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Resumo — O sabia (Mimosa caesalpiniifolia Benth.) € uma espécie pioneira
de ampla adaptabilidade, com alta capacidade de regeneracgao e resisténcia a
seca, caracteristicas que a tornam uma excelente opgao para a revegetacao
e recuperacao de areas degradadas. Ela se associa simbioticamente a
rizobios, porém ndo ha ainda estirpes recomendadas para incrementar a
fixagédo biologica de N,. Dentro desse contexto, avaliou-se o potencial de
estirpes de rizébio para fixarem N em simbiose com sabia. Rizobios foram
isolados de ndédulos de sabia inoculados com amostras de solos provenientes
das regides Nordeste e Sudeste do Brasil. Os isolados foram autenticados e
vinte e um deles foram positivos para nodulacéo. Estes foram caracterizadas
pelo sequenciamento do gene RNAr 16S e inoculados em sementes de sabia
plantadas em vasos de Leonard visando avaliar sua eficiéncia e eficacia
simbiodticas. As plantas foram coletadas apoés 90 dias para determinagao do
acumulo de biomassa vegetal e do calculo de eficiéncia e eficacia das estirpes.
As estirpes foram classificadas em sua maioria nas espécies Paraburkholderia
sabiae e P. diazotrophica. Também foram isoladas estirpes de Rhizobium sp.
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e Trinickia symbiotica. P. diazotrophica foi isolada majoritariamente de plantas
inoculadas com solo do Nordeste, enquanto P. sabiae foi mais frequente
em solos do Sudeste. As estirpes apresentaram uma ampla variagcdo em
efetividade, com destaque para as estirpes BR 13975, BR 13954, BR 13950
e BR 13966, as quais apresentaram eficacia entre 97% e 74% e eficiéncia de
2890% a 2207%. Todas pertencem a espécie Paraburkholderia diazotrophica
e sao de diferentes procedéncias geograficas. Conclui-se que a espécie
P. diazotrophica € uma espécie potencial para prospecc¢éo de estirpes de alta
eficiéncia para ainoculagcéo do sabia. As estirpes selecionadas deverao passar
pela etapa lll de selegao antes de serem definitivamente recomendadas.

Termos para indexacao: Fixacdo bioldgica do nitrogénio; nodulacgéo;
leguminosa; Paraburkholderia.
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Rhizobial Strains Indicated for the
Inoculation of Mimosa caesalpiniifolia

Abstract — “Sabia” (Mimosa caesalpiniifolia Benth.) is a species of broad
adaptability, high regeneration ability, and drought resistant, which are
desirable characteristics for its use in land revegetation. It can associate with
rhizobia, but efficient selected strains are still needed. This work evaluated
the biological nitrogen fixation ability of rhizobia strains in symbiosis with
“sabia”. Rhizobia were isolated from nodules of “sabia” inoculated with
soils from the Northeast and Southeast of Brazil. Twenty-one isolates were
positive for nodulation. Sequencing of the 16S rRNA gene was used for their
taxonomic characterization, and their efficiency and efficacy were assessed
through inoculation on “sabia” in Leonard jars. The plants were sampled after
90 days and used for the determination of biomass accumulation and strain
efficiency and efficacy. Most of the strains belong to the species P. sabiae and
P. diazotrophica. Rhizobium sp. and Trinickia symbiotica were also isolated.
P. diazotrophica was mostly isolated from plants inoculated with soils from the
Northeast region; P. sabiae, on its turn, was mostly isolated from soils from the
Southeast. Strain effectiveness varied broadly. Strains BR 13975, BR 13954,
BR 13950, and BR 13966 were the most efficient, with efficacy between
97% and 74% and efficiency between 2890 a 2207%. All of them belong to
Paraburkholderia diazotrophica and were isolated from different locations. It
can be concluded that P. diazotrophica is a potential species for prospecting
highly efficient strains for the inoculation of “sabia”.

Indexterms:biological nitrogenfixation; nodulation;legume; Paraburkholderia.
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Introducao

A espécie Mimosa caesalpiniifolia Benth., conhecida popularmente como
sabia ou sansao do campo, ocorre naturalmente nos estados do Rio Grande
do Norte, Piaui e Ceara (Ribaski et al., 2003), podendo também ser encontrada
em povoamentos artificiais do Maranhao a Bahia (Rizzini, 1995) bem como em
regides umidas dos Estados da Paraiba, Rio de Janeiro (Baixada Fluminense
e Planaltos Fluminenses) e Sao Paulo (Vale do Paraiba do Sul e Planaltos
Paulistas) (Gomes, 1977; Mendes, 1989; 2001). Trata-se de uma espécie
pioneira de ampla adaptabilidade e com alta capacidade de regeneracao e
resisténcia a seca (Balbino et al., 2010), caracteristicas que a tornam uma
excelente opcdo para a revegetacdo e recuperagdo de areas degradadas
(Chaer et al., 2011).

O sabia é capaz de se associar a rizobios e fungos micorrizicos
arbusculares (FMAs), dois dos principais microssimbiontes de importancia
agricola e ambiental e que contribuem com sua capacidade de se estabelecer
em areas degradadas. Os rizébios fixam nitrogénio atmosférico e o fornecem
a planta, enquanto os FMAs Ihe auxiliam na absorgéo de agua e nutrientes
minerais, em especial o fésforo (Franco; Faria, 1997). No caso da simbiose
com rizobios, esta pode ocorrer com membros da familia Rhizobiaceae,
pertencente a classe a-Proteobacteria e, também, com membros da classe
B-Proteobacteria, como a Paraburkholderia sabiae, que foi isolada de nédulos
dessa planta, indicando que o sabia se associa preferencialmente a espécies
deste género (Elliott, 2007; Chen et al., 2008).

Apesar de sua utilidade pratica, atualmente ndo existem inoculantes a base
de rizébios recomendados e disponiveis para o sabia. Este trabalho visou
cobrir essa lacuna e, portanto, teve por objetivo selecionar estirpes eficientes
de rizébios para a inoculacao dessa espécie. A avaliacao foi realizada na
etapa Il de selecdo, a qual corresponde ao teste das estirpes em substrato
estéril, comumente em vasos de Leonard, tendo sido testadas estirpes de
diferentes procedéncias.



Estirpes de Rizébio Indicadas para a Inoculagéo de Mimosa caesalpiniifolia 1

Material e Métodos

Origem e autenticacao das estirpes

As estirpes utilizadas neste trabalho foram obtidas a partir de nédulos de
sabia coletados diretamente no campo ou de plantas-isca inoculadas com solo
de diferentes municipios das regides Sudeste e Nordeste do Brasil (Tabela
1). Estas foram isoladas em meio de cultura 79 (Fred; Waksman, 1928) e
autenticadas na planta hospedeira de modo a confirmar sua capacidade
de nodulacao. No total foram avaliados 53 isolados, dos quais 21 foram
selecionados para identificacdo taxondmica e para o teste de eficiéncia com
base no resultado do ensaio de autenticacéao.

Aautenticacao foi conduzida na casa-de-vegetagao da EmbrapaAgrobiologia,
utilizando delineamento de blocos casualizados e 3 repeticdes por tratamento,
sendo que cada estirpe correspondeu a um tratamento. Um tratamento
correspondente a plantas nao inoculadas também foi empregado como controle
de contaminacdo. Sementes de sabia escarificadas (acido sulfurico 98%),
desinfestadas superficialmente (etanol 70% por 30's, H,O, por 2 minutos e lavagem
abundante com agua esteéril) e pré-germinadas foram crescidas e inoculadas em
garrafas de vidro de 350 mL, contendo papel de germinagao e solucao nutritiva
de Norris (Guzman; Ddbereiner, 1968) esterilizados em autoclave.

Para o preparo do inoculo as bactérias foram cultivadas em meio 79
liquido (Fred; Waksman, 1928) sob agitagcao horizontal orbital (150 rpm)
até apresentarem crescimento. Posteriormente, 1 mL de cada inoculo foi
inoculado nas sementes pré-germinadas. As plantas foram avaliadas para a
presenca de nodulos apos 30 dias. Os isolados positivos para a nodulagao
foram utilizados para as etapas posteriores de experimentacéo.

Caracterizacao Molecular

O DNA gendmico dos isolados positivos para hodulagao foi extraido com o
kit Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega) conforme as instrugdes do
fabricante. A extracdo do DNA foi realizada a partir de uma cultura de células
crescidas em Meio 79 liquido em agitagdo constante de 150 rpm. O DNA foi
quantificado por espectrometria em um equipamento QUBIT (Invitrogen) e a
concentragao foi ajustada para 10 ng.uL™".
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Os isolados selecionados foram submetidos a PCR para amplificacéo de
fragmentos dos genes: 16S rRNA (Wang et al. 1996). A sequéncia dos primers
utilizados, a concentracdo dos reagentes e as condicbes de amplificagao
foram descritos por Wang et al. (1996). Os produtos de amplificagao foram
analisados por eletroforese em gel de agarose a 1% e sequenciados em
sequenciador ABI3500 (Applied Biosystems), pelo método Sanger, no
Laboratério de Genoma da Embrapa Agrobiologia (Seropédica, RJ).

Apds o sequenciamento, afita lider e afita reversa de estirpe foram utilizadas
para montagem de contigs com o programa ChromasPro (Technelysium). As
regioes de baixa qualidade foram removidas manualmente e os contigs avaliados
individualmente para garantir a qualidade da montagem. Os contigs formados
foram submetidos a analise com o algoritmo Blastn (Altschul et al., 1990) para
busca de sequéncias de alta similaridade no banco de dados publico NCBI
GenBank®. A base de dados de pesquisa utilizada foi a Nucleotide collection —
(nr/nt) com os parametros basicos do Blastn. As sequéncias foram depositadas
no Genbank com os codigos MK139712 a MK139736 e MK159711.

A arvore filogenética foi gerada no programa MEGA 6 (Tamura et al. 2013)
com as estirpes de referéncia obtidas no Genbank®. O melhor modelo de
substituicdo para o calculo das distancias evolutivas, definido com base na
analise de modelos disponibilizada no MEGA 6, foi o Tamura-Nei. O suporte
estatistico para os diferentes clados formados nas arvores foi calculado
pela analise de amostragem bootstrap (Swofford et al., 1996) onde o valor
calculado indica a confiabilidade do agrupamento. O método utilizado foi o de
maxima verossimilhanca.

Experimento para avaliacao da eficiéncia das estirpes

O experimento foi conduzido em casa-de-vegetacdo na Embrapa
Agrobiologia, em Seropédica, RJ, entre os meses de margo e junho de
2018. O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com 23
tratamentos e 4 repeti¢des. Os tratamentos constituiram-se das 21 estirpes de
rizobios selecionadas no ensaio de autenticacao (Tabela 1), e dois controles,
sendo um deles um controle nitrogenado que recebeu nitrogénio na dose
5 mg semana™ e o outro, um controle absoluto sem inoculagdo ou adubacéao
com nitrogénio.
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As sementes de sabia foram imersas em acido sulfurico 98% por 4 minutos
para a quebra da dorméncia. Apos, estas passaram pelas seguintes etapas
para esterilizacdo superficial: quebra da tensao superficial em alcool 70%,
por 30 segundos; lavagem com agua estéril; desinfestacdo superficial com
peroxido de hidrogénio (H,O,) concentrado por 2 minutos e, por fim, lavagem
com agua destilada estéril. As sementes foram pré-germinadas em placas de
Petri esterilizadas contendo papel de filtro e algoddo umedecido em céamara
B.O.D. a temperatura de 28°C e fotoperiodo de 12h durante 5 dias.

As sementes pré-germinadas foram transferidas para vasos de Leonard
contendo areia e vermiculita (2:1 v:v) e solugao nutritiva de Norris estéreis.
Cada vaso recebeu 4 sementes, as quais foram inoculadas com 1 mL de
uma cultura de cada estirpe correspondente ao seu tratamento. As estirpes
foram cultivadas em meio 79 liquido (Fred; Waksman, 1928) e mantidas
sob agitacao horizontal orbital (150 rpm) por 3 dias antes da inoculagdo. As
plantulas foram desbastadas cinco dias apds o plantio, permanecendo uma
planta por vaso. O experimento foi conduzido por 90 dias, durante os quais a
solucao nutritiva foi reposta sempre que necessario, conforme o seu consumo
pelas plantas. Apds os 90 dias, as plantas foram colhidas para avaliagdo do
acumulo de biomassa e calculo da eficiéncia e eficacia das estirpes. A parte
aérea, as raizes e os nodulos foram separados e secos em estufa a 65°C até
peso constante. A eficiéncia e eficacia foram calculadas com as seguintes
formulas, onde a sigla MSPA se refere a massa seca da parte aérea das
plantas do referido tratamento:

Eficiéncia = (MSPA tratamento — MSPA controle absoluto / MSPA
controle absoluto) * 100

Eficacia = (MSPA tratamento — MSPA controle nitrogenado / MSPA
controle nitrogenado) * 100

Os dados de massa seca da parte aérea e massa seca total foram
submetidos a analise de varidncia e ao teste de Tukey, ambos a 5% de
probabilidade, no software R (R CORE TEAM, 2021), utilizando-se do pacote
easyanova (Arnhold, 2013). Aanalise de regressao entre a massa dos nédulos
secos e a massa seca total das plantas foi realizada também no software R,
utilizando-se um modelo linear e o grafico foi plotado com o auxilio do pacote
ggplot2 (Wickham, 2016).



Estirpes de Rizébio Indicadas para a Inoculagéo de Mimosa caesalpiniifolia 15

Resultados e Discussao

Vinte e um dos isolados foram positivos para nodulagao e, portanto, tiveram
sua taxonomia e eficiéncia simbidtica avaliadas. Estes foram classificados
majoritariamente como pertencentes ao género Paraburkholderia, englobando
as espécies P. sabiae, P. diazotrophica e P. phymatum (Figura 1 e Tabela
1). Apenas trés estirpes foram classificadas como Rhizobium e uma como
Trinickia symbiotica. A eficiéncia dessas estirpes apresentou uma grande
amplitude, sendo que a maioria delas apresentou algum grau de eficiéncia,
isto é, foram capazes de nutrir a planta com nitrogénio em diferentes niveis
(Tabela 1). Contudo, apenas seis estirpes apresentaram eficacia acima de
50%, ou seja, foram capazes de garantir que as plantas acumulassem pelo
menos 50% da biomassa acumulada pelo controle nitrogenado. Dentre elas
destacam-se as estirpes BR 13975, BR 13954, BR 13950 e BR 13966, que
promoveram acumulos de biomassa total estatisticamente comparaveis ao
do controle nitrogenado. A eficiéncia e eficacia dessas estirpes variaram
entre 2890% e 2207% e 97% e 74%, respectivamente. Embora sejam de
origem diversa, todas pertencem a espécie P. diazotrophica (Tabela 1). Seu
desempenho também foi superior ao da estirpe tipo da espécie P. sabiae, BR
3407, e que foi isolada de nodulos de M. caesapiniifolia (Chen et al., 2008;
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, 2021). Ainda assim, algumas
estirpes de P. sabiae também apresentaram relativa eficiéncia e eficacia
(Tabela 1).

A espécie T. symbiotica, anteriormente classificada no género
Paraburkholderia (Estrada de Los Santos et al., 2018), foi capaz de induzir
a formacao de noddulos. Contudo, sua eficiéncia e eficacia foram muito
reduzidas, ao ponto das plantas com ela inoculadas nao se diferirem
estatisticamente do controle absoluto em termos de acumulo de biomassa. Ja
as estirpes de Rhizobium sp. ndo nodularam o sabia nos vasos de Leonard,
demonstrando sua preferéncia por nodular com [B-rizobios nas condi¢oes
dos solos estudados. O maior acumulo de massa seca total foi altamente
correlacionado com a massa dos nédulos e, novamente, as estirpes de
P. diazotrophica supracitadas se destacam nessa correlagao (Figura 2).
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BR13952 (MK139722.1)
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BR13949 (MK139731.1)
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> E3R13948 (MK139730.1)
53 Paraburkholderia tuberum (T) STM678 (AJ302311)
Paraburkholderia acidipaludis (T) SA33 (AB513180)
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Figura 1. Arvore filogenética baseada em sequéncias do gene 16S rRNA de bactérias
isoladas de nédulos de Mimosa caesalpiniifolia Benth. inoculadas com solo de municipios
das regides Sudeste e Nordeste do Brasil. O método utilizado para a construgao da
arvore foi o de Maxima Verossimilhangca com 1000 replicatas de bootstrap. O modelo
evolucionario utilizado foi o Tamura-Nei. Pseudomonas aeruginosa foi utilizada como
grupo externo para enraizar a arvore. Os numeros nos nos representam o suporte da
analise de bootstrap. Os cédigos de acesso de cada sequéncia sdo apresentados entre
parénteses. Adaptada de Oliveira et al. (2019).
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Figura 2. Correlagdo entre a massa seca de nédulos e a massa seca total de plantas
de sabia (M. caesalpiniifolia) inoculadas com estirpes de rizobios isoladas a partir de
solos de diferentes localidades do Nordeste e Sudeste do Brasil. A area sombreada
representa o intervalo de confianga a 95% de probabilidade. A equacao da curva de
regressao é ay = 23.725 + 29.349x (R? ajustado = 0.8257, p < 0.001), onde y e x sdo as
massas seca total e de nédulos, respectivamente.

As B-proteobactérias desempenham um papel fundamental na fixacéo de
nitrogénio em associacao com plantas do género Mimosa (Chen et al., 2005;
Elliot et al., 2009; Gyaneshwar et al., 2011; Bontemps et al., 2010; Reis Junior
et al., 2010). Sua capacidade de induzir a formagéo de nodulos e fixar N, em
simbiose com espécies desse género foi descoberta por Moulin et al. (2001) e
Chen et al. (2001), os quais isolaram, respectivamente, bactérias dos géneros
Burkholderia e Cupriavidus. As primeiras descri¢gdes levantaram duvidas
sobre seu potencial de patogenicidade. Porém, varias espécies isoladas de
nodulos de leguminosas foram reclassificadas no género Paraburkholderia
com base em evidéncias de que essas espécies ndo sao patogénicas (Estrada
de Los Santos et al., 2015). Da mesma forma, Ralstonia taiwanensis, cujo
género também possui espécies fitopatogénicas, foi reclassificada no género
Cupriavidus (Amadou et al., 2008). Estas bactérias foram entdo denominadas
B-rizobios para diferencia-las dos até entdo conhecidos a-rizébios (Dall’agnol,
2016).
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Os resultados aqui apresentados confirmam a preferéncia de
M. caesalpiniifolia por Paraburkholderia, sua efetividade simbidtica e que
as bactérias desse género sdo uma fonte potencial de inoculantes para a
espécie. De fato, as estirpes selecionadas para o sabia ja na década de
1980, como a estirpe BR 3407, sao hoje classificadas como Paraburkholderia
(Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, 2021). Contudo, isso foi
descoberto muito posteriormente apds os avangos na biologia molecular e na
taxonomia bacteriana (Chen et al., 2005; 2008). O isolamento de rizobios nao
simbidticos do género Rhizobium a partir de ndédulos, como observado aqui,
pode ser explicado pela coinfecgéo, que permite sua entrada conjuntamente
com estirpes efetivas conforme demonstrado por Zgadzaj et al. (2015) e Gano-
Cohen et al. (2016). Ainda assim, ha relatos de outras espécies de Mimosa
nodulando com Rhizobium, como foi o caso de Bontemps et al. (2010) e Reis
Junior et al. (2010) que mostraram que Mimosa xanthocentra Mart., endémica
do Cerrado e Caatinga, se associou a Rhizobium de forma preferencial em
solos nativos. Segundo Bournaud et al. (2013) a capacidade das leguminosas
de formar simbiose com o género Paraburkholderia ndo é antagbnica a
presenca de a-rizobios, uma vez que eles também encontraram os dois tipos
de simbiontes em seis espécies do grupo Piptadenia. Eles afirmam também,
que as condigcdes ambientais (especialmente as caracteristicas do solo)
desempenham papel crucial na sobrevivéncia e biogeografia dos simbiontes.

Observa-se que a classificacdo das estirpes obedeceu a uma clara
distribuicdo geografica. P. diazotrophica foi isolada majoritariamente do
Nordeste, enquanto P. sabiae foi isolada com maior frequéncia do Sudeste
(Tabela 1) (OLIVEIRA et al., 2019). Isso indica uma adaptacao das espécies
as diferentes condi¢cdes edafoclimaticas e corrobora resultados que mostram
a diversidade dos simbiontes de Mimosa spp. associada a fatores geograficos,
como localizacdo e altitude (Bontemps et al., 2010; 2016), bem como
aos atributos do solo (Pires et al., 2017). Por exemplo, Pires et al. (2017)
mostraram que em solos de baixa fertilidade e baixo pH predominavam
bactérias do género Paraburkholderia e no solo caracterizado como fértil e
com o pH neutro predominam bactérias do género Rhizobium.

Por fim, a preferéncia geografica aqui observada parece indicar que as
estirpes de P. sabiae, embora menos eficientes, seriam mais adaptadas a
solos da regido Sudeste. Contudo, uma estirpe de P. diazotrophica, de fato a
de eficiéncia mais alta (BR 13975), foi isolada do Rio de Janeiro (Tabela 1),
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0 que pode abrir a oportunidade para a sele¢cao de uma estirpe que atenda
ambas as regides. Até o momento, a recomendacéo de estirpes de rizébio
feita pelo MAPA n&o levam qualquer critério geografico em consideracao
(Brasil, 2011). Contudo, sabe-se que um mesmo inoculante nem sempre é
efetivo sob diferentes condigcbes ambientais (Tabassum et al., 2017). Assim,
dois cenarios sédo possiveis: a selecdo de inoculantes adaptados para maxima
eficiéncia em condi¢cdes regionais ou a selecao de inoculantes de amplo
espectro e que possam ser utilizados em diferentes localidades. A segunda
opgao pode ser viavel para leguminosas florestais, como o sabia, visto que o
objetivo principal é o estabelecimento bem-sucedido das plantas no campo,
ao contrario de leguminosas de graos para as quais se busca a maxima
produtividade (Brasil, 2011). Uma terceira possibilidade € a elaboragcédo de
inoculantes mistos, com as estirpes adaptadas a diferentes condigdes. Essas
hipéteses e possibilidades séo relevantes para guiar as futuras etapas de
experimentagcao com as estirpes aqui selecionadas.

Conclusoes

As estirpes BR 13975, BR 13954, BR 13950 e BR 13966 se destacaram
como sendo as quatro mais eficientes e eficazes em simbiose com Mimosa
caesalpiniifolia e, por isso, sdo recomendadas para testes na etapa de
selecao tipo Il como inoculantes para a fixagao bioldgica de nitrogénio. Todas
pertencem a espécie Paraburkholderia diazotrophica, a qual predominou
em solos do Nordeste, indicando uma maior frequéncia da espécie em
solos dessa regido. Ainda assim, ndo se pode falar numa relagcao entre o
desempenho das estirpes e sua origem geografica, visto que a estirpe BR
13975 foi isolada da regiao Sudeste.
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