysiological characterization 75% of the strains showed fast growth rate
(less than 3 days); 25 acidified the medium, five alkalinized and 14 resulted in no
change in pH. In the dendogram of genetic similarity with 39 strains, and the
commercial strain, Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144, submitted to the BOX-A1R, we
observed the formation of two groups. Group | consisted of nine strains, with only
one cluster with 100% similarity, while group |l was subdivided into two subgroups,
lIA (four strains) and IIB (27 strains and SEMIA 6144). The analysis of BOX - A1R
showed that the origin of the strains did not influence the groupings, except in group
[, with 89% of the strains isolated from nodules of plants grown in a soil with a history
of cultivation of peanut in the Ponta Grossa municipality. Based on the 16S rRNA
gene sequencing, there was formation of three major groups corresponding to three
phyla: Alfaproteobacteria, Betaproteobacteria and Firmicutes. The genus with highest
frequency was Bacillus. The characterization of these strains is of great interest, and
can provide more information about the phylogeny of symbiotic microorganisms
native from soils of the State of Parana, Brazil.

Key words: Peanut. Biological nitrogen fixation. Rhizobia. BOX — A1R. 16S rRNA
gene.
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1 INTRODUCAO

O amendoinzeiro (Arachis hypogaea L.) € uma planta originaria da América
do Sul e ocorre em regides tropicais e subtropicais, mas foi introduzido em muitas
outras areas do mundo; é amplamente cultivado em mais de 80 paises da Asia,
Africa, América do Norte e do Sul (SANTOS; GODOY; FAVERO, 2005). E uma
leguminosa com altos valores nutricionais, sendo muito utilizada na alimentag&o
humana e animal, mas também pode ser adicionada ao solo como adubo verde.

A cultura do amendoinzeiro requer grandes quantidades de nitrogénio para
seu desenvolvimento vegetativo e reprodutivo.

Um dos mais importantes processos conhecidos na natureza e realizados
apenas por alguns microrganismos procariotos € o da fixagédo biologica de nitrogénio
(FBN). A primeira publicacdo sobre a capacidade das bactérias realizarem a FBN e o
produto deste processo ser absorvido pelas plantas foi descrita em 1886,
descrevendo bactérias que hoje sdo conhecidas coletivamente como rizobios.

Os rizdbios sédo bactérias Gram negativas, aerdbicas ndo esporulantes,
pertencentes ao Filo Alfaproteobacteria (ZAKHIA; LAJUDIE, 2001). Sao
considerados como o principal grupo de microrganismos diazotréficos, por sua
importancia agronémica.

Estudos com o objetivo de realizar o levantamento, isolamento e selegédo de
rizobios com caracteristicas de interesse agrondmico, tém revelado um alto grau de
diversidade nas populagdes de rizébio do solo, principalmente nas regides tropicais.

Atualmente existem, descritos na literatura, 17 géneros e 118 espécies de
rizobios (PONGSLIP, 2012). Dentre os principais géneros estdo Rhizobium,
Sinorhizobium  (=Ensifer), Bradyrhizobium, Mesorhizobium e Azorhizobium
classificados através da analise do gene 16S rRNA (GARRITY et al., 2007).

Ao contrario do que se acreditava, tem sido constatado certo grau de
especificidade das espécies de leguminosas tropicais e os rizobios do grupo tropical
(THIES; BOHLOOL; SINGLETON, 1991). No caso do amendoinzeiro, a
especificidade ocorre até mesmo entre cultivares (SANTOS, 2001; CHEN et al.,
2003a; TAJIMA; MORITA; ABE, 2006), evidenciando a importancia de se considerar
tanto a estirpe de rizébio quanto a cultivar de amendoinzeiro a serem utilizadas nos

programas que visem a otimizagao da FBN.



10

Para que a FBN traga maiores beneficios, torna-se necessaria a identificagao
de estirpes mais competitivas, mais estaveis geneticamente e com maior eficiéncia
de FBN. No processo de selecdo de estirpes de rizobio eficientes na FBN, a
caracterizacao fenotipica € uma etapa essencial e envolve diversas avaliagcbes
morfolégicas e fisiolégicas. A caracterizagdo genotipica, principalmente o
sequenciamento de DNA, também & amplamente utilizada.

Este trabalho tem como objetivo avaliar caracteristicas morfologicas,
fisiologicas e genéticas de bactérias isoladas de amendoinzeiro que foram cultivados
em casa de vegetacdo, em solos obtidos de diversas localidades do Parana, e

cultivados a campo, inferindo as relagdes filogenéticas entre essas bactérias.
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2 REVISAO DE LITERATURA

21 AMENDOINZEIRO (ARACHIS HYPOGAEA L.)

O amendoinzeiro (Arachis hypogaea L.) integra o género Arachis (familia
Fabaceae, subfamilia Papilionaceae) que engloba mais de 70 espécies
(KRAPOVICKAS; GREGORY, 1994; SANTOS; GODOY; FAVERO, 2005).

E amplamente cultivado em mais de 80 paises da Asia, Africa, América do
Norte e do Sul. E originario da América do Sul e ocorre em regides tropicais e
subtropicais, mas foi introduzido em muitas outras areas do mundo (SANTOS,
2001).

E uma leguminosa com altos valores nutricionais, sendo muito utilizada na
alimentacdo humana e animal, mas também pode ser adicionada ao solo como
adubo verde. O principal produto econdmico do amendoinzeiro € o grao (amendoim),
rico em Oleo, proteinas e em especial as vitaminas do complexo B.

O amendoim pode ser destinado para consumo como alimento “in natura” ou
industrializado, sendo utilizado na fabricagao de produtos alimenticios no ramo de
conservas, confeitaria, enlatados e, quando o 6leo é refinado com alto grau de
pureza, € usado para fins farmacéuticos, como veiculo de emulsdo de produtos
injetaveis (GODOQY et al., 1985; MARTIN, 1985).

Representa uma das principais oleaginosas cultivadas no Brasil e no mundo,
sendo considerada uma das mais importantes culturas entre as leguminosas, junto
com o feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) e a soja (Glycine max (L.) Merr.)
(HENRIQUES NETO et al., 1998).

Na América do Sul, o amendoinzeiro apresenta um importante papel
econdmico, por fornecer varios produtos alimenticios e 6leo vegetal. No Brasil, o
produto do amendoim mais importante para a exportagdo € o Oleo usado na
alimentacgao e na industria.

Segundo dados da CONAB, o amendoinzeiro é cultivado de forma mais
significativa em dez estados brasileiros. O maior produtor € Sdo Paulo com 89% da
producao nacional (283,8 mil toneladas), seguido por Minas Gerais com 3,0% (9,3
mil toneladas) e o Parana com 2,2% (6,9 mil toneladas). A producéo brasileira de

amendoim é composta por duas safras semeadas em épocas diferentes, conforme a
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regido de cultivo. A primeira safra € semeada nas regides Sul e Sudeste e a
segunda safra, além das regides Sul e Sudeste, abrange as regides Norte
(Tocantins), Nordeste e Centro-Oeste. A area total cultivada na safra 2012/13 foi de
aproximadamente 96,1 mil ha, com 79,3 mil ha (82,5%) cultivados em S&o Paulo e
2,5 mil ha no Parana (2,6%). A produtividade média da produgdo nacional de
amendoim esta em torno de 3.280 kg/ha. A melhor média é do estado de Minas
Gerais com 3.570 kg/ha, em sequéncia Sao Paulo, com 3.543 kg/ha e Tocantins,
com 3.000 kg/ha. No Parana a produtividade média fica em torno de 2.750 kg/ha. A
producdo nacional de amendoim na safra 2012/13 foi de, aproximadamente, 315,2
mil toneladas, 7% superior a da safra anterior (2011/2012). Desse montante, 6,9 mil
toneladas séo provenientes do Estado do Parana (CONAB).

No Estado do Parana, o Instituto Agronémico do Parana propds no ano de
2007, o Zoneamento Agricola de Risco Climatico, um instrumento de politica
agricola e gestao de riscos na agricultura. O estudo é elaborado com o objetivo de
minimizar os riscos relacionados aos fendmenos climaticos e permite, a cada
municipio, identificar a melhor época de plantio das culturas, nos diferentes tipos de
solo e ciclos de cultivares. A técnica é de facil entendimento e adocdo pelos
produtores rurais, agentes financeiros e demais usuarios. Sdo analisados os
parametros de clima, solo e de ciclos de cultivares, a partir de uma metodologia
previamente validada. Dessa forma sdo quantificados os riscos climaticos envolvidos
na conducao das lavouras que podem ocasionar perdas na producao.

Os mapas com o zoneamento agricola da cultura do amendoinzeiro da 12 e 22

safra para o Estado do Parana podem ser observados nas figuras 1 e 2.
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Zoneamento da 1?2 safra da cultura do amendoim para o Estado do
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Fonte: Instituto Agrondmico do Parana — IAPAR, www.iapar.br, consulta em 1 de abril de 2013.

Figura 2 — Zoneamento da 2?2 safra da cultura do amendoinzeiro para o Estado do

Parana.
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Fonte: Instituto Agrondmico do Parana — IAPAR, www.iapar.br, consulta em 1 de abril de 2013.

2.2 O GRupPO RIZOBIO

Um dos mais importantes processos conhecidos na natureza e realizado

apenas por microrganismos procariotos € o da fixagao biolégica de nitrogénio (FBN).

A primeira publicagdo sobre a capacidade das bactérias realizarem a FBN e o

produto deste processo ser absorvido pelas plantas foi descrita em 1886, sendo a
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primeira bactéria fixadora de nitrogénio atmosférico, também conhecida como
diazotrofica, descrita em 1893 (FRED; BALDWIN; MCCQY, 1932). Desde o principio
essa descoberta gerou grande impacto e vasta literatura sobre o tema, sendo até
hoje os rizébios as bactérias fixadoras de nitrogénio mais estudadas.

Véarios membros da Familia Leguminosae sdo de consideravel importancia
ecoldgica, devido, em parte, a habilidade destes estabelecerem simbiose com
bactérias das ordens Rhizobiales e Burkholderiales, formando estruturas
hipertréficas nas raizes e, excepcionalmente, no caule, denominadas nddulos, fonte
mais importante de nitrogénio fixado biologicamente em sistemas agricolas (CHEN
et al., 2003b; GRAHAM; VANCE, 2003; MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Estudos com o objetivo de realizar o levantamento, isolamento e sele¢cdo de
rizobios com caracteristicas de interesse agronémico tém revelado um alto grau de
diversidade nas populagdes de rizdbio do solo, principalmente nas regides tropicais.

A classificagao de rizdbios esta se tornando cada vez mais complexa e é
revista periodicamente, devido a novas descobertas que propéem novos géneros e
espécies. Até o presente momento, os rizébios sao distribuidos em 17 géneros e
118 espécies. A diversidade de rizobios foi revelada por diversas metodologias,
fornecendo informagdes valiosas sobre os gendtipos de bactérias que sdo bem
adaptados a um determinado ambiente (PONGSLIP, 2012).

O agrupamento dos rizébios foi inicialmente baseado em caracteristicas
fenotipicas, principalmente na habilidade de nodular algumas leguminosas, dando
origem ao conceito de “grupos de inoculagdo cruzada®. A taxonomia dos rizébios,
baseada na especificidade hospedeira foi sendo substituida pela taxonomia
numeérica, que se apoia nas caracteristicas bioquimicas, fisioldgicas, soroldgicas e
moleculares (HUNGRIA; VARGAS; ARAUJO, 1997).

Até recentemente aceitava-se, que leguminosas (e ndo leguminosas do
género Parasponia) eram noduladas exclusivamente por membros da familia
Rhizobiaceae (alfaproteobacterias), que inclui os géneros Azorhizobium,
Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Rhizobium e Sinorhizobium (SPRENT; HIRSCH,
2002). Porém, ao longo dos ultimos anos, varias outras espécies de
alfaproteobacterias demonstram, também, a capacidade de nodular leguminosas
(MOULIN et al.,, 2002). Incluindo estirpes de Methylobacterium que nodulam
Crotalaria e Lotononis (SY et al.,, 2001; JAFTHA; STRIJDOM; STEYN, 2002),
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Blastobacter denitrificans, que nodulam Aeschynomene indica (VAN BERKUM;
EARDLY, 2002), e Devosia, que nodulam Neptunia natans (RIVAS et al., 2002). De
maneira ainda ndo muito clara, alguns membros de betaproteobactéria, como
Burkholderia spp., isolada originalmente de Aspalathus carnosa e Machaerium
lunatum (MOULIN et al., 2001) e Ralstonia taiwanensis, isolada de Mimosa pudica,
(CHEN et al., 2001), foram encontradas em nédulos de leguminosas tropicais.

A classificagdo taxondmica das estirpes de rizébio tem sido reestruturada
desde 2001, com a reclassificagdo de algumas espécies a betaproteobacterias,
especialmente espécies de Burkholderia (MOULIN et al., 2001). Burkholderia séo
simbiontes eficazes em muitas espécies vegetais (CHEN et al., 2003b; BARRETT;
PARKER, 2005; CHEN et al., 2005; BARRETT; PARKER, 2006). Embora seja
importante ressaltar que alguns sao importantes patégenos para humanos e animais
(por exemplo, Burkholderia cepacia, Burkholderia pseudomallei, e Burkholderia
mallei), os estudos mostram que as espécies simbiodticas sao filogeneticamente
distantes destes patogenos (BONTEMPS et al., 2010).

Varios isolados tém sido relatados em ndédulos de leguminosas, capazes de
realizar a FBN, mas filogeneticamente localizados fora dos grupos tradicionais de
rizobios (alfaproteobacteria). Estas novas linhas que contém simbiontes fixadoras de
nitrogénio de leguminosas incluem Methylobacterium, Devosia, Ochrobactrum, e
Phyllobacterium em alfaproteobacteria e Cupriavidus, Burkholderia, e Ralstonia, em
betaproteobacterias. Todas estas bactérias capazes de nodular sao
filogeneticamente distintas dos rizébios (com base em sequéncias de 16S rDNA),
mas carregam genes Nod semelhantes aos de rizébios. Estes genes codificam para
fatores Nod, moléculas sinais na comunicagdo bactéria - leguminosa que induz a
nodulagao (WILLEMS, 2006). Os rizébios sdo encontrados em praticamente todos
os ecossistemas — podem ser encontrados como sapréfagos no solo, na agua doce,
vivem como rizobactérias na rizosfera de leguminosas e outras plantas e em
simbiose na forma de bacteroides, em geral com leguminosas (BREWIN, 1998;
SADOWSKY; GRAHAM, 1998). Um grande numero de isolados, filogeneticamente
nao classificados como alfaproteobacteria, tem sido observado como sendo capaz
de nodular e fixar nitrogénio com leguminosas. Esse grupo possui os genes de
nodulagdo que foram, provavelmente, obtidos por meio de transferéncia lateral (SY
et al., 2001; MOULIN et al., 2002).
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2.3 AFIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO

O nitrogénio € um nutriente essencial e limitante ao desenvolvimento das
plantas, principalmente nos solos poucos férteis em regides tropicais. Na forma
gasosa, € o elemento mais abundante na atmosfera (em torno de 78%) e nas
plantas, o quarto elemento mais abundante, sendo superado apenas pelo carbono,
oxigénio e hidrogénio. Participa de diversos processos bioldgicos, como a sintese de
aminoacidos, acidos nucleicos (DNA e RNA), proteinas e enzimas, sendo
responsavel pelo metabolismo, crescimento e desenvolvimento de células e tecidos
vegetais (HUNGRIA; VARGAS, 2000; HUNGRIA; CAMPO, 2005). E, portanto, um
nutriente requerido em grandes quantidades pelas culturas, sendo comum ocorrer
deficiéncia na maioria dos sistemas agricolas (SMITHSON; GILLER, 2002).

Na atmosfera a molécula de nitrogénio (N2) é constituida por dois atomos que
se encontram unidos de forma muito estavel impedindo, assim, sua absorgcédo e
assimilagdo por organismos eucariontes. Apenas algumas bactérias desenvolveram
um complexo enzimatico denominado nitrogenase, necessario para reduzir o N a
aménia (NH3), que rapidamente é convertida a amonio (NH;*) (NEVES; RUMJANEK,
1998).

A FBN constitui a principal via de incorporacdo do N, a biosfera, perfazendo
cerca de 65% do total, ou 96% da fixagao por processos naturais e € considerada,
apos a fotossintese, como o processo bioldégico mais importante, sendo fundamental
para a vida na Terra (HUNGRIA et al., 2005). Apresenta um elevado potencial para a
agricultura brasileira, diminuindo a utilizagdo de fertilizantes nitrogenados, de alto
custo e muito poluentes (CERETTA et al., 1994), além de contribuir com a fertilidade
natural dos solos e, consequentemente, para a produ¢ao dos sistemas agricolas,
também oferecendo condi¢des para o suprimento natural, equilibrado e sustentavel
de nitrogénio (DOBEREINER; PAULA; MONTEIRO, 1990; HUNGRIA; VARGAS,
2000; RUMJANEK et al., 2005).

A formacado dos nddulos € um processo complexo, compreendendo varias
etapas e envolve mudancas morfofisiologicas, tanto na célula hospedeira, como na
bactéria. As mudangas na bactéria visam o recebimento de fontes de carbono da
planta hospedeira para prover o ATP e poder redutor necessarios para o processo

da FBN, enquanto que as mudancas na planta hospedeira visam assimilar a amoénia
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produzida pela bactéria (HUNGRIA; CAMPO, 2005). O complexo nitrogenase,
formado por duas unidades proteicas, a Ferro-proteina (Fe-proteina) e a Molibdénio-
Ferro-proteina (Mo-Fe-proteina), € responsavel pela fixagdo de nitrogénio no nodulo
(MYLONA; PAWLOWSKI; BISSELING, 1995; BURRIS, 1999; TAIZ; ZIEGER, 2004).

A FBN simbidtica inicia com a comunicagdo entre os dois organismos,
mediada pela troca de sinais moleculares especificos. Antes do estabelecimento da
simbiose, o rizébio é quimiotaticamente atraido para a rizosfera por compostos
(aminoacidos, AIA ou acgucares) liberados pela planta (MUNOZ AGUILAR et al.,
1988; KAPE; PARNISKE; WERNER, 1991). A partir desse momento, ocorre uma
interacao quimica entre o rizébio e a planta hospedeira, mediada pela produgao de
compostos fendlicos, a maioria flavonoides, nas sementes e raizes e a resposta com
producdo de fatores de nodulagdo, conhecidos como fatores Nod, pelas bactérias
(HUNGRIA, 1994).

Estas associagcbes sofreram especializacbes ao longo do processo evolutivo,
resultando em relagdes muito estreitas entre a planta e a bactéria, com a formacéao
de estruturas especializadas (nodulos), que garantem protecdo contra fatores
adversos do solo, além de poder se beneficiar de compostos de carbono produzidos
pela planta hospedeira (SPRENT; FARIA, 1988). Sabe-se que a nodulagdo é uma
condigdo necessaria, mas nao suficiente para que haja fixagdo de N, (CLEVELAND
et al., 1999), pois diversos fatores biologicos, quimicos e fisicos podem influenciar a
FBN (FREIRE, 1984; MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Assim, a auséncia de nodulagéo
ou nodulagao ineficiente em determinadas espécies sob determinadas condi¢des
edaficas e ambientais €& decorrente de fatores limitantes ao estabelecimento,
desenvolvimento e funcionamento da simbiose (FREIRE, 1984).

Uma simbiose eficiente, na qual a necessidade da planta por nitrogénio seja
totalmente suprida pela FBN, € o alvo de muitas pesquisas que sao desenvolvidas
no mundo, principalmente nos tropicos (FERNANDES; FERNANDES; HUNGRIA,
2003; MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Por outro lado, a FBN eficiente depende de
diversos fatores, como temperatura, umidade, caracteristicas quimicas e fisicas do
solo (associagao entre particulas minerais como areia, argila e silte, matéria
organica, concentragcdo de oxigénio, nutrientes, pH) as quais influenciam tanto a
planta hospedeira, quanto a bactéria. Outro importante fator no processo de FBN

reside na compatibilidade entre a planta hospedeira e o rizébio, que dependendo
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das condi¢gdes do ambiente, permitira ou ndo que o processo se estabeleca de

maneira que ambos os organismos sejam favorecidos (HERRIDGE; ROSE, 2000).

2.4 A FIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO NA CULTURA DO AMENDOINZEIRO

O amendoinzeiro € uma planta que, ao contrario da maioria de outras
leguminosas, pode sustentar a fixagcdo de nitrogénio em condi¢dées com baixo
suprimento de fotossintatos ou longos periodos no escuro. Essa caracteristica é
atribuida a presenga de corpos lipidicos localizados juntos a membrana
periobacteroide (SIDDIQUE; BAL, 1991).

Em geral ndo se recomenda a aplicagao de fertilizante nitrogenado na maioria
dos sistemas de cultivo do amendoinzeiro, devido a este adquirir N em quantidades
adequadas para suprir suas necessidades através do processo de FBN (THIES;
BOHLOOL; SINGLETON, 1991), embora esforcos tenham sido realizados no sentido
de encontrar estirpes eficientes para a cultura (SANTOS et al., 2005; BORGES;
XAVIER; RUMJANEK, 2007).

Nessa cultura, o processo de nodulagao ocorre de maneira diferente quando
comparado com a maioria das leguminosas. Os rizébios penetram nas axilas das
raizes laterais e invadem as células corticais através dos espacos intercelulares nao
havendo a formacéo de cordao de infec¢do (CHANDLER, 1978; CHANDLER; DATE;
ROUGHLEY, 1982; BOOGERD; VAN ROSSUM, 1997).

Os rizébios que nodulam o amendoim pertencem ao grupo Bradyrhizobium
spp., classificado como grupo miscelanea caupi ou, ainda, como grupo de rizobio
tropical (MARTINS et al., 1997). Alta diversidade e heterogeneidade genética tém
sido observadas nas estirpes de Bradyrhizobium que nodulam o amendoim
(SALEENA et al., 2001; CHEN et al., 2003a; YANG et al., 2005; TAURIAN et al.,
2006). Ao contrario do que se acreditava, tem-se constatado certo grau de
especificidade das espécies de leguminosas tropicais e dos rizobios do grupo
tropical. A nodulagcdo de diferentes espécies de leguminosas em solos tropicais é
mais influenciada pelo hospedeiro que pelos rizobios existentes nesses solos
(BURTON, 1979; THIES; BOHLOOL; SINGLETON, 1991; RUMJANEK et al., 2005;
XAVIER et al., 2006). Atualmente, uma estirpe de Bradyrhizobium, SEMIA 6144 é

recomendada para a inoculagao desta leguminosa.
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Embora isolados de rizébios de crescimento rapido e reagcdo acida em meio
YM (Yeast Manitol, contendo manitol como fonte de carbono) tenham sido relatados
como predominantes na nodulagdo do amendoinzeiro (HUANG; HE; CHEN, 1990;
CHEN et al., 2003a), a simbiose ocorre predominantemente com as bactérias do
género Bradyrhizobium, caracterizadas pelo crescimento lento e reagéo alcalina em
meio YM. Essas bactérias sdo frequentemente encontradas nos estudos de
caracterizacao de populagdes nativas de rizébios associados ao amendoinzeiro
(VINCENT, 1970; URTZ; ELKAN, 1996; CHEN et al., 2003a; YANG et al., 2005).

Nas regides tropicais € comum encontrar simbioses nao eficazes, pois ha
uma grande variagdo na especificidade e na capacidade das leguminosas em se
associar com os rizébios (SPRENT, 2003). No nodulo a bactéria pode atuar como
essencialmente parasita a altamente efetiva no fornecimento da aménia para a
planta (BURDON et al., 1999). Varios fatores determinam a eficiéncia da simbiose,
como por exemplo, a morfologia e a estrutura dos nédulos os quais, por sua vez, séo
determinados pelo hospedeiro, e pelas caracteristicas genotipicas e fenotipicas das
bactérias simbibnticas (SPRENT; JAMES, 2007). No caso do amendoinzeiro, a
diferenca ocorre até mesmo entre cultivares (SANTOS, 2001; CHEN et al., 2003a;
TAJIMA; MORITA; ABE, 2006), evidenciando a importancia de se considerar tanto a
estirpe de rizobio quanto a cultivar de amendoim a ser utilizada nos programas que

visem a otimizagao da FBN.
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3 OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi o de utilizar analises morfofisioldgicas e
moleculares, com énfase no sequenciamento do gene 16S rRNA e nos perfis de
BOX-A1R para caracterizar, inferir as relagdes filogenéticas e a posi¢cao taxondmica
de 44 estirpes bacterianas isoladas de nodulos de plantas de amendoinzeiro, do

campo ou cultivadas em vasos com amostra de solos do Estado do Parana.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ESTIRPES

As 44 estirpes (IPR-Ah) utilizadas neste trabalho foram obtidas em coletas e
experimentos realizados anteriormente e foram conduzidos de duas formas distintas.

O primeiro grupo de estirpes foi obtido de plantas semeadas em amostras de
solos de areas sob cultivos de milho (Zea mays L.), soja [Glycine max (L.) Merr.],
pupunha (Bactris gasipaes Kunth.), mandioca (Manihot esculenta Crantz), pastagem
e solos de mata, de 32 municipios do Estado do Parana, na camada 0-10 cm de
profundidade, de pontos georreferenciados préximos as  Estacgdes
Agrometeoroldgicas do Instituto Agrondmico do Parana (IAPAR) e Instituto
Tecnoldgico SIMEPAR. Uma amostra de solo de cada local foi acondicionada em
vasos de 200mL e nestes plantados apenas um exemplar da cultivar IAC-Tatu de
amendoinzeiro como planta isca. As sementes de amendoim foram previamente
desinfestadas em hipoclorito de sodio (comercial) a 3% e lavadas com agua
esterilizada por pelo menos sete vezes (ANDRADE; HAMAKAWA, 1994).

Para realizar o isolamento das estirpes nativas de cada solo, um ndodulo de
cada raiz foi escolhido aleatoriamente, retirado e imerso em alcool a 70% por 30
segundos para quebrar a tensdo superficial e remover bolhas de ar do tecido. Em
seguida, foram transferidos para uma solugéo de hipoclorito de sédio (comercial) a
3% por 3 minutos para a desinfestagdo superficial e lavados seis vezes em agua
destilada e esterilizada. Apos a ultima lavagem, o ndédulo foi macerado em agua
destilada com uma pinga estéril e transferido com auxilio de alca de platina, para
placas contendo meio YMA, com o intuito de obtencdo de colbnias isoladas
(VINCENT, 1970). Apds sete dias de incubacdo a 28°C, as bactérias foram
transferidas para uma nova placa a fim de obter col6nias puras. Posteriormente as
estirpes foram preservadas através da liofilizacdo, em ampolas contendo culturas de
bactérias secas a vacuo, seladas e mantidas a temperatura ambiente. As estirpes
fazem parte da Colecao de Microrganismos de Interesse do Agronegocio do
Laboratorio de Microbiologia do Solo do Instituto Agronémico do Parana (IAPAR)

Londrina.



22

O segundo grupo de estirpes foi obtido de um experimento conduzido na
Estacdo Experimental do IAPAR, no municipio de Ponta Grossa-PR, onde foi
semeada a cultivar |IAC-Tatu de amendoinzeiro, a campo. As plantas foram
coletadas e levadas ao Laboratério de Microbiologia dos Solos do IAPAR em
Londrina-PR, onde foram coletados nddulos de maneira aleatéria e realizado o
isolamento e preservacao das bactérias, conforme descrito para o primeiro grupo de
estirpes.

O presente trabalho iniciou com a autenticacdo dos isolados obtidos. Estes
foram autenticados em amendoim, cultivar IAC-Tatu, em vasos Leonard com areia e
vermiculita contendo solugcdo nutritiva sem N mineral, esterilizados (HUNGRIA;
ARAUJO, 1994). A estirpe de Bradyrhizobium sp, SEMIA 6144, autorizada para
producdo de inoculantes comerciais para o amendoinzeiro no Brasil, foi incluida
como controle, gentilmente cedida pela Colecdo de Cultura do laboratério da
FEPAGRO, RS. Todas as analises foram conduzidas no Laboratério de
Microbiologia do Solo e em casas de vegetacédo do IAPAR, em Londrina, PR.

De um total de 77 estirpes autenticadas, 44 apresentaram a capacidade de

formacao de nédulos e foram caracterizadas neste trabalho, conforme tabela 1.



23

Tabela 1 — Municipio da coleta do solo, histérico de cultivo da area, cédigo IPR-Ah
das estirpes isoladas de nddulos de amendoinzeiro utilizadas neste
estudo e avaliagado dos nddulos apds experimento de autenticacdo das

estirpes.
Isolados de
o Cultura na Isolados de Plantas
Municipio coleta do solo IPR-AR Plggﬁzgo Iscas em
C.V.
Londrina Milho 4628 X
Bandeirantes Milho 4630 X
Irati Milho 4642, 4651 X
Ponta Grossa Milho 4648 X
Nova Cantu Milho 4649 X
Jaguariaiva Milho 4653 X
Joaquim Tavora Milho 4631 X
Paranavai Milho 4636 X
Umuarama Pastagem 4635 X
Joaquim Tavora Floresta 4637, 4638 X
Planalto Floresta 4641 X
Diamante Norte Floresta 4644 X
Candido Abreu Floresta 4646 X
Ponta Grossa Floresta 4647 X
4677, 4678, 4682, 4693, 4696,
4705, 4706, 4707, 4708, 4710,
Ponta Grossa Amendoim 4711, 4718, 4723, 4729, 4737, X

4739, 4740, 4741, 4743, 4757,
4758, 4826, 4829, 4834, 4839,
4841, 4850, 4855

Rhodesia 411* Arachis sp. Bradyrhizobium sp. SEMIA6144** - -

*Instrugdo Normativa N° 13, De 24 de Margo de 2011. **Codificagdo FEPAGRO. *** As 44 estirpes
utilizadas neste estudo apresentaram formagao de nédulos com coloragao interna avermelhada, no
experimento de autenticagdo em amendoinzeiro (Arachis hypogaea L.).

4.2  CARACTERIZACAO MORFOFISIOLOGICA

Tempo de crescimento e morfologia das colbnias - As coldnias foram

caracterizadas quanto ao tempo de crescimento (trés ou sete dias), tamanho (maior
ou menor que 2 mm), forma (circular ou néo circular), elevagéo (convexa ou plana),
bordas (lisas ou onduladas), estrutura (lisa ou granulosa), brilho (transparente ou
opaca), textura (viscosa ou nao viscosa), absor¢ao de corante vermelho congo (25 g
L'1) (absorve ou nado o corante do meio de cultivo) e produgao de exopolissacarideos
(produz ou ndo produz). O crescimento das colénias foi avaliado em placas
contendo meio de -cultura solidificado, seguindo as metodologias descritas
(VINCENT, 1970; ARAUJO, 1994).
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Reacdo acida/alcalina in vitro - As estirpes foram inoculadas em meio de

cultura YMA contendo manitol como fonte de carbono, com adi¢ao de 10 mL L de
azul de bromotimol (25 g L™), meio inicialmente com coloragéo verde e pH neutro.
Apos sete dias a 28°C, a alteracdo ou ndo da coloracdo do meio de cultura foi
observada, sendo: coloracao azul, alcalinizacéo; coloracdo amarela, acidificacédo e a
nao alteragcdo da cor do meio de cultura (verde), considerado como pH neutro
(ARAUJO, 1994). Placas de Petri contendo meio de azul de bromotimol sem
inoculagao foram incubadas como controles da cor do meio.

Producdo de melanina - As estirpes foram repicadas em meio de cultura

contendo (g L™): triptona (5,0); extrato de levedura (3,0); cloreto de calcio (1,3); agar
(14,0) e suplementado com L-tirosina (0,0012) e 40 ug de sulfato de cobre, com pH
ajustado para 6,8. Apds crescimento por sete dias a 28°C no escuro, adicionou-se
SDS 10% (peso/volume) sobre as colbnias para que a parede celular fosse
quebrada. Apds 6 h em temperatura ambiente (25 °C) a alteracédo de coloragao das
colénias foi analisada sendo consideradas produtoras de melanina aquelas que
desenvolveram coloragéo enegrecida (CUBO et al., 1997).

Producao de sideréforos - avaliada pelo cultivo das estirpes em meio de
cultura deficiente em ferro, meio King B (KING; WARD; RANNEY, 1954), e o
complexo CAS (Chrome Azurol S) (SCHWYNN; NEILANDS, 1987). A producao de

siderdforos foi considerada positiva para aquelas estirpes que converteram a cor

azul da solucdo indicadora de CAS para amarelo-avermelhado, denominado cor
ocre. Isso ocorre devido a imobilizacdo do Ferro no complexo CAS + Fe*® + brometo
de hexadeciltrimetilaménio.

Capacidade de solubilizacdo de fosfato de calcio - utilizado o meio de cultura

GL, contendo 10 g de glucose, 2 g de extrato de levedura e 15 g de agar. A este
meio foram adicionadas uma solugdo contendo 0,25 g L' de K,HPO, e outra
contendo 1 g L™ de CaCl,, ajustando-se o pH para 6,5, com o intuito de se formar
fosfato de calcio precipitado (HARA; OLIVEIRA, 2004). A habilidade de solubilizar o
fosfato de calcio foi identificada pela presenca ou auséncia de um halo transparente
ao redor da colonia.

Para cada caracteristica morfofisiologica das 44 estirpes estudas (IPR-Ah
Colecéo IAPAR) e da estirpe recomendada de Bradyrhizobium sp. (SEMIA 6144)

autorizada para inoculantes comerciais, foi atribuido valor 1 (presente) ou 0
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(ausente). Com base nesses dados foi construida uma matriz binaria dos dados
originais com as caracteristicas morfo-fisiolégicas e suas variagbes. A analise de
agrupamento de similaridade e as diferencas foram estimadas pela distancia
euclidiana com a opcdo UPGMA (Unweigthted Pair Proup Method with Aritmetic
Mean) com o programa NTSYS-pc. As estirpes foram agrupadas e representadas

graficamente por um dendograma (ROHLF, 1994).
4.3  ANALISES MOLECULARES
4.3.1 Extracdo do DNA Genbmico Total

O DNA total foi extraido a partir do cultivo das bactérias em meio YM liquido
até a fase exponencial (aproximadamente 10° células mL"). As suspensées
bacterianas foram centrifugadas a 10.000 rpm durante 10 minutos e lavadas por trés
vezes com solugcdo salina (NaCl 0,85%). Em seguida, os precipitados foram
ressuspendidos em 400 uL de TE 50/20 (Tris a 50 mM, pH 8,0; 10 mM de NaCl e 10
mM de EDTA pH 8,0). Apds a adi¢ao de 50 pyL de SDS a 10% (10 g de lauril sulfato
de sddio em 100 mL de agua), 5 L proteinase K (20 mg mL™" de agua, mantida a -
18°C), 10 uL de lisozima (5 mg mL™" de agua mantida a -18°C), 1 yL de RNAse (10
mg mL™") preparada em tampao com 10 mM de Tris HCI pH 7.5 e 15 mM de NaCl, as
amostras foram incubadas por 1 h a 37°C. Apds esse periodo, as amostras foram
homogeneizadas por pipetagem, movimentando para dentro e para fora por trés
vezes, para reduzir a viscosidade. Foram adicionadas solu¢cdes de NaCl 5 M para
uma concentracio final de 250 mM e acetato de sédio 3 M para uma concentracao
final de 300 mM. As amostras foram homogeneizadas e permaneceram em repouso
por 1 h a 4 °C. Depois, as amostras, foram centrifugadas a 12.000 rpm por 15
minutos, recolhendo-se 300 uL do sobrenadante e adicionando-se 2 volumes de
etanol absoluto gelado a 95%. As amostras foram incubadas por 24h a -20 °C, ou
por 15 min a -72 °C e, depois, centrifugadas a 12.000 rpm por 15 minutos e o etanol
foi descartado. Adicionou-se, entdo, etanol gelado a 70% para lavar o DNA
precipitado, retirando o excesso de sais. As amostras foram novamente
centrifugadas, e apos secagem em temperatura ambiente, os precipitados foram
ressuspendidos em TE 10:1 (10 mM Tris-HCI; 1 mM EDTA, pH 8.0). As solugdes de
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NaCl, Tris-HCI, EDTA Na,, SDS, AcONa e TE usadas para a extragdo do DNA foram
previamente autoclavadas. As amostras de DNA foram aplicadas em gel de agarose
a 0,9% [em tampé&o TBE 1X (10,8 mL de tris-base; 5,5 g de acido bdrico; 4,0 mL de
EDTA, 0,5 M, pH 8,0)], durante 30 minutos a 90 V. Apds a corrida, foi realizada a
coloragdo com brometo de etidio (1 mg mL™" de estoque, 0,00005% de concentragdo
final) durante 20 minutos e o gel visualizado em transluminador, confirmando a

integridade do DNA extraido.
4.3.2 Amplificagao do DNA para o Gene 16S Ribossomal

Uma aliquota do DNA extraido de cada estirpe foi submetida a amplificacédo
comos primers fD1 (5 —-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3)erD1(5 -
CTTAAGGAGGTGATCCAGCC-23)que codificam a regiao 16S rRNA
(WEISBURG et al., 1991), uma regido altamente conservada entre as eubactérias
(LAGUERRE et al., 1996). Para a PCR foram utilizados 36,7 pL de agua milli-Q
estéril, 3 uL de dNTPs (1,5 mM de solugéo para cada um dos quatro nucleotideos), 5
uL tampado 10X, 1,5 pL de MgCl, (50 mM), 1,5 uL de cada primer (10 pmol pL™), 1
ML de Taq polimerase (1,2 U) e 1 uyL de DNA. As reagdes foram realizadas em
termocicladores modelo MJ Research Inc. PTC- 100TM, Techne TC-412 ou Applied
BioSystems VeritiTM 96-well Thermal Cycler com os seguintes ciclos: 1 ciclo de
desnaturacgao inicial a 95 °C por 2 min; 30 ciclos de desnaturacado a 94 °C por 15 s,
93 °C por 45 s, anelamento dos primers a 55 °C por 45 s e extensao a 72 °C por 2
min.; 1 ciclo de extensao final a 72 °C por 5 min e mantidas a 4 °C.

Os produtos de PCR foram purificados com o uso do Kit, PureLink PCR

Purification (Invitrogen) e, entdo, armazenados a -20°C.
4.3.3 Amplificacdo do DNA com Oligonucleotideo Especifico BOX

A partir dos extratos de DNA total dos isolados, realizou-se a amplificagcao de
regides repetitivas e conservadas do DNA, utilizando o primer BOX-A1R (5 -CTA
CGGCAAGGCGACGCTGACG-23)(AUSUBEL et al., 1994). Para tal
reacao, utilizaram-se 13,8 uL de agua (mili Q esterilizada); 5 yL de DNTP’s [1,25 mM

de solugdo para cada um dos quatro nucleotideos (C, G, T e A)]; 2,5 L de tampao
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10X (500 mM KCI; 100 mM Tris-HCI, pH 8,3); 1,5 yL de MgCl, 50 mM; 1,0 uL do
primer (50 pmol uL™); 0,5 uL de Tagq DNA polimerase (5U pL™") e 20 ng de DNA (2
ML de amostra diluida), correspondendo a um volume final de 24 yL. O programa
utilizado para o PCR-BOX consta de um ciclo inicial de desnaturacéo a 95 °C por 7
min; 35 ciclos de desnaturacao a 94 °C por 1 min, anelamento a 53 °C por 1 min e
extensdo a 65 °C por 8 min; um ciclo final de extensdo a 65 °C por 16 min;
mantendo-se a 4 °C. Os fragmentos do produto da amplificagdo foram separados por
peso molecular em um gel de agarose a 1,5%, 4 uL do padrao de peso molecular de
1kb (plus DNA Ladder™-Gibco- Life Technologies) foi adicionado ao gel de agarose
para estimar o peso molecular das bandas obtidas. A eletroforese foi feita sob
corrente elétrica de 100 Volts por 6 h. Os géis foram corados com brometo de etideo

e visualizados em transluminador com lampada ultravioleta.
4.3.4 Sequenciamento do Gene 16S rRNA

Para a obtengdo da sequéncia completa do gene 16S rRNA, cinco reacdes
foram realizadas utilizando os seguintes primers: fD1, Y2 (5 -CCCACTGCTG
CCTCCCTAGGAGT=-3)(YOUNG; DOWNER; EARDLY, 1991) e os primers
utilizados por Menna et al. (2006): 362f (6 - CTCCTACGGGAGGCAGCA
GTGGGG-3),786f(5 —-CGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGG-
3)e1203f (6 -GAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTC-3).As
temperaturas e condicbes de amplificagdo para o sequenciamento foram:
desnaturacgao inicial a 95 °C por 1 min, 40 ciclos com desnaturacéo a 95 °C por 20 s,
anelamento a 55 °C por 30 s, e extensao a 60 °C por 1 min; mantendo a temperatura
final a 4 °C. As reacgbes foram realizadas em microplacas (96-well-full-skirt-PCR),
utilizando 1 pL do produto de PCR purificado, 1 uL de dye (BigDye Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit, Applied Biosystems) e 1 yL de primer (3,2 yM), 5 yL agua

milli-Q estéril e 2 uL de tampao de sequenciamento (5X).
4.3.5 Analise dos Fragmentos do BOX-PCR e das Sequéncias

As sequéncias obtidas foram analisadas com o auxilio do programa
BioEdit Sequence Alignment Editor versao 7.0.9.0 (HALL, 1999). Para se obter uma
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alta qualidade destas sequéncias, as mesmas foram agrupadas em contigs. Estas
sequéncias foram submetidas ao banco de dados GenBank (NCBI) para verificar a
similaridade com sequéncias de outros microrganismos. O alinhamento foi realizado
pelo programa CLUSTAL W (THOMPSON; HIGGINS; GIBSON, 1994).

A arvore filogenética foi gerada pelo programa MEGA versdo 5 (TAMURA et
al., 2011) utilizando o método de analise Neighbor Joining (SAITOU; NEI, 1987).

Nesse estudo as bandas geradas pelos fragmentos de BOX-PCR foram
analisadas pelo programa Bionumerics (Applied Mathematics, Kortrijk, Bélgica, v.4.6)
e, para a analise de agrupamento, foi utilizado o algoritmo UPGMA (SNEATH;
SOKAL, 1973) e o coeficiente de Jaccard (JACCARD, 1912).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre as caracteristicas morfologicas predominantes das estirpes avaliadas
em meio YMA, observou-se que 54,5% possuem tamanho da colbénia inferior a 2
mm; 72,7% das coldnias tém forma circular; 93,2% apresentam textura nao viscosa;
70,5% absorvem corante (vermelho Congo); 50,0% n&o produziram quantidade
significativa de EPS; 47,7% possuem elevagdo na colbnia (convexo) (Figura 3);
72,7% possuem colénias com bordas lisas; 61,4% com a superficie lisa; 56,8% sao
opacas, 75,0% apresentaram taxa de crescimento rapido (Figura 4). A estirpe
recomendada SEMIA 6144 apresentou as seguintes caracteristicas: possui colénias
menores do que 2 mm, circulares, ndo absorve corante do meio de cultura, ndo
produz EPS, possui elevagdo na colbnia (convexa), bordas lisas, superficie lisa e

tem taxa de crescimento lento.

Figura 3 — Caracteristicas morfofisiologicas das 44 estirpes estudadas.

Melanina 22,70%
Opacas sz 56,80%
Superficie lisa WZZZZZzZzZzZzZzZZ7ZZ7Z /7 7~7772724 61,40%
Bordas lisas 72,70%
Colonias planas EZzZzzzZzZzzZzzzzzZ/7~77Z 7774 52,30%

Ndo produzem EPS [ZZZZzZzZzZzZzzZzZzzZzzZz7Z7 7777/ 50%

Absorvem corante 70,50%

Textura ndo viscosa 93,20%
Circular 72,70%

Tamanho < 2mm BZZZZ7Z7ZzZzzzZZZZZ7 /7 54,50%

0% 20% 40% 60% 80% 100%

% das estirpes

A caracterizagao fisioldgica das estirpes mostrou que, das 44 estirpes, 57%
acidificaram o meio, 11% alcalinizaram e 32% nao modificaram o pH do meio de

cultura (Figura 4). A estirpe recomendada SEMIA 6144 alcalinizou o meio de cultura.
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Figura 4 — Porcentagem (%) de estirpes com as caracteristicas fisiologicas; (a) tipo
de crescimento em meio de cultura agarizado e (b) alteragdo do pH do
meio de cultura pelas 45 estirpes IPR Ah e SEMIA 6144 isoladas de
amendoinzeiro.
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Em relagcdo a capacidade de sintetizar melanina, com crescimento em meio
TYA suplementado com L-tirosina e sulfato de cobre, das 44 estirpes somente 10
produziram melanina, representando 22,7% do total. A estirpe recomendada SEMIA
6144 também é capaz de produzir melanina.

A capacidade de produzir sideréforos foi observada em 43% das estirpes
(Figura 5). Sideroforos sdo compostos organicos de baixo peso molecular que
possuem alta afinidade por Fe*®, sendo produzidos por diversos microrganismos sob
condicbes de restricdo de Fe no ambiente, tornando-o disponivel para o
microrganismo (SILVEIRA, 2009).

A capacidade de solubilizar fosfato de calcio em meio de cultura foi observada
em 16% dos isolados (Figura 5). O uso de microrganismos solubilizadores de
fosfatos, como rizébio, pode ajudar a aumentar a disponibilidade de P para favorecer
o crescimento de plantas leguminosas e nao-leguminosas (VESSEY, 2003).

A estirpe recomendada SEMIA 6144 nido apresentou capacidade tanto para

producao de siderdforos quanto para a solubilizacdo de fosfato de calcio.
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Figura 5 — Porcentagem (%) de estirpes com as caracteristicas fisiologicas; (a) tipo
de crescimento em meio de cultura agarizado e (b) alteragdo do pH do
meio de cultura pelas 45 estirpes IPR Ah e SEMIA 6144 isoladas de
amendoinzeiro.
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84%

57%
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Solubiliza¢do de Fosfato de Cdlcio Produc¢do de Sideroéforos

A analise taxondmica numérica com base em testes fisioldgicos tem sido uma
ferramenta importante para caracterizar e agrupar estirpes de rizébio (GRANGE;
HUNGRIA, 2004; PINTO; HUNGRIA; MARTINS MERCANTE, 2007). Desse modo,
uma analise conjunta dos atributos avaliados neste estudo foi realizada.

Para cada caracteristica fenotipica, das estirpes IPR-Ah estudadas e da
estirpe SEMIA 6144, foram atribuidos valores de 1 ou O e suas diferengas foram
comparadas pela distdncia Euclidiana. Os resultados estdo representados
graficamente por um dendograma (Figura 6).

As estirpes estudadas foram distribuidas em dois grandes grupos, sendo que,
o grupo | foi formado por 53% das estirpes. Dentro do grupo |, utilizando um corte no
coeficiente de 62%, foi observada a formagao de quatro subgrupos (IA, IB, IC e ID).
No subgrupo IA foram posicionadas oito estirpes, representando 18% do total
analisado, com os agrupamentos:

1 - IPR — Ah 4628, 4636 e 4637, provenientes de Londrina (solo sob plantio
de milho), Paranavai (solo sob pastagem) e Joaquim Tavora (solo sob floresta),
respectivamente, agruparam-se com a estirpe IPR —Ah 4723, proveniente de Ponta
Grossa (solo sob plantio de amendoim),

2 - IPR-Ah 4635 e 4638, provenientes de Umuarama e Joaquim Tavora,

respectivamente, ambas obtidas de solo sob floresta;
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3 - O ultimo agrupamento deste subgrupo foi entre as estirpes IPR-Ah 4641 e
4642, obtidas de solos sob floresta em Planalto e de solo sob plantio de milho
respectivamente .

No subgrupo IB foram posicionadas duas estirpes (IPR-Ah- 4740 e 4839).

No subgrupo IC, dois agrupamentos foram formados com 100% de
similaridade: IPR-Ah 4677 e 4678 e IPR-Ah 4682 e 4696, todas isoladas de solos
obtidos sob plantio com amendoinzeiro em Ponta Grossa-PR). No subgrupo ID
constatou-se um agrupamento com 100% de similaridade (IPR-Ah 4737 e 4758),
também com isolados obtidos de solos sob plantio de amendoim em Ponta Grossa-
PR).

No grupo I, composto de 21 estirpes (47%), também, houve alta diversidade.
Foi observada a formacédo de quatro subgrupos (lIA, IIB, [IC e IID), sendo o
subgrupo IIA o maior, formado por 10 estirpes, seguido pelo subgrupo [IB com seis
estirpes. No grupo IlA, observaram-se outros quatro agrupamentos com 100% de
similaridade, correspondente a:

1) IPR-Ah 4631 (pastagem/Joaquim Tavora-PR) e 4646 (floresta/ Ponta
Grossa-PR);

2) IPR-Ah 4647 (floresta/Ponta Grossa-PR) e 4649 (milho/ Nova Cantu-PR);

3) IPR-Ah 4706 e 4841 (ambas de Amendoim/ Ponta Grossa-PR) e;

4) IPR-Ah 4644 (floresta/ Diamante do Norte-PR) e 4850 (amendoim em
Ponta Grossa-PR).

No grupo IIB um agrupamento com 100% de similaridade foi formado, entre
as estirpes IPR-Ah 4708 e 4711, ambas isoladas de solos sob plantio de amendoim
em Ponta Grossa-PR.

A estirpe autorizada para a produgao de inoculantes comerciais para o
amendoinzeiro (SEMIA 6144) ficou agrupada com a estirpe IPR-Ah 4648 (isolada de
solos sob plantio de milho em Ponta Grossa-PR) no grupo IID.
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Figura 6 — Dendrograma das 44 estirpes IPR-Ah e da estirpe referéncia SEMIA
6144 com base na distdncia Euclidiana considerando caracteristicas
morfo-fisiolégicas (tamanho, forma, elevacgéo, estrutura, brilho, textura,
absorgdo de corante), tempo de crescimento, produgdo de melanina,
producao de exopolissacarideos e alteracdo do pH do meio de cultura.
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Apods efetuadas trés tentativas de amplificagdo com o oligonucleotideo BOX-
A1R, nao foi possivel amplificar o DNA de cinco estirpes, assim construiu-se o
dendograma com 39 estirpes.

No dendograma de similaridade genética com 39 estirpes submetidas ao
BOX-A1R, além da estirpe SEMIA 6144, (Figura 7), distingue-se a formacao de dois
grupos. O grupo | € composto por nove estirpes, e neste grupo foi observado um
unico agrupamento com 100% de similaridade, entre as estirpes IPR- Ah 4653 e

IPR- Ah 4829, isoladas respectivamente de solos sob plantio de milho em
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Jaguariaiva e amendoinzeiro em Ponta Grossa. O grupo Il foi subdividido em dois
subgrupos, A e IIB. No sub grupo IIA estdo quatro estirpes (IPR — Ah 4705, 4707,
4708, 4834) todas provenientes de Ponta Grossa e isoladas de solos sob cultivo de
amendoim. No subgrupo IIB, foram posicionadas 27 estirpes e também a SEMIA
6144 de Bradyrhizobium sp.

A analise dos perfis do BOX — A1R das estirpes IPR-Ah mostrou que, exceto
no grupo |, com 89% das estirpes isoladas de solo com histérico de cultivo de
amendoim, no municipio de Ponta Grossa, o histérico da area de origem né&o
influenciou os agrupamentos. E possivel visualizar, através do dendograma (Figura
7), que existe diversidade de géneros entre os isolados analisados, sendo que

nenhum dos isolados apresentou similaridade elevada com a estirpe padrao.

Figura 7 — Dendrograma genético construido a partir da analise dos produtos
amplificados com o oligonucleotideo BOX-A1R das 39 estirpes IPR-Ah
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isoladas de nodulos de amendoinzeiro e a SEMIA 6144. Para a
construgao foi utilizado o algoritmo UPGMA com coeficiente de Jaccard
(2% de tolerancia).
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4855
4653
4829
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4739
4850
4705
4708
4707
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4737
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4677
4647
8144
4642
4648
4649
4682
4693
4635
4644
4636
4696
4123
4826
4637
4841
4678
4630
4839
4638
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4743

Localidade

Ponta Grossa - PR
Ponta Grossa - PR
Jaguariaiva - PR
Ponta Grossa - PR
Ponta Grossa - PR
Ponta Grossa - PR
Ponta Grossa - PR
Ponta Grossa - PR
Ponta Grossa - PR
Ponta Grossa - PR
Ponta Grossa - PR
Ponta Grossa - PR
Ponta Grossa - PR
Joaquim Tavora - Pr
Ponta Grossa - PR
Ponta Grossa - PR
Ponta Grossa - PR
Londrina-PR
Prado Ferreira-PR
Ponta Grossa - PR
Ponta Grossa - PR

Planalto - Pr

Ponta Grossa - PR
Nova Canti - PR
Ponta Grossa - PR
Ponta Grossa - PR
Umuarama - Pr
Diamante do Norte -.
Paranaval - Pr
Jaguariaiva - PR
Ponta Grossa - PR
Ponta Grossa - PR
Joaquim Téavora - Pr
Ponta Grossa - PR
Ponta Grossa - PR
Bandeirantes - Pr
Ponta Grossa - PR
Joaquim Tavora - Pr
Ponta Grossa - PR
Ponta Grossa - PR

Histérico de Cultivo:

Amendoim
Milho
SEMIA

Pastagem

Floresta

Devido a variedade do tamanho de fragmento obtido no sequenciamento do

gene 16S rRNA, utilizou-se para a construcdo da arvore, apenas, as estirpes que
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obtiveram fragmentos de tamanhos superiores a 1000pb. Assim, utilizou-se a regiao
entre as posigdes 100 e 1000pb do gene para a construgdo da arvore (tamanho do
fragmento de 900pb).

Avaliando os resultados obtidos através do sequenciamento do gene 16S
rRNA e da construgcdo da arvore filogenética, foi observada a formagao de trés
principais  grupos, correspondentes a trés filos:  Alfaproteobacteria,
Betaproteobacteria e Firmicutes (Figura 8).

Dentro do grupo correspondente ao filo Firmicutes, observou-se a ocorréncia
de 15 das 18 estirpes sequenciadas. Dentro deste grupo observou-se um
agrupamento de sete estirpes (IPR-Ah 4682, 4826, 4706, 4648, 4651, 745 e 4628),
sendo quatro delas isoladas de solo proveniente de localidades sob cultivo de
amendoinzeiro (IPR-Ah 4682, 4826, 4706 e 745) e trés sob cultivo de milho (IPR-Ah
4648, 4651 e 4628). O segundo agrupamento dentro do filo Firmicutes ocorreu entre
as estirpes IPR-Ah 4638 (isolada de solo sob floresta) e IPR-Ah 4757 e 4630
(isoladas de solo sob cultivo de amendoim e milho, respectivamente). As estirpes
IPR-Ah 4646 (floresta), 4834 (amendoim) e 4641 (floresta) n&do se aproximaram
filogeneticamente de nenhuma outra estirpe relatada no estudo. A estirpe IPR-Ah
4644, isolada de solos sob floresta, foi a unica estirpe do grupo Firmicutes que foi
identificada como pertencente ao género Paenibacillus, e formou um pequeno
subgrupo com a estirpe IPR-Ah 4649 (milho).

O grupo Betaproteobacteria é representado pela estirpe IPR-Ah 4635,
proveniente de solo sob floresta, que foi identificada como pertencente ao género
Acinetobacter. E o grupo Alfaproteobactéria é representado pela estirpe IPR-Ah
4678, isolada de solo sob cultivo de amendoim, unica estirpe classificada como
pertencente ao grupo rizébio.

Através do sequenciamento do gene 16S rRNA, foi possivel identificar 42 das
44 estirpes estudadas (Tabela 2), duas estirpes nao foram identificadas devido a néo
obtencao das sequéncias consenso a partir dos cinco primers utilizados.

Observou-se que 60% das estirpes, submetidas ao sequenciamento foram
identificadas como pertencentes ao género Bacillus, 9% como pertencentes ao
género Acinetobacter, 7% como pertencentes ao género Paenibacillus e 23% foram
identificadas nos géneros Bosea, Brevibacterium, Cohnella, Lysinibacillus,
Mesorhizobium, Micrococcus, Pectobacterium, Pseudomonas, Rhizobium e
Stenotrophomomas.
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Tabela 2 — Identificacdo das estirpes através do sequenciamento do gene 16S
rRNA, com seus respectivos numeros de acesso e 0 numero de pares
de bases utilizados para a identificacdo pelo BLAST.

PR-Ah  Localidage MR e 'dentificagao Similaridade __Acesso __P®
745 Miraselva Amendoim Bacillus weihenstephanensis KBAB4 99% NR_074926.1 1161
............. 4628 . — N 9% JQ435675.1 1496
4630 7 Bandeirantes Milho Bacillus acidiceler CBD 119 99% NR_043774.1 1494
""""""" 4631 J?:\‘jgr';“ Pastagem Brevibacterium celere KMM 3637 98% NR_025727.1 743
""""""" 4635 Umuarama Floresta Acinetobacter haemolyticus DSM 6962 98% NR_026207.1 1120
............. 4636 . — Sacilus aerophilus 26K 98% NR 0423391 727
4637 J_Ic_)z\?::;n Floresta Pectobacterium cypripedii DSM 3873 98% NR_041973.1 715
............. 4638 Joauim Floresta Bacillus luciferensis LMG 18422 98%  NR_025511.1 1143
4641 7 Planalto Floresta Bacillus aerophilus :28K 98% NR_042339.1 1493
............. 4642 o — Sacilus corous ATCC 14570 99% NR 0745401 605
4644 7 Di’a\lrgsgte Floresta Paenibacillus cineris :LMG 18439 99% NR_042189.1 1046
""""""" 1646 Candido Floresta Bacillus niacini IFO15566 97%  NR_024695.1 1153
............. 4647 Ponta Grossa Floresta Acinetobacter haemolyticus DSM 6962 98% NR_026207.1 905
............. 4648 orta Grosen — Scilue corous ATCG 14570 9% NR_ 0745401 1159
............. 4649 N — Connella phaseoll GSPCT 95% NR_ 0443741 1415
............. 4651 o — Bacilus mycoides 273 9% NR_036880.1 1161
4653 7 Jaguariaiva Milho Bacillus megaterium QM B1551 99% NR_074290.1 643
4677 7 Ponta Grossa Amendoim Bacillus weihenstephanensis KBAB4 98% NR_074926.1 723
4678 7 Ponta Grossa Amendoim Mesorhizobium amorphae ACCC 19665 92% NR_024879.1 1471
............. 4682 e Groses pR— S corons ATGG 14575 96% NR_074540.1 1121
""""""" 4693 Ponta Grossa Amendoim Paenibacillus favisporus GMPO1 97% NR_029071.1 671
............. 4696 e Groses pR— Bacills megateriam QM B1551 99% NR 0742001 637
............. 4705 o Grosen — Scilue floxus IFO15718 97% NR 0246911 721
............. 4706 ot Grocen — Scilue corous ATCG 14570 99% NR 0745401 1047
............. 4707 e pE—— ?;ir;%trophomonas maltophilia 1AM 99% NR 0415771 747
............. 4708 s Grocen — o eudomona I DLEATT 95% NR 0290421 759
4710 7 Ponta Grossa Amendoim N/D B ) )
4711 7 Ponta Grossa Amendoim Bacillus weihenstephanensis KBAB4 99% NR_074926.1 860
4718 7 Ponta Grossa Amendoim Rhizobium lusitanum P1-7 99% NR_043150.1 731
""""""" 4723 PontaGrossa  Amendoim  Bacillus thuringiensis IAM 12077 84% NR_043403.1 1053
............. 4729 e Groses pR— D ) i i
""""""" 4737 PontaGrossa  Amendoim  Bacilus luciferensis LMG 18422 9%  NR 0255111 735
............. 4739 ota Crocen — b ) i i
............. 4740 o Grocen — Acinetobacter ursingil LUH 3762 98% NR 0253921 701

4741 Ponta Grossa Amendoim Bacillus cereus ATCC 14579 99% NR_074540.1 604
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4743 Ponta Grossa Amendoim Bacillus thuringiensis IAM 12077 99% NR_043403.1 613

4757 Ponta Grossa Amendoim Bacillus acidiceler CBD 119 99% NR_043774.1 1496
""""""" 4758  Ponta Grossa Amendoim Bacillus luciferensis LMG 18422 99% NR_025511.1 715
............. 4826 oonta Grose Amendoim Bacillus cereus ATCC 14579 97% NR_074540.1 1117
............. v Ports Groces pr—— Acinetobacter panvis LUHA616 94% NR 0254251 697
............. 4834 Ponta Grossa Amendoim Lysinibacillus sphaericus DSM 28 98% NR_042073.1 1516
............. 4839 Ponta Grossa Amendoim Paenibacillus rhizosphaerae CECAP06 95% NR_043166.1 510
............. o Ports Groces pr—— e vostel 34035 8% NR 0287991 798
............. 4850 Ponta Grossa Amendoim Micrococcus endophyticus YIM 56238 98% NR_044365.1 601
............. 4855 Ponta Grossa Amendoim Bacillus thuringiensis IAM 12077 97% NR_043403.1 674
""""""" 6t Rhodesia  Bradymizobium sp. gy ihizopium sp. BTA-1 95%  NR_042177.1 1001

*Instrugdo Normativa N° 13, De 24 de Margo de 2011. **Codificacdo FEPAGRO. N/D = Sequencias

consenso nao obtidas e impossibilidade de identificacdo através do BLAST.

Figura 8 — Arvore filogenética obtida com dados do sequenciamento do gene 16S
rRNA de 17 estirpes microssimbiontes do amendoinzeiro, isoladas de
solos do Parana e de estirpes tipo e referéncia, utilizando o algoritimo
Neighbor-Joing, através programa MEGAS5. A robustez da arvore foi
inferida pela analise bootstrap com 1000 repeticdes, também utilizando o
programa MEGAS.
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Os nodulos das leguminosas podem ser colonizados internamente por varios
géneros de bactérias nao relacionadas aos rizébios (STURZ et al., 1997; MHAMDI et
al., 2002; BENHIZIA et al., 2004; MRABET et al., 2006; WANG et al., 2006; KAN et
al., 2007; LI et al., 2008; MURESU et al., 2008; LIMA et al., 2009; STAJKOVIC et al.,
2009), que talvez entrem nos tecidos das plantas juntamente com os rizébios
(HUNG et al., 2007).

Estudos revelaram estirpes de Stenotrophomonas em ndodulos de M.
atropurureum e de feijdo-caupi (Vigna unguiculata) (LIMA et al., 2009), além de
outras estirpes simbidticas e nao simbidticas dos géneros Rhizobium, Sinorhizobium,
Mesorhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium, Bacillus, Paenibacillus,
Pseudomonas, Enterobacter, Flexibacter e Janthinobacterium. Estirpes de
Pseudomonas s&o endofiticas comuns em nodulos radiculares ((BENHIZIA et al.,
2004; KAN et al., 2007; LI et al., 2008; IBANEZ et al., 2009; LIMA et al., 2009).

Espécies de Bacillus sp., Serratia sp. e Acinetobacter sp. foram primeiramente
relatadas como bactérias endofiticas de ndédulo de soja por Li e colaboradores
(2008). Outras espécies do género Bacillus foram encontradas em nddulos de
diversas leguminosas por outros autores (MURESU et al., 2008; LIMA et al., 2009).
Ibafiez e colaboradores (2009) isolaram estirpes pertencentes a classe
gamaproteobacteria, dos géneros Pseudomonas, Enterobacter e Klebsiella, de
dentro de nddulos de plantas de amendoinzeiro. Tais estirpes, quando reinoculadas
na planta hospedeira ndo foram capazes de formar nédulos e, quando co-inoculadas
com uma estirpe eficiente de Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 foram detectadas por
ERIC-PCR colonizando internamente os ndédulos, sendo consideradas, portanto,
bactérias oportunistas.

Nédulos de raizes de feijoeiro, geralmente, podem abrigar bactérias nao
simbiontes que tém influéncia decisiva na nodulagéo e sobrevivéncia das bactérias,
bem como na produgao de graos pela cultura (REMANS et al., 2008; HUNGRIA;
NOGUEIRA; ARAUJO, 2013). Essa influéncia também pode ser passiva e, na
maioria das vezes, as bactérias ndo simbiontes agem de maneira sinérgica com
rizobios aumentando a nodulagédo e a produtividade de graos, possivelmente pela
agcao em outros processos bioldgicos, por exemplo, pela promog¢do do crescimento

via producao de fitohorménios como o acido indol acético (AlA), pela excregao de
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moléculas que permitem a solubilizagdo de fosfato, pela produgado de sideréforos,
entre outros (RAJENDRAN et al., 2008; MISHRA et al., 2009).

Sturz e colaboradores (1997) relataram que, além da presencga de estirpes de
rizobios em ndédulos de trevo vermelho (Elaeagnus angustifolia L), também foram
encontrados nao-rizobios enddfitos. Também Philipson e Blair (1957) encontraram
diversas espécies, incluindo bactérias Gram-positivas, em nodulos de trevo
vermelho.

Uma possivel explicacdo sobre a presenca de bactérias ndo simbiontes em
nodulos de amendoinzeiro € de que essas estirpes podem colonizar o nédulo apos
ou durante sua formacao. Outra explicacdo pode ser a de que essas bactérias
colonizam primeiro o nddulo, induzido pelo Bradyrhizobium sp, deslocando assim, a
estirpe de rizdbio. Alternativamente, a impossibilidade de recuperar as células de
bradirizébios desses noédulos pode ser explicada pela total diferenciagdo em
bacterioides, um estado nao cultivavel, podendo tais isolados serem considerados
como bactérias oportunistas e ndo genuinamente simbiontes com o amendoinzeiro,
sendo necessaria a cooperagcao do rizobio para que estas bactérias ocupem os
nédulos (STURZ et al., 1997; IBANEZ et al., 2009).

A eficiéncia simbidtica de inoculantes com rizdbios para uma grande
variedade de leguminosas pode ser melhorada por co-inoculagdo com bactérias
promotoras do crescimento em plantas adequados (LAZDUNSKI; VENTRE;
STURGIS, 2004). A co-inoculagdo de Agrobacterium sp. auxilia a infeccdo das
raizes e desenvolvimento dos nédulos por Bradyrhizobium sp (HAMEED et al.,
2004). Da mesma forma, a co-inoculagdo de Pseudomonas com rizobio melhora a
nodulagao, a fixagdo de nitrogénio, aumenta a biomassa e produgdo de graos em
varias leguminosas como a alfafa (Medicago sativa L.), ervilha (Pisum sativum L.),
soja, grao de bico (Cicer arietinum L.) e feijao da china (Vigna radiata) (MISHRA et
al., 2009). A co-inoculacédo de rizébios com Bacillus, especificamente Bacillus
thuringifensis, Bacillus megatrium e Bacillus cereus promove significativamente a
nodulagdo, o crescimento da planta e produgdo de graos (HALVERSON;
HANDELSMAN, 1991; MISHRA et al., 2009). Além disso, as bactérias Burkholderia,
Azotobacter, Azospirillum, Enterobacter e Kurthia também foram avaliadas quanto a
sua eficacia a co-inoculagao com rizébio, observando-se melhorarias no crescimento
das plantas (PANDEY; MAHESHWARI, 2007).
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A co-inoculagdo de Bacillus subtilis e Bradyrhizobium sp. aumentou a
nodulagao em 78% e elevou a produgao de graos de Vigna radiata em 22%, quando
comparado a inoculagao apenas de Bradyrhizobium sp (TARIQ et al., 2012).

Em um ensaio conduzido sob condigdes de laboratério, plantas de
amendoinzeiro foram co-inoculadas com misturas de Pseudomonas/ Bradyrhizobium
sp, Klebsiella/ Bradyrhizobium sp e Enterobacter/Bradyrhizobium sp. O controle com
plantas inoculadas apenas com Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 mostrou a
formacdo de nddulos vermelhos, enquanto que as plantas n&o inoculadas
mostraram sintomas de clorose e raizes sem a presenga de ndodulos. Plantas
inoculadas apenas com as estirpes de Pseudomonas, Klebsiella ou Enterobacter,
nao apresentaram nenhum nddulo no sistema radicular, mas o peso seco das
plantas foi significativamente maior quando comparado com as plantas nao
inoculadas, indicando a habilidade da promocéo do crescimento de plantas destes
isolados (IBANEZ et al., 2009).

A utilizagdo das Bactérias Promotras do Crescimento de Plantas (BPCPs)
visando melhoria da produgdo agricola sera, provavelmente, uma das ferramentas
mais importantes para a atualidade no mundo. Isso se deve a demanda emergente
para a diminuicdo da dependéncia de fertilizantes quimicos e a necessidade de
desenvolvimento da agricultura sustentavel (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).
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CONSIDERACOES FINAIS

Considerando as caracteristicas morfofisioldgicas, do total de 44 estirpes
estudadas, a maior parte acidificou o meio de cultura (25) e apresentaram taxa de
crescimento rapido (33).

Houve uma predominancia do género Bacillus (60%) na identificacdo das
estirpes através do sequenciamento do 16S rRNA.

A localidade e o historico de cultivo do local de origem n&o influenciaram no
agrupamento das estirpes estudadas ao se considerar caracteristicas
morfofisiolégicas, fragmentos do BOX-PCR e sequenciamento do gene 16S rRNA..

No Brasil, os dados sobre a diversidade de géneros de bactérias associadas a
nodulos de amendoinzeiro ainda sdo escassos, por isso, a caracterizacdo destas
estirpes foi de grande interesse, uma vez que pode fornecer mais informagdes sobre

o tema filogenia de simbioticos nativos.
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