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Resumo

O estudo teve como objetivo analisar a diversidade genética de rizobios isolados de
nédulos radiculares da espécie nativa M. paranapiacabae, endémica de campos de
altitude do Parana. O solo da area de amostragem foi caracterizado como acido,
altos niveis de Al e pobre em C orgéanico. Poucas variagcbes foram constatadas
guanto aos parametros morfofisioldgicos, ja os perfis de BOX-PCR revelaram a
formacao de quatro grupos distintos e duas estirpes apresentando perfis Unicos. A
arvore filogenética de sequencias parciais do gene 16S rDNA permitiu a
classificacdo das estirpes no género Paraburkholderia, sendo que as pertencentes
ao clado | ndo agruparam com nenhuma espécie reconhecida de Paraburkholderia
enquanto o clado Il agrupou a estirpe tipo da espécie P. nodosa. As estirpes
agrupadas no clado | requerem estudos filogenéticos adicionais pois podem
representar uma nova espécie. Visto que o Brasil é um importante centro de
diversidade do género Mimosa, demonstra-se ainda a necessidade de investigacao
de espécies nativas e endémicas na caracterizacdo de novos grupos taxondmicos
de rizébios e na investigacdo das relacdes evolutivas entre rizobios-leguminosas.
Introducéo

Uma importante via de incorporacdo de nitrogénio a biosfera se da via fixacao
biolégica de nitrogénio (FBN), a qual consiste na reducdo enzimatica do N
atmosférico a formas assimilaveis por bactérias diazotréficas. Dentre as mesmas, 0s
rizobios destacam-se por sua capacidade de estabelecer relagdes simbidticas com
plantas da familia Fabaceae, por meio de especifica sinalizacdo molecular entre os
simbiontes, infeccdo de pelos radiculares e organogénese dos ndédulos, no interior
dos quais a FBN ocorre, disponibilizando N diretamente aos tecidos vegetais
(SCHULTZE e KONDOROSI, 1998).

Até recentemente, acreditava-se que apenas bactérias da classe
Alfaproteobacteria eram capazes de nodular plantas da familia Fabaceae pois os
estudos eram focados em plantas de importancia agronémica. No entanto, um
namero crescente de publica¢cdes vem evidenciando a nodulacdo de leguminosas
por Betaproteobacteria (MOULIN et al.,, 2001), principalmente vegetais do género
Mimosa em ambientes naturais. O Brasil, sendo o principal centro de diversificacéo
de tal género, possui grande potencial quanto a diversidade de rizébios associados
as mesmas (REIS JUNIOR et al., 2010).

Localizada na porcao centro leste do estado do Parana, a regido dos Campos
Gerais, apresenta inumeros sitios ecoldgicos ja implementados como unidades de
conservacdo, onde o Parque Estadual do Guartela, destaca-se pela variedade de
fitofisionomias e diversidade de espécies vegetais, sendo a familia Fabaceae uma
das mais recorrentes (CARMO, 2006). A regido apresenta um numero consideravel
de espécies de tal familia com habilidade nodulifera, dentre as quais M.
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paranapiacabae, é uma espécie endémica de campos de altitude do estado que teve
recentemente seu primeiro relato de nodulacdo (KLEPA et al., 2016). Nesse
contexto, o presente estudo visou caracterizar a diversidade de rizobios associados
a tal espécie.

Material e Métodos

Espécimes de M. paranapiacabae contendo ndédulos radiculares foram
coletados no Parque Estadual do Guarteld (autorizagcdo no. 49604, ICMBIo). Os
solos das areas de amostragem de plantas noduliferas também foram coletados
para realizacdo de analises fisico-quimicas. Os nodulos foram desinfestados e
macerados para isolamento de rizobios (HUNGRIA e ARAUJO, 1994) e coldnias
isoladas foram caracterizadas quanto aos aspectos morfofisiologicos (HUNGRIA e
SILVA, 2011). Os isolados foram depositados na “Colegdo de culturas de
microrganismos multifuncionais da Embrapa Soja”.

O DNA dos isolados foi extraido e submetido a técnica de BOX-A1R (Batista
et al. (2007). Os amplicons foram separados por eletroforese em gel de agarose
1,5% e os perfis foram analisados (Bionumerics v.4.6) para construcdo de um
dendrograma. A partir dos dados do dendrograma de BOX-PCR, oito estirpes foram
selecionadas para amplificacdo e sequenciamento do gene 16s rDNA (WEISBURG
et al., 1991). Os produtos de PCR com cerca de 1500pb foram purificados e
sequenciados. As sequéncias parciais obtidas foram corrigidas (Geneious v.7.1) e a
arvore filogenética foi construida no programa MEGA v. 6.1.

Resultados e Discusséo

Poucas variacdes foram observadas quanto a morfofisiologia das colonias dos
guatorze rizobios isolados de trés espécimes de M. paranapiacabae. Todos os
isolados corresponderam a Gram-negativos que apresentaram reacao acida em
meio YM; o crescimento variou de rapido a intermediario, as colénias apresentaram
formato circular, coloracdo rosada e pouca massa de consisténcia.

O dendrograma resultante da andlise dos perfis de BOX-PCR evidenciou a
formacado de quatro grupos, sendo que as estirpes G37.01 e G38.02 apresentaram
perfis individuais Unicos, enquanto que G38.04 e G38.05 apresentaram perfis
idénticos, do mesmo modo que G36.02, G36.03 e G36.04 (Figura 1).
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Figura 1: Dendrograma de BOX-PCR de rizébios isolados de M. paranapiacabae, utilizando o
algoritmo UPGMA, coeficiente de Jaccard e 2% de tolerancia.

A partir disso, uma estirpe representante de cada grupo foi selecionada, bem
como as estirpes com perfis Unicos para a filogenia do gene 16S rDNA. Todas as
estirpes foram classificadas como Paraburkholderia sp. (Figura 2). O clado | agrupou
apenas as estirpes do presente estudo, com elevado suporte estatistico (99% de
bootstrap). A espécie mais relacionada do grupo foi P. peleae, recentemente
descrita, isolada de solos vulcanicos do Hawaii e com capacidade de oxidar CO,
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demonstrando a versatilidade metabdlica de tal género (WEBER e KING, 2017). Ja
em relacdo ao clado Il, quatro estirpes foram agrupadas a estirpe tipo de P. nodosa
Br3437, a qual foi inicialmente isolada de nédulos radiculares de plantas arboreas do
género Mimosa no Brasil (CHEN et al., 2007).
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Figura 2 Arvore filogenética de sequéncias parciais do gene 16S DNAr de rizébios isolados de M.
paranapiacabae (Maxima Verossemelhanca, modelo Tamura 3-parametros com distribuicdo G+,
1000 repeticbes Bootstrap)

O solo da area de amostragem foi caracterizado como arenoso, acido (pH
3,8), com baixo teor de C organico e elevada concentracdo de Al. Tais fatores
afetam as comunidades microbianas do solo e o desenvolvimento vegetal, devido ao
fato de que o Al, em solos com pH < 5, passa a forma trivalente (Al*3), a qual é
toxica para inimeras espécies microrganismos e vegetais (MOREIRA e SIQUEIRA,
2006). No entanto, estudos demonstraram que espécies de
Paraburkholderia/Burkholderia apresentam tolerancia a baixos pH (STOPNISEK et
al., 2013).

A nodulacdo de Mimosa por betaproteobactérias é especialmente verificada
na América do Sul (REIS JR et al.,, 2010) enquanto no México, outro importante
certo de diversificacdo do género, verifica-se a preferéncia alfaproteobacterias
(BONTEMPS et al.,, 2016). Uma importante justificativa para tal diferenca seria a
capacidade adaptativa superior de beta-rizébios as condi¢cdes edaficas relatadas,
visto que os solos mexicanos sdo predominantemente alcalinos.

Concluséo

Pode-se inferir que o género Paraburkholderia seja o principal microssimbionte
de M. paranapiacabae. Além disso, por tratar-se de uma espécie hospedeira nativa
da regido, a qual dispbe de elevado nivel de endemismo em campos de altitude no
estado do Parana e escassos relatos na literatura, faz-se necessario
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aprofundamento na caracterizagdo filogenética das estirpes agrupadas no clado |
(filogenia do gene 16S rDNA) pois podem vir a representar uma nova espécie
bacteriana. Devido ao fato da pesquisa ocorrer em um ambiente natural, o qual
contempla inUmeras espécies da familia Fabaceae, estudos desse cunho podem
futuramente servir como subsidios para recuperacdo e reflorestamento de
ecossistemas degradados, além de abrir novas perspectivas para aplicacbes
tecnoldgicas.
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