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Resumo - O amendoinzeiro (Arachis hipogaea L.) € uma cultura originaria da
América do Sul, sendo a quarta oleaginosa mais cultivada, e apresenta altas taxas
de Fixagao Bioldgica de Nitrogénio produzido. Nos solos Paranaenses, em areas
ndo cultivadas existe ocorréncia generalizada e alta diversidade de rizobios
simbidnticos do amendoinzeiro. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi
avaliar as caracteristicas bioquimicas e moleculares de estirpes de rizébio,
isoladas de nédulos de amendoinzeiro e comparar a diversidade em areas
cultivadas e ndo cultivadas. Foram utilizadas 33 estirpes (IPRAh) pertencentes a
colecdo de microrganismos do Laboratério de Microbiologia do Solo do IAPAR,
provenientes de areas com e sem cultivo de amendoinzeiro de diversos municipios
do Parana. No estudo, foi incluida a estirpe de Bradyrhizobium sp., SEMIA 6144
(fornecida pela FEPAGRO) recomendada para amendoinzeiro. Para a
caracterizagdo bioquimica, foram realizadas analises de producado de sideréforos
em meio de cultura com Ferro Il e solubilizagdo de fosfato de calcio em meio de
cultura solido. Na caracterizagdo molecular, foram realizadas amplificagdes do
DNA utilizando o oligonucleotideo iniciador BOX-A1R. A partir das caracteristicas
genotipicas, foi construido um dendrograma de dissimilaridade segundo o
coeficiente de Jaccard e o algoritmo UPGMA. Nas anadlises bioquimicas,
independente da origem, das estirpes avaliadas 26% solubilizaram fosfato de
calcio e 56% produziram sideréforos. Com base na andlise de agrupamento
utilizando o perfil do BOX-A1R, foi realizada a analise de diversidade através do
software PAST. O indice de diversidade das estirpes analisadas foi maior em areas
cultivadas em relacédo as areas ndo cultivadas, possivelmente, praticas agricolas
tenham estimulado o aumento desta diversidade.

Palavras-Chave: Arachis hipogaea L., Bradyrhizobium sp., BOX-A1R,
Sideroforos.

Abstract - The peanut (Arachis hipogaea L.) is a native crop of South America,
which is the fourth most widely grown oilseed, and has high rates of Biological
Nitrogen Fixation produced. In the State of Parana in uncultivated areas is
widespread occurrence and high diversity of peanut rhizobia symbionts. In this
context, the aim of this study was to evaluate the biochemical characteristics (for
the production of siderophores and solubilization of calcium phosphate) and
molecular rhizobia strains isolated from nodules of peanut and compare the
diversity in cultivated and uncultivated areas. We used 33 strains (IPRAh)
belonging to the collection of microorganisms Laboratory of Soil Microbiology
IAPAR, from the area with and without peanut cultivation of various municipalities
of Parana. In the study, was included Bradyrhizobium sp., SEMIA 6144, (provided
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by FEPAGRO) recommended for groundnut. For the biochemical analyzes it were
performed siderophore production and solubilization of calcium phosphate.
Molecular characterization of DNA amplifications were performed using primer
BOX-A1R. From the genotypic characteristics, a dendrogram was constructed
using BioNumerics software (Applied Maths) according to the Jaccard coefficient
and UPGMA algorithm. In biochemical analysis, 26% of strains solubilized calcium
phosphate and 56% siderophore produced. Based on cluster analysis using the
profile of the BOX-A1R, analysis was performed using software diversity PAST.
The strains analyzed showed higher diversity index in cultivated areas in relation to

uncultivated areas.

KeyWord: Arachis hipogaea L., Bradyrhizobium sp., BOX-A1R, Siderophores.

1. INTRODUGAO

O amendoinzeiro (Arachis hipogaea L.) é uma
cultura originaria da Ameérica do Sul, sendo a quarta
oleaginosa mais cultivada e ocorre em regides
tropicais e subtropicais. Esta leguminosa oleaginosa
tem sido amplamente cultivada em mais de 80
paises da Asia, Africa, América do Norte e do Sul. O
Parana é o terceiro maior produtor nacional,
responsavel por 6,9 mil toneladas na safra 2012/13
(2,2%). Nos solos Paranaenses, em areas nao
cultivadas, existe ocorréncia generalizada e alta
diversidade  de  rizobios  simbiénticos  do
amendoinzeiro que, quando associados pelo
processo de fixagdo bioldgica de nitrogénio (FBN)
captam o nitrogénio presente no ar, tornando-o
assimilavel pelos vegetais, sendo este processo,
essencial para a viabilidade econb6mica do
agronegocio brasileiro (Hungria et al., 2008), pois, a
adubacao nitrogenada, que eleva os custos de
producdo e contribui para a poluicdo ambiental,
pode ser substituida. Outros fatores que limitam o
crescimento das plantas sdo a disponibilidade
limitada de micronutrientes, como o ferro e fosforo.

No Brasil, uma estirpe de Bradyrhizobium ¢é
autorizada pelo Ministério da Agricultura, Pesca e
Abastecimento (MAPA), como inoculante para
amendoinzeiro (Arachis hipogaea L.). No entanto, o
processo de selecdo de novas estirpes eficientes na
FBN deve ser uma preocupagdo constante na
pesquisa. Na selegado de estirpes para inoculantes,
além da capacidade de fixar nitrogénio, a produgéo
de sideréforos e solubilizagdo de nutrientes pelo
rizébio sdo importantes. Neste contexto, o objetivo
do trabalho foi avaliar as caracteristicas bioquimicas
e moleculares de estirpes de rizébio, isoladas de
nodulos de amendoinzeiro, € comparar a
diversidade em areas cultivadas e nao cultivadas
com amendoim.
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2, MATERIAL E METODOS

Para o estudo foram utilizadas 33 estirpes (IPRAh),
pertencentes a colegdo de micro-organismos do
Laboratério de Microbiologia do Solo do Instituto
Agronémico do Parana (IAPAR), isoladas de
noédulos de amendoinzeiro provenientes de area
com e sem cultivo de amendoim, de diversos
municipios do Parana (Tabela 1). No estudo, foi
incluida a estirpe de Bradyrhizobium sp., SEMIA
6144 (FEPAGRO), recomendada pelo MAPA para
amendoinzeiro. Todas as  estirpes  foram
autenticadas em amendoim, cultivar IAC-Tatu, em
vasos Leonard com areia e vermiculita contendo
solugdo nutritiva sem N mineral, esterilizados. Todas
as analises foram conduzidas no Laboratério de
Microbiologia do Solo e em casas de vegetagao do
IAPAR, Londrina — PR.

A produgdo de sideroforos pelas estirpes foi
determinada usando o meio YMA (yeast-manitol-
agar) suplementado com uma solugdo indicadora
constituida por 1,21 mg mL™" de cromazurol, 0,1 mM
FeCls. 6 H,O e 1,82 mg mL™ de CTAB . Os isolados
foram incubados durante sete dias a 28 °C. A
producdo de sideroforos foi considerada positiva
pela visualizagdao da formagdo de halo laranja ao
redor das coldnias.

Para a solubilizagdo de fosfato de calcio pelas
estirpes, foi utilizado o meio GL, contendo por litro
10 g de glucose, 2 g de extrato de levedura e 15 g
de agar, ajustando-se o pH para 6,5. Apods
esterilizagédo por autoclave a 121 °C e 1,5 atm foram
adicionadas duas solugbes esterilizadas por meio
de filtro 0,2 ym; uma contendo 0,25 g L™ de K,HPO,
e outra 1 g L' de CaCl,. As estirpes foram repicadas
para as placas e incubadas durante trés dias a
28 °C. A solubilizacdo de fosfato de calcio foi
determinada pela formacao de halo transparente ao
redor das colbnias.

Apds a extragdo do DNA, foram realizadas
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amplificagbes com o oligonucleotideo BOX-A1R (5'-
CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3) e a reacao
de amplificacéo foi realizada em um volume final de
25 pL. Apds a amplificagao o produto foi submetido
a eletroforese em gel de agarose a 1,5% por um
periodo de 6,5 horas a 120 volts. Com base no perfil
eletroforético, foi construido um dendrograma
através do software BioNumerics (Applied Maths)
segundo o coeficiente de Jaccard e o algoritmo
UPGMA.

Tabela 1 Municipio de coleta do solo, histérico de cultivo da area e cédigo
IPR-Ah das estirpes isoladas de nédulos de amendoinzeiro utilizadas neste
estudo.

Cultura na
Municipio (PR) coleta do IPR-Ah
solo
Prado Ferreira— PR Amendoim 745
Irati — PR Milho 4642
Ponta Grossa Milho 4648
Jaguariaiva - PR Milho 4653
Joaquim Tavora Milho 4631
Paranavai — PR Milho 4636
Umuarama - PR Pastagem 4635
Joaquim Tavora Floresta 4638
Planalto — PR Floresta 4641
Diamante Norte Floresta 4644
Candido Abreu - PR Floresta 4646
Ponta Grossa — PR Floresta 4647
Ponta Grossa — PR
4677, 4693, 4696, 4705,
4706, 4707, 4711, 4718,
Amendoim 4723, 4737, 4740, 4741,
4758, 4826, 4829, 4839,
4841, 4850, 4855
N : : Bradyrhizobium sp.
Rhodesia 411 Arachis sp. “SEMIAG144

*Instrugdo Normativa N° 13, de 24 de Margo de 2011. **Codificagdo FEPAGRO.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Quanto a produgao de siderdforos, as estirpes IPR-
Ah 745, 4631, 4635, 4638, 4653, 4677, 4693, 4705,
4706, 4707, 4711, 4718, 4723, 4740, 4741, 4758,
4829, 4839 e 4855 apresentaram resultado positivo,
representando um total de 56% das estirpes, critério
esse determinante para a selegao de rizébios, visto
que a producao de sideréforos € uma das principais
estratégias para a aquisicdo de ferro em solos com
limitada disponibilidade deste micronutriente.

As estirpes IPR-Ah 4638, 4677, 4829, 4646, 4826,
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745, 4741, 4635 e 4710 apresentaram resultado
positivo para a solubilizagdo de fosfato de calcio,
representando 26% do total. Estudos anteriores
evidenciam que essa capacidade esta
correlacionada com a diminuigdo do pH do meio
decorrente da formacgéo de acidos organicos.

Foram analisadas duas representacbes gréficas
utilizando 20 estirpes de area cultivada com
amendoim e nove estirpes de area sem cultivo do
amendoim. O agrupamento das estirpes foi avaliado
com base na caracterizagao genotipica pelo método
PCR-BOX. Com um corte no coeficiente 0,7 para a
area cultivada formou-se 18 grupos, e para a area
nao cultivada formou-se nove grupos.

Com base nos agrupamentos genotipicos das
estirpes obtidos pelo BOX-A1R, comparados pelo
método de Jaccard, foram calculados os indices de
diversidade pelo software PAST, conforme Tabela 2.

Tabela 2 Valores indices (1) de dominancia, diversidade e homogeneidade
da populagdo derizébios obtidos a partir da caracterizagdo genotipica no
coeficiente 0,7.

Com Cultivo Sem Cultivo

Lower  Upper Lower  Upper
Dominance_D 0,060 0,080 0,166 0,111 0,136 0,358
Simpson_1-D 0,940 0,845 0,920 0,889 0,642 0,864
Shannon_H 2,857 2,042 2,623 2,197 1,273 2,043
Margalef 5,675 2,670 4,673 3,641 1,365 3,186
Equitability_J 0,988 0,904 0,978 1 0,882 0,983

p-valor<0,02.

A populacdo das estirpes origindrias de &reas
cultivadas apresentou indice de diversidade superior
a de areas néo cultivadas. O teste t de Student
revelou que houve diferenga significativa nos
indices de diversidade das estirpes obtidas de solos
com e sem cultivo de amendoim para as
caracteristicas genotipicas, com p-valor > 0,02.

4. CONCLUSAO

Independente da area de origem, a maioria das
estirpes ndo solubiliza fosfato de calcio e mais de
70% das estirpes isoladas de areas cultivadas
produzem sideroforos.

O cultivo altera a diversidade de, embora exista uma
alta diversidade genotipica independente da area
analisada.
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