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RESUMO

O fésforo (P) € um nutriente limitante para espécies vegetais e consequentemente, para
o equilibrio de ecossistemas. No solo, o P encontra-se como ions fosfato associados a
metais, que ndo sdo passiveis de incorporacdo pelas espécies vegetais. Fontes de
fosfato podem ser biodisponibilizadas por meio da solubilizacdo de fosfato, processo
realizado por grupos especializados de fungos e bactérias. O objetivo desse estudo foi
avaliar a capacidade de solubilizacdo de fosfatos por rizébios isolados de ndodulos
radiculares de leguminosas nativas dos Campos Gerais do Parana-Brasil previamente
caracterizados genética e fisiologicamente. Das quarenta estirpes dos géneros
Paraburkholderia, Rhizobium e Bradyrhizobium avaliadas, quinze apresentaram
solubilizagédo de Casz(PO4)2 em meio NBRIP sélido. As cinco estirpes que apresentaram
maiores indices de solubilizacdo (IS), pertencem ao género Paraburkholderia, e foram
caracterizadas quantitativa e geneticamente quanto a tal capacidade. Essas estirpes
tiveram a solubilizacdo de Casz(POa4)2 quantificada em NBRIP liquido apresentando de
110,67 a 367,6 mg/L de fosfato solavel apds sete dias de incubacéo, acompanhada de
acidificacao do pH do meio. Observou-se correlacao negativa entre acidificagédo do meio
e quantidade de P solubilizado em meio liquido, diferentemente do IS em meio solido.
Realizou-se a quantificacdo da capacidade solubilizadora em meio liquido para outras
duas fontes de fosfato, FePO4 e AIPOg4, cujos testes em meio solido ndo resultaram em
halos de solubilizagcdo. As cinco estirpes apresentaram solubilizacdo das duas fontes
de P em meio liquido (1,42 a 4,49 mg/L em NBRIP + FePO4 e de 3,15 a 6,17 mg/L
NBRIP + AIPOa4) e acidificagdo do meio, resultado que evidencia a importancia de
ampliacao testes para selecéo de estirpes. Avaliou-se também os IS das cinco estirpes
de Paraburkholderia em NBRIP+Cas(POa4)2 com diferentes fontes de carbono, onde os
maiores indices foram obtidos com glicose em relacdo ao manitol e sacarose. Visando
uma maior compreensao dos determinantes genéticos da solubilizacdo de fosfato no
género Paraburkholderia, foi realizado o sequenciamento e anotacdo do genoma da
estirpe Paraburkholderia sp. CNPSo 3281 bem como analise in silico de genes
relacionados a solubilizacédo de fosfato de espécies solubilizadoras do género, incluindo
P. nodosa e P. guartelaensis. Verificou-se uma relacdo entre presenca/auséncia de
genes e filogenia das Paraburkholderia avaliadas. Foram identificados genes para
fosfatases acidas, codificadores de enzimas atuantes na producao de acidos organicos,
(como gcd-pqgq), para glicose desidrogenase dependente de pirroloquinolina, (Que esta
envolvida na sintese de &cido gluconico, relatado como o principal acido organico
envolvido na solubilizacdo de fosfato), dentre outros. A presenca destes genes pode ter
associacdo com a producdo de acidos organicos, reducdes nos valores de pH dos
cultivos destas estirpes e habilidade solubilizadora. A solubilizacdo de fosfato por
bactérias do género Paraburkholderia pode estar relacionada a maior tolerancia a pH
acido, considerando a implicacdo da producdo de acidos organicos nesse processo.
Ressalta-se a importancia da versatilidade metabdlica de estirpes nativas de
Paraburkholderia, sua implicacdo na sustentabilidade de ecossistemas terrestres,
adaptabilidade de espécies vegetais, bem como, sua potencial viabilidade
biotecnologica.

Palavras-chave: Paraburkholderia; BPCP; gendmica; solubilizacdo de fosfato

inorganico;



ABSTRACT

Phosphorus (P) is a limiting nutrient for plant species and, consequently, for the balance
of ecosystems. In the soil, P is found as phosphate ions associated with metals, which
are not susceptible to incorporation by plant species. Phosphate sources can be
bioavailable through phosphate solubilization, a process carried out by specialized
groups of fungi and bacteria. The objective of this study was to evaluate the ability of
phosphate solubilization by rhizobia isolated from root nodules of native leguminous
plants from Campos Gerais, Paranda, Brazil, previously characterized genetically and
physiologically. Initially, forty strains of the genera Paraburkholderia, Rhizobium and
Bradyrhizobium were evaluated, of which fifteen showed solubilization of Casz(PQOa4)2 in
solid NBRIP medium. The five strains that showed the highest solubilization indices (IS)
were all from the genus Paraburkholderia, were quantitatively and genetically
characterized for such capacity. These strains had the solubilization of Casz(POa)2
guantified in liquid NBRIP presenting from 110.67 to 367.6 mg/L of soluble phosphate
after seven days of incubation, accompanied by progressive acidification of the pH of
the medium. A negative correlation was observed between acidification of the medium
and the amount of P solubilized in liquid medium, unlike IS in solid medium. Due to this
lack of correlation between the solubilization of phosphate in a liquid medium and in a
solid medium, the gquantification of the solubilizing capacity in a liquid medium was
carried out for two other phosphate sources, FePO4 and aros4, Whose tests in solid
medium did not show solubilization on the part of no strain evaluated. These five strains
showed solubilization from both sources when cultivated in liquid medium (1.42 to 4.49
mg/L in NBRIP + FePO4 and from 3.15 to 6.17 mg/L NBRIP + AIPO4). This result
emphasizes the importance of the tests chosen for the selection of strains with the ability
to solubilize phosphate, since, depending on the cultivation conditions and the
phosphate sources used, strains that under other conditions could solubilize phosphate
can be excluded. These five selected Paraburkholderia strains were further cultivated in
NBRIP+Cas(POa4)2 with different carbon sources, where the best IS were obtained with
glucose in relation to mannitol and sucrose. Aiming at a better understanding of the
genetic determinants of this ability, the sequencing and annotation of the genome of the
strain Paraburkholderia sp. CNPSo 3281 as well as in silico analysis of genes related to
phosphate solubilization of solubilizing species of the genus, including P. nodosa and P.
guartelaensis. There was a relationship between presence/absence of genes and
phylogeny of the evaluated Paraburkholderia. Genes for acid phosphatases were
identified, as well as encoding enzymes active in the production of organic acids, such
as gcd-pqq, for pyrroloquinoline-dependent glucose dehydrogenase, which is involved
in the synthesis of gluconic acid, reported as the main organic acid involved in the
solubilization of phosphate, among others. The presence of these genes may be
associated with the production of organic acids, reductions in the pH values of cultures
of these strains and solubilizing ability. The metabolic versatility of native strains of
Paraburkholderia is highlighted, deserving further studies regarding its implication in the
sustainability of terrestrial ecosystems as well as biotechnological viability.

Keywords: Paraburkholderia; PGPR; genomic; inorganic phosphate solubilization;
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1 INTRODUCAO

O fésforo € um elemento essencial para o desenvolvimento das plantas, e
mesmo estando presente nos solos, as formas em que se apresentam ions fosfato
associados a metais ou a organicos, ndo sdo assimilaveis pelas espécies vegetais
nesses ambientes (OTEINO et al., 2015).

Em ecossistemas naturais, a disponibilidade de fésforo, ocorre
majoritariamente por bactérias promotoras do crescimento de plantas (BPCP), que
podem colonizar determinadas espécies vegetais e por meio de sua atividade
metabdlica (producdo de acidos organicos, extrusdao de prétons, producdo de
fosfatases, entre outros) sdo capazes de solubilizar o fosfato, permitindo que seja
absorvido pelas plantas. A eficiéncia na solubilizacdo de fosfato que tais organismos
apresentam se deve a atividade de genes que codificam enzimas capazes de catalisar
algumas partes do processo, como a glicose desidrogenase e fosfatases &cidas e
alcalinas (JI et al., 2019; PRABHU; BORKAR; GARG; 2019).

Entre as BPCP ja descritas, se encontra o género Paraburkholderia,
reclassificado de Burkholderia, que engloba espécies ambientais usualmente
relatadas quanto a sua versatilidade metabdlica, incluindo espécies fixadoras de N,
degradadoras de xenobidticos e solubilizadoras de fosfato (BERNABEU et al., 2018;
LEE et al., 2019; GAO et al., 2019).

Estudos anteriores na regido dos Campos Gerais do Parana, identificaram a
presenca de espécies de Paraburkholderia spp. associadas a leguminosas nativas da
regido, incluindo a descricdo da nova espécie de P. guartelaensis, denominada em
homenagem ao seu local de origem (PAULITSCH et al., 2019a).

Dentre esses isolados anteriores, esse trabalho identificou a atividade
solubilizadora de fosfato e tem em vista compreender melhor a relacdo ecolégica
estabelecida entre essas bactérias e suas plantas hospedeiras através da

disponibilizacéo de fésforo.



11

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O CICLO BIOGEOQUIMICO DO FOSFORO

O fésforo (P) é um elemento chave nos ecossistemas por ser componente de
biomoléculas essenciais como acidos nucleicos, lipideos e polissacarideos, dentre
outros. E considerado um macronutriente limitante para o crescimento e
desenvolvimento vegetal. As plantas requerem cerca de 30 pumol It de P no solo e, no
entanto, apenas cerca de 1 pumol It de P encontra-se disponivel para absorcdo
(OTEINO et al., 2015).

Uma vez estando no solo, o fosfato pode ser levado até rios e oceanos pelas
chuvas, onde os organismos aquaticos também irdo incorpora-lo em sua biomassa
pela absor¢cdo e alimentacdo. Os ions que ficam na agua podem ser depositados no
fundo do rio ou oceano, onde ir4 se acumular junto aos detritos de rocha que ali se
formam (rochas sedimentares). Com o passar dos anos (centenas ou milhares), essas
rochas podem se elevar, sofrer erosao e passar a fazer parte do solo, de onde esses
ions vieram originalmente (RODRIGUEZ ; FRAGA, 1999; LAPPALAINEN et al.,
2016).

O periodo em que os ions se depositam nas rochas sedimentares até que
retornem ao solo é conhecido como ciclo longo ou ciclo de tempo geoldgico; ja o
periodo em que os ions fosfato passam do solo para os organismos vivos e retornam
a ele é chamado de ciclo curto ou ciclo de tempo ecoldgico, no qual estao envolvidos
0S microrganismos solubilizadores e mineralizadores de fosfato (RUTTENBERG,
2003).

2.2 BACTERIAS PROMOTORAS DO CRESCIMENTO DE PLANTAS (BPCP)

Os microrganismos associados a espécies vegetais podem ser comensais, com
nenhuma funcdo reconhecida ao hospedeiro, podem desencadear efeitos positivos
(mutualistas) ou negativos (antagonistas), para uma dada espécie vegetal e condi¢ao
ambiental (HARDOIM et al., 2015). Quanto aos mutualistas, suas atividades benéficas
influenciam direta ou indiretamente a composi¢cao e produtividade de comunidades

vegetais, mesmo em condi¢bes ambientais adversas aos hospedeiros (WAGG et al.,
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2011; MENDES, 2013). Consequentemente, tais microrganismos S80 componentes
indispensaveis a sustentabilidade dos ecossistemas terrestres.

Bactérias promotoras do crescimento de plantas (BPCP) interagem de variadas
formas com determinada espécie de planta hospedeira, e sdo capazes de aumentar
a produtividade das mesmas por meio de diversas atividades, como aumento da
aquisicao de nutrientes, modulacédo hormonal, inibicdo do crescimento de patdégenos,
aumento da tolerancia a estresses abioticos, dentre outros (JI et al., 2019).

Em geral, as BPCP atuam em trés aspectos do crescimento vegetal: (1)
sintetizando compostos que modulam o desenvolvimento da planta hospedeira, como
fitormbnios (auxinas, citocininas e giberelinas), compostos inddlicos e enzimas
moduladoras (aminociclopropano-1-carboxilato/ACC desaminase); (2) facilitando a
aquisicdo de nutrientes e solubilizacdo de minerais (especialmente nitrogénio e
fésforo); (3) prevenindo ou reduzindo a incidéncia de fitopatégenos (pela producéo de
enzimas, sideréforos e cianeto) (RAAIJMAKERS et al., 2009; HAYAT et al., 2010).
Tais bactérias incluem diversos géneros de diferentes habitats, que apresentam
grande diversidade funcional, ecolégica e fisioldgica, compondo parte relevante da
biota da rizosfera e do solo (CHAUHAN et al., 2015).

Véarios géneros de bactérias ja foram descritos como BPCP, entre eles
encontram-se: Pseudomonas, Burkholderia/Paraburkholderia, Bacillus,
Bradyrhizobium, Rhizobium, Gluconacetobacter, Herbaspirillum e Azospirillum
(GLICK, 1995; DOBBELAERE et al., 2003; LUGTENBERG ; KAMILOVA, 2009).

2.2.1 Microrganismos solubilizadores e mineralizadores de fosforo

O fosfato esta presente no solo de duas formas, fosfato organico, oriundo da
matéria organica decomposta, e fosfato inorganico, originado das rochas. Grupos de
microrganismos atuam por meio de diferentes mecanismos na solubilizacdo do P

inorganico e mineralizacéo do P organico (Figura 1).
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Figura 1. Mecanismos de solubilizagdo/mineralizacéo de fosfato em bactérias. (1) Secre¢éo de ions
H*, onde a bactéria nédo precisa produzir um acido, por exemplo, durante a assimilagdo de aménia no
ciclo do nitrogénio a bactéria acaba liberando prétons para o meio. (2) O acido produzido pela bactéria
interage com o0 metal associado ao fosfato, liberando o mesmo. Isto pode ocorrer na forma de quelantes
(A) onde se forma um complexo do acido com o metal, ou (B) na acidificagéo do meio. (3) Producéo de
exopolissacarideos (EPS) em resposta a estresse bacteriano, que promove uma solubilizagédo de
fosfato indireta, onde esses metabdlitos secundéarios se ligam aos metais liberando fosfato. (4) A
producéo de sider6foros, moléculas que possuem alta afinidade por Fe, separando-o do fosfato. (5) As
fosfatases hidrolisam os compostos organicos liberando fosfato.

==
\—

Cay(PO,),

/\I

(R-H,PO,)

Fonte: modificado de Prabhu; Borkar; Garg, 2019.

Atualmente reconhecemos como principal mecanismo de solubilizagdo de
fosfato a producdo de acidos organicos, que resulta na acidificacdo da célula
microbiana e seus arredores (Figura 1, item 2) (YADAV et al.,, 2015). Os
microrganismos solubilizadores usualmente produzem os &cidos acético, férmico,
oxalico, succinico, malico, citrico, glucdnico, dentre outros. Este ultimo vem sendo
considerado de maior importancia no processo de solubilizagcdo de fosfato por
bactérias e arqueias (YADAV et al., 2015; ALAYAR et al., 2019; LIANG et al., 2020).

Substancias quelantes de cétions (Ca, Fe e Al), como acidos humico e falvico,
e acidos inorganicos, como sulfurico e nitrico também sao eficazes na solubilizacédo
de fosfato inorganico. Também, a producdo de exopolissacarideos (EPS) e
sideroforos (substancias com afinidade a Fe) microbianos podem ter influéncia indireta
na solubiliza¢do, porém esses mecanismos ainda ndo estdo detalhados (PRABHU;
BORKAR; GARG, 2019).
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Com relacdo a mineralizacdo do P, a decomposicdo de matéria organica no
solo é realizada pela acdo de numerosos organismos saprofitos, que realizam a
liberacdo de ortofosfato radical da estrutura de carbono. Para que o P solluvel esteja
disponivel no solo, é necesséria a atividade enzimética da fosfatase microbiana
(Figura 1), que hidrolisa o P organico em P inorganico (MCGRATH et al., 1995;
PRABHU; BORKAR; GARG, 2019).

A mineralizacdo desses compostos é realizada por meio da acdo de varias
fosfatases, que séo classificadas como acidas ou alcalinas de acordo com o pH em
gue apresentam suas atividades cataliticas. As reacdes de desfosforilacdo envolvem

a hidrdlise das ligacdes fosfodiester ou fosfoanidreto. (ROSSOLINI et al., 1998).

2.2.2 Aspectos genéticos da solubilizagdo/mineralizagéo de fosfato

No metabolismo de solubilizacdo de fosfato séo relatados na literatura alguns
genes com produtos chave para essas captacOes e transformacdes moleculares.
Dentre eles, estdo os genes gcd, que codifica a glicose desidrogenase (RODRIGUEZ,
2006; LIANG, 2020; RAWAT et al., 2020; YADAV et al., 2020; YOU et al., 2020)
também relacionado a producdo de &cido gluconico, que tem papel essencial na
solubilizac&o de fosfatos inorganicos (SANTOS-TORRES et al., 2021).

Na solubilizacdo de fosfatos organicos temos a presenca de fosfatases
alcalinas, vindas dos genes phoA e phoD (APEL et al., 2007; LIANG et al., 2020;
SANTOS-TORRES et al.,, 2021), fosfatases acidas, relacionadas ao gene phoC
(APEL, et al. 2007; FRASER, et al. 2016) e por fim fosfonatases, responsaveis pela
clivagem entre C-P, resultante do gene phnX (DUMORA, 1997). A Tabela 1 mostra
uma selecdo de genes relacionados a solubilizacdo de fosfato encontrados na

literatura.
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Quadro 1: Principais grupos de enzimas bacterianas envolvidas na solubilizacdo de fosfato, segundo

dados da literatura. Os nomes dos genes que codificam as enzimas podem variar de acordo com a
espécie bacteriana.

Referéncias

Enzimas que catalisam a hidrolise de esteres e anidros de &cido fosforico que fazem a

mineralizacéo de fosfato

ROSSOLINI et al., 1998; APEL et al., 2007; FRASER et

al., 2016; LIANG et al., 2020; RAWAT et al., 2020;
SANTOS-TORRES et al., 2021,

Enzimas envolvidas na producéo de &cido glucénico

RODRIGUEZ; FRAGA, 1999;

RODRIGUEZ et al., 2006; PEREZ et al., 2007;
LIDBURY et al., 2016; LYER et al., 2019;

RAWAT et al., 2020; ALAYAR et al.,2020;
LIANG, et al. 2020; YADAV et al., 2020;

SILVA et al., 2021; KOUR et al., 2021,
SANTOS-TORRES et al., 2021,

Enzimas relacionadas a sinalizagéo e transporte de fosfato (Pi)

RODRIGUEZ et al.,1999; APEL et al., 2007;
LIDBURY et al., 2016; SILVA et al., 2021,
LIU et al., 2020; YOU et al., 2020; ZENG et al. 2017.

Enzimas envolvidas no catabolismo de polifosfatos

Genes Produtos
aphA,
oplA, Fosfatase acida
phoC
phoD,
phoX, Fosfatase alcalina
phoA
cd Glicose
9 desidrogep=ce
Pirroloquinolina
Paa guinona
gnl gluconolactonase
nd 6 fosfogluconato
9 desidrogenase
Complexo de
PSISCAB transporte de Pi
Sistema de
phoUBR sinalizacéo de Pi
ppk Polifosfato quinase
ppXx Exopolifosfatase

CARDONA et al., 2002; MULLAN et al., 2002;
SILVA et al., 2021;

2.3 O GENERO PARABURKHOLDERIA

Varias espécies do género Paraburkholderia sdo classificadas como BPCP.

Esse género é resultado da reclassificagdo de Burkholderia lato sensu (l.s.).

Burkholderia |.s. caracteriza-se por ser cosmopolita e metabolicamente versatil

(COMPANT et al., 2008), abrigando espécies ambientais e patdgenos de humanos e
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animais, sendo bastante conhecida e estudada devido a sua importancia clinica
(VANDAMME; COENYE, 2004; BALDER et al., 2010).

Estrada-De Los Santos et al. (2013), em estudo filogenémico de bactérias do
género Burkholderia, observaram que o género poderia ser dividido em dois grupos e
que tal classificacdo acompanhava caracteristicas ecolOgicas e fenotipicas das
espécies analisadas. Sawana et al. (2014) e Dobritsa; Samadpour (2016) propuseram
a transferéncia de todas as espécies ambientais (inclusive os beta-rizobios) para os
novos géneros Paraburkholderia e Caballeronia, enquanto as espécies reconhecidas
como patdgenos de plantas e animais permaneceriam como género Burkholderia.

Bactérias do género Paraburkholderia sdo usualmente relatadas quanto a sua
versatilidade metabdlica, compreendendo espécies fixadoras de N associativas
(BERNABEU et al., 2018) e endossimbidticas (PAULITSCH et al., 2019b, 2020);
degradadoras de xenobiéticos (LEE; JEON et al., 2019); solubilizadoras de fosfato
(GAO et al., 2019), dentre outras atividades de grande importancia ambiental. E
importante salientar que a eficiéncia na atividade solubilizadora de fosfato é
usualmente atribuida a espécies associativas de BPCP do género e nao a
endossimbidticas (rizobios).

Genes de viruléncia, relacionados a patogenia em animais e vegetais, nao
foram detectados em Paraburkholderia, porém estudos para averiguar a possibilidade
da presenca ou obtencao via THG desses genes ainda séo escassos. Angus et al.
(2014) demonstraram que as espécies que realizam relagées simbidticas com plantas
nNAo possuem 0s genes necessarios para desencadear patogenia em mamiferos. No
entanto, recomenda-se que, para a utilizacdo de espécies com finalidades
biotecnolégicas, estudos devem ser realizados para analisar o potencial patogénico
das mesmas (KAUR et al., 2016).

Os determinantes genotipicos da versatilidade ecoldgica de Paraburkholderia
sdo atribuidos ao tamanho de seus genomas e distribuicdo das sequencias de
insercao, que favorecem sua adaptabilidade (O’SULIVAN, 2005; VIO et al., 2020;
PAULITSCH et al., 2021).
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2.4 RIZOBIOS DO GENERO PARABURKHOLDERIA

Apesar do nitrogénio (N) ser o principal constituinte da atmosfera, 0 mesmo se
encontra em sua forma molecular, inerte para a maioria dos seres vivos. Algumas
espécies de procariotos, denominados diazotroéficos, realizam a conversao enzimatica
do N2 em amoénia, passivel de assimilacdo pelas plantas, em um processo
denominado fixacao biolégica de nitrogénio (FBN).

Os microrganismos diazoétroficos podem estabelecer diferentes niveis de
interacdo0 com espécies vegetais. Dentre 0s mesmos estdo 0s rizobios, grupo
filogeneticamente diverso de bactérias diazotroficas do solo que tem a habilidade de
formar nddulos radiculares e fixar N atmosférico em associa¢des endossimbidticas
com plantas da familia Fabaceae (= Leguminosae) (WANG et al., 2011; TAULE et al.,
2012).

Atualmente, reconhece-se que 0s rizobios pertencem a duas classes distintas
de Proteobacteria: Alfaproteobacteria e Betaproteobacteria sendo chamados
respectivamente de alfa-rizobios e beta-rizobios (WANG et al., 2011; TAULE et al.,
2012). Os alfa-rizobios incluem os rizobios classicos, reconhecidos e estudados a
cerca de 130 anos, especialmente por sua interacdo com espécies vegetais de
importancia agricola e séo distribuidos em varios géneros (Rhizobium,
Bradyrhizobium, Sinorhizobium, Mesorhizobium, Allorhizobium, Ensifer, entre outros).
Os beta-rizobios foram descritos apenas no inicio do século XXI e séo relatados como
simbiontes de espécies nativas de leguminosas (MOULIN et al., 2001). Atualmente os
beta-rizobios encontram-se classificados nos géneros Paraburkholderia, Cupriavidus
e Trinickia (VANDAMME ; COENYE, 2004; ESTRADA-DE LOS SANTOS et al., 2013;
DOBRITSA ; SAMADPOUR, 2016).

O conhecimento sobre a diversidade, ecologia e aspectos evolutivos dos beta-

rizébios ainda séo preliminares quando comparados aos rizébios classicos.

2.4.1 Diversidade de Paraburkholderia noduliferas dos Campos Gerais do Parana

Na América do Sul, riz6bios do género Paraburkholderia foram
predominantemente isolados no Brasil, associados com espécies endémicas e nativas

de Mimosa spp., nos biomas Cerrado e Caatinga, sendo consideradas os seus
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simbiontes preferenciais (DOS REIS et al., 2010; SIMON et al., 2011). Estudos
envolvendo o isolamento de Paraburkholderia de diversas espécies de Mimosa no
Brasil sugerem que a associagao intima entre ambas é resultado de um evento de
coevolucao e diversificacdo, sendo o Brasil um centro de diversidade de ambos os
simbiontes (BONTEMPS et al., 2010; DOS REIS et al., 2010; MOULIN et al., 2015;
PAULISTSCH et al., 2019a; KLEPA et al., 2021).

Estudos prévios indicam que os Campos Gerais do Parana possuem uma
diversidade Unica de Paraburkholderia noduliferas, associadas a plantas leguminosas
nativas/endémicas da regido (PAULTISCH et al., 2019a; PAULTISCH et al., 2019b;
KLEPA et al., 2021; PROTACHEVICZ et al., submetido). Paulitsch e colaboradores
(2019a) analisaram a diversidade genética baseada em filogenia do gene 16S rDNA,
DNA fingerprinting e MLSA de rizébios isolados de nodulos radiculares de Mimosa
gymnas, nativas do Parque Estadual do Guartela. Além do isolamento de P. nodosa,
0 estudo apontou que um grupo de estirpes néo foi classificada em nenhuma das
espécies conhecidas do género. Esse grupo foi posteriormente utilizado para a
descricdo da nova espécie P. guartelaensis, nomeada em homenagem ao seu local
de isolamento (PAULTISCH et al., 2019b).

Klepa et al. (2021) indicam possivel ocorréncia de outras novas espécies de
Paraburkholderia em estudo sobre a diversidade genética de simbiontes de M.
micropteris e M. paranapiacabae, amostradas no Parque Estadual de Vila Velha e
Parque Estadual do Guarteld, respectivamente.

Tais resultados apontam que, além da ja reconhecida diversidade e endemismo
de espécies de plantas da familia Fabaceae nos Campos Gerais do Parand, também
existe muita novidade dentre os rizébios cognatos em condi¢des naturais.

Uma dessas novidades foi o isolamento inédito de beta-rizdbios de plantas do
género Desmodium, nativas de diferentes unidades de conservacdo dos Campos
Gerais. Protachevicz et al. (submetido) analisaram a diversidade de rizébios isolados
de D. barbatum, D. incanum e D. discolor, descrevendo a ocorréncia de

Bradyrhizobium, Rhizobium e, de forma inédita, Paraburkholderia.
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3 JUSTIFICATIVA

O Brasil apresenta uma grande diversidade de beta-rizobios do género
Paraburkholderia, os quais séo principalmente encontrados em associacdo com
espécies endémicas e nativas de Mimosa, sendo considerado um reservatoério de
espécies simbidticas do género. Onze diferentes espécies de rizobios do género foram
primeiramente isolados no pais (P. mimosarum; P. guartelaensis; P atlantica; P.
nodosa; P. sabiae; P. phenoliruptrix; P. diazotrophica; P. piptadeniae; P. ribeironis; P.
franconis; P. youngii) das 21 descritas como simbiontes de leguminosas, reafirmando
a importancia da busca pelo entendimento destas espécies e seu papel nos
ecossistemas em que estado inseridas (Paulitsch et al., 2021).

Recentemente, Gao et al. (2019) descreveram a nova espécie P. phosphatilytica,
isolada de solos florestais da China, cujo home foi conferido em referéncia a sua
capacidade de solubilizacdo de fosfato. A mesma atividade foi descrita em estirpes
diazotroficas associativas de P. tropica, sendo reportada como mecanismo chave na
promocado de crescimento de diferentes espécies vegetais de importancia agricola
(BERNABEU et al., 2015).

Hainosz (2020) identificou em andlises preliminares, em alguns isolados de
Paraburkholderia dos Campos Gerais do Parana a habilidade de crescimento em pH
acido (3,0 a 4,5), a presenca de atividade solubilizadora de fosfato. Considerando
estes dados prévios obtidos pelo Laboratério de Biodiversidade da Universidade
Estadual de Ponta Grossa, e a associacdo destes microrganismos com plantas
pioneiras dos ecossistemas em que estdo inseridos, novos dados sobre estes isolados
poderdo fornecer uma maior compreensdo sobre a importancia ecologica das
interacdes planta-microrganismo em seus ambientes naturais, bem como representar

novas estratégias biotecnolédgicas sustentaveis para agroecossistemas.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Realizar a avaliacdo qualitativa, quantitativa e genética da capacidade de
solubilizacédo de fosfatos por estirpes de rizébios isolados de nédulos radiculares de

leguminosas nativas de Unidades de Conservacao dos Campos Gerais do Parana.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Identificar a capacidade de solubilizacédo de fosfatos inorganicos em rizébios nativos
dos Campos Gerais;

- Selecionar rizébios que foram eficientes nas andlises preliminares para ensaios
guantitativos;

- Verificar a correlacéo entre pH do meio extracelular com indices de solubilizacdo de
fosfato em placa e em meio liquido;

- Realizar andlise genbmica da atividade de solubilizacdo/mineralizacéo de fosfato no
género Paraburkholderia.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 MATERIAL BIOLOGICO

Para o presente estudo, foram utilizados rizébios dos géneros
Paraburkholderia, Bradyrhizobium e Rhizobium, isolados de plantas dos géneros
Mimosa e Desmodium nativas de diferentes unidades de conservagao dos Campos
Gerais (Tabela 2). A localizacdo geogréfica dos pontos de amostragem esti
apresentada na Figura 2 e os dados da caracterizacdo fisico-quimica dos solos
presentes na Tabela 3.

As estirpes foram depositadas na “Colegdo de culturas de microrganismos
multifuncionais” da Embrapa Soja (Londrina-PR) e foram previamente caracterizadas
filogeneticamente por taxonomia polifasica (PAULITSCH et al., 2019a; PAULITSCH et
al., 2019b; KLEPA et al., 2021; PROTACHEVICZ et al., submetido). As bactérias
(Tabela 2) foram repicadas de estoque em glicerol em meio de cultivo YM (0,5 g/L
K2HPO4,0,2 g/L MgS04.7H20, 0,1 g/L NaCl; 5 g/L manitol, 0,4 g/L extrato de levedura,
17 g/L &gar e 10 ml vermelho congo) (VINCENT, 1970) previamente armazenadas no

Laboratorio de Biodiversidade da Universidade Estadual de Ponta Grossa.
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Quadro 2: Estirpes de rizébios isolados de nédulos radiculares de Mimosa spp. e Desmodium spp.
nativos dos Campos Gerais do Parana.

Estirpe | Local de coleta®
Simbiontes de D. barbatum?
Paraburkholderia sp. CNPSo 3509 VV1
Paraburkholderia sp. CNPSo 3474 PC2
Paraburkholderia sp. CNPSo 3479 FG1
Paraburkholderia sp. CNPSo 3480 FG1
Bradyrhizobium sp. CNPSo 3503 FG1
Bradyrhizobium sp. CNPSo 3504 PC1
Bradyrhizobium sp CNPSo 3512 PC1
Bradyrhizobium sp CNPSo 3588 FG1
Rhizobium sp. CNPSo 3586 FG1
Rhizobium sp. CNPSo 3476 PC2
Simbiontes de M. gymnas?®

P. nodosa CNPSo 3006* G3

P. nodosa CNPSo 3011 G1

P. nodosa CNPSo 2998* G1

P. nodosa CNPSo 3009 G2

P. nodosa CNPSo 3019 G1

P. nodosa CNPSo 3186 G3

P. nodosa CNPSo 3032 G3

P. guartelaensis CNPSo 3008" G2
P. guartelaensis CNPSo 3016 G2
P. guartelaensis CNPSo 3023 G2
P. guartelaensis CNPSo 2995 G3
P. guartelaensis CNPSo 3003* G2
P. guartelaensis CNPSo 3248 G3
Paraburkholderia sp. CNPSo 3247 Gl
Paraburkholderia sp. CNPSo 3241 Gl
Paraburkholderia sp. CNPSo 3010 G3

Simbiontes de M. micropteris*
Paraburkholderia sp. CNPSo 3034 VV2
Paraburkholderia sp. CNPSo 3057 VV2
Paraburkholderia sp. CNPSo 3058 VV2
Paraburkholderia sp. CNPSo 3077 VV2
Paraburkholderia sp. CNPSo 3076* VV2
Simbiontes de M. paranapiacabae*

Paraburkholderia sp. CNPSo 3281* G3
Paraburkholderia sp. CNPSo 3274 G3
Paraburkholderia sp. CNPSo 3268 G3
Paraburkholderia sp. CNPSo 3270 G3
Paraburkholderia sp. CNPSo 3272 G3
Paraburkholderia sp. CNPSo 3273 G3
Paraburkholderia sp. CNPSo 3278 G3

10s pontos de coleta podem ser identificados na Figura 2.2Maiores informagGes sobre as estirpes disponiveis em Protachevicz
et al., submetido. *Maiores informagdes sobre as estirpes disponiveis em Paulitsch et al, 2019a; Paulitsch et al, 2019b “Maiores
informagdes sobre as estirpes disponiveis em Klepa et al., 2021. *Estirpes de destaque em solubilizag¢éo de fosfato.
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Figura 2: Localizacdo geografica dos pontos de coleta de plantas leguminosas nativas dos Campos
Gerais, hospedeiras dos microrganismos estudados.
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5.2 AVALIACAO DA CAPACIDADE DE SOLUBILIZACAO EM MEIO SOLIDO

As bactérias foram inoculadas em meio YM liquido, até atingirem DOeoo entre
0,7 e 0,8 (600 nm). Aliquotas de 10 uL foram transferidas para placas de Petri
contendo meio solido NBRIP (10 g/L glicose, 5 g/L MgCl2..6H20, 0,25 g/L
MgSOa4.7H20, 0,2 g/L KCI, 0,1 g/L (NH4)2S0O4) (NAUTIYAL, 1999) acrescido das
seguintes fontes de fosfato: Cas(POa4)2, FePO4e AlIPO4 (todas a uma concentragao de
5 g/L) e este ultimo com dois valores de pH distintos de 4,5 e 7,0 (MARRA, et al. 2012).
As placas de Petri inoculadas contendo as diferentes fontes de fosfato foram
incubadas a 28°C por 21 dias em BOD (logen scientific).

Apos 3, 7, 15 e 21 dias de incubacéao, avaliou-se a capacidade de solubilizagéao
de fosfato pelo indice de solubilizacdo (IS), que consiste na razdo entre o diametro do

halo e o diametro das colénias. O experimento foi realizado em triplicata.
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5.3 INFLUENCIA DA FONTE DE C NA SOLUBILIZACAO DE FOSFATO

Para as andlises seguintes, foram selecionadas as bactérias caracterizadas
como mais eficientes para solubilizacéo de fosfato, ou seja, as que apresentarem 0s
maiores valores de IS em menor tempo.

As bactérias foram cultivadas em meio NBRIP + Cas(POa4)2 (que originalmente
contem 10 g/L de glicose) com as seguintes modificacbes: 40 g/L de glicose
(BATISTA, et al, 2018) substituicdo da glicose por 10 g/L de manitol; substituicdo da
glicose por 10 g/L de sacarose. Apos 3, 7, 15 e 21 dias de incubacéao, avaliou-se a
capacidade de solubilizacdo de fosfato pelo IS. O experimento foi realizado em

triplicata.

5.4 AVALIACAO QUANTITATIVA DE SOLUBILIZACAO DE FOSFATOS E PH DO
MEIO DE CULTIVO

A quantificacdo dos niveis de fosforos soluveis foi realizada pelo método do
fosfomolibdato (MARRA et al., 2012) utilizando meio de cultivo liquido NBRIP
acrescido de Cas(POa4)2, FePO, ou AIPOg4, todos a 5 g/L como Unica fonte de P de
acordo com o fosfato a ser quantificado.

Inoculou-se 20 ml de meio NBRIP liquido acrescido da fonte de fosfato, com
0,2 ml de cultura bacteriana ajustadas entre DOsoo = 0,7 — 0,8 (600 nm).

Os cultivos foram incubados sob agitacéo, a 28°C por periodos de 3 e 7 dias.
As amostras foram centrifugadas a 1680 xg por 10 minutos e filtradas (papel Whatman
n°® 42). Aliquotas de 0,5 ml do filtrado foi misturado com 1 ml de solucdo mix de 125
ml de &cido sulflrico (12%), 75 ml de acido ascérbico (0,099 mol/L?), 37,5 ml de
molibdato de aménio (0,03 mol/L?) e 12,5 ml de tartarato de antimdnio-potassio
(4,1071 . 103 mol/L'Y) (MARRA et al., 2012) e 5 ml de &gua ultra pura. Apds 20
minutos, a intensidade da cor azul foi avaliada em espectrofotdmetro (Thermoscientific
GENESYS 50) a 880 nm e a quantidade de fosfato solubilizado foi calculado utilizando
uma curva padrao.

A curva padrao de fosfato foi preparada com fosfato de potassio monobasico
(KH2PO4), em oito concentracdes (1,2 mg/L, 2,4 mg/L, 4,8 mg/L, 6,0 mg/L, 8,0 mg/L,
10 mg/L, 12 mg/L, 14 mg/L). Todas as leituras em espectrofotdmetro foram realizadas

em triplicatas.
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Todas as andlises foram realizadas em triplicatas biolégicas e cada repeticao
bioldgica foi avaliada em triplicata experimental, sendo utilizado como controle, 0 meio
NBRIP liquido acrescido de Cas(POa4)2 FePO, ou AIPO4,todos a 5 g/L sem inoculagéo
das estirpes em estudo.

A capacidade de cada estirpe em solubilizar o fosforo foi determinada pela
diferenca entre a quantidade de fosforo sollvel encontrada no meio de cultura com a
bactéria inoculada e a quantidade presente no meio de controle.

O pH do sobrenadante foi medido nos mesmos periodos (3 e 7 dias) utilizando
medidor digital (KASVI-K39-1014B).

5.5 ANALISE ESTATISTICA

Para as andlises de solubilizacdo em meio solido, quantificacdo de
solubilizagcéo de fosfato em meio liquido, pH do cultivo liquido, e influéncia da fonte de
C na solubilizacdo, foram utilizados dados em triplicatas e comparados usando a
analise de variancia Scott-Knott (5%) no programa SISVAR 5.8 (FERREIRA, 2019).

Entre as analises de indice de solubilizagdo de fosfato (halo/coldénia) em meio
sélido, quantificacdo de fosfato solubilizado em meio liquido e pH dos meios de
cultura, foi feita correlacdo de Pearson, com o objetivo de indicar como as variaveis

estdo correlacionadas entre si. Foi utilizado software R (v. 4.1.0).

5.6 SEQUENCIAMENTO DO GENOMA DA ESTIRPE PARABURKHOLDERIA SP.
CNPSO 3281

O DNA total da estirpe selecionada Paraburkholderia sp. CNPSo 3281 foi
extraido usando o Kit DNeasy Blood and Tissue (Qiagen) seguindo instru¢cdes do
fabricante. A preparacédo da biblioteca gen6mica foi feita com o Nextera Kit XT de
acordo com as instrucdes do fabricante. O processamento da biblioteca genémica foi
realizado na plataforma MiSeq (lllumina) da Embrapa Soja, Londrina, Parana. O
esboco do genoma foi montado com o pipeline A5-MiSeq v.20140604. O genoma teve
seu tamanho estimado com RAST v.2.0 (Aziz et al. 2008) e confirmado com QUAST
v.2.0 (Guerevich et al, 2013). Para determinar o conteudo G+C do DNA da estirpe
Paraburkholderia sp. CNPSp 3281 foi usado QUAST (Gurevich et al. 2013). O genoma
foi depositado na plataforma RAST (https://rast.nmpdr.org/rast.cgi).
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5.7 ANALISE DE GENES RELACIONADOS A SOLUBILIZACAO DE FOSFATO EM
PARABURKHOLDERIA SPP. E FILOGENIA DAS ESPECIES SOLUBILIZADORAS
DO GENERGO.

Foram analisados os genomas de espécies de Paraburkholderia que
apresentaram relatos de solubilizacdo de fosfato, P. tuberum LMG 214447, P.
silvatlantica SRCL-318, P. unamae SCZa-39 (ANGUS, et al, 2013.), P. fungorum LMG
16225 T (OLIVEIRA-LONGATTI, et al, 2014), P. kururiensis LMG 19447 T (ESTRADA,
et al. 2012), P. phosphatilytica 7QSK02T (GAQ, et al. 2018), P. bryophila LMG 23644T,
P. megapolitana LMG 23650 T (VANDAMME, et al. 2007) e P. tropica Ppe8 (CASTRO-
GONZALLEZ, et al. 2011). Vale ressaltar que foram selecionadas para busca
gendmica as estirpes tipo de cada espécie e ndo necessariamente a estirpe que 0s
trabalhos relatavam como sendo solubilizadoras, com excecao para P. unamae e P.
silvatlantica que os genomas das estirpes tipo ndo estavam disponiveis em bancos de
dados.

Os genomas de P. nodosa BR3437T e P. guartelaensis CNPSo 3008" foram
incluidos na andlise devido a alta similaridade genética com estirpes de destaque
neste estudo (Paraburkholderia sp. CNPSo 3281; Paraburkholderia sp. CNPSo 3076;
P. nodosa CNPSo 3003; P. nodosa CNPSo 3006 e P. nodosa CNPSo 2998). Como a
estirpe Paraburkholderia sp. CNPSo 3281 possui classificacdo taxondmica ainda
contraditoria, podendo até mesmo representar uma nova espécie do género, seu
genoma foi sequenciamento no presente estudo conforme descrito no item 5.6.

A anotacao foi feita na plataforma RAST (https://rast.nmpdr.org/rast.cgi), onde
os genomas foram depositados e, pela ferramenta Genome Browser, com 0 nome dos
produtos e 0 dos genes de interesse. Para confirmacao dos resultados encontrados
foi feita verificacdo dos “enzyme comission number” (EC number) disponiveis na
plataforma Expasy (https://enzyme.expasy.org/). Alguns genes sdo mostrados pelo
RAST como hipotéticos, e por isso foi realizada nova busca pelas sequéncias no CDD
(Conserved Domains Database) do NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi), onde obtivemos mais
informacgdes sobre alguns dominios proteicos.

A busca foi focada em genes relacionados a solubilizacéo de fosfato registrados
na literatura para as estirpes estudadas neste trabalho e nas demais a analise voltou-

se para os genes gcd, codificador de glicose desidrogenase, pqq, codificador da
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pirrologuinolina quinona, phoUBR, um regulon para proteinas regulatérias da via de
sinalizacao de P, pstSCAB, um regulon do complexo de transporte de fosfato, ppk,
codificante da exopolifosfatase, ppx, que codifica a enzima polifosfato quinase, bem
como a presenca de fosfatases 4cidas e alcalinas.

Para alinhamento dos genomas e construcédo da arvore filogenética do gene
16S DNAr, foi utilizado o programa MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis,
v. 6.1), o algoritmo de Méxima Verossimilhanca e modelo Tamura 3-parametros
(TAMURA, 1992) com distribuicdo de G+l (TAMURA et al. 2013). O suporte estatistico
para as arvores foi avaliado por bootstrap (FELSENSTEIN, 1985) com 1000
repeticbes (HEDGES, 1992).
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6 SOLUBILIZACAO DE FOSFATOS POR RIZOBIOS DO GENERO
PARABURKHOLDERIA ISOLADOS DE LEGUMINOSAS NATIVAS DOS CAMPOS
GERAIS DO PARANA (BRASIL).

Resumo

Espécies vegetais sdo beneficiadas pela interagdo com microrganismos promotores do
crescimento de plantas que possuem a capacidade de solubilizar fosfatos inorgéanicos
em formas possiveis de assimilacdo. Rizébios do género Paraburkholderia isolados de
nddulos radiculares de leguminosas nativas dos Campos Gerais do Parana-Brasil foram
avaliados genética e fisiologicamente quanto a habilidade de solubilizacéo de Casz(POa)2
em meio NBRIP sélido, onde selecionou-se cinco estirpes que apresentaram maiores
indices de solubilizacao (1S), e nao foi identificada solubilizacdo de FePO4 e AIPO4, em
meio solido. Essas estirpes tiveram a solubilizacdo de Ca3(POas)2, FePO4 e AlIPO4
guantificadas em NBRIP liquido apresentando de 110,67 a 367,6 mg/L de fosfato
soluvel em NBRIP + Ca3(POa)2, de 1,42 a 4,49 mg/L em NBRIP + FePOs e de 3,15 a
6,17 mg/L NBRIP + AIPO4, em sete dias de incubacdo, acompanhados de acidificacao
do pH do meio. Observou-se correlacdo negativa entre acidificacdo do meio e
guantidade de P solubilizado em meio liquido, diferentemente do IS em meio solido.
Essas cinco estirpes de Paraburkholderia selecionadas também foram cultivadas em
NBRIP+Cas3(PO4)2 com diferentes fontes de carbono, onde os melhores IS foram
obtidos com glicose em relagcdo ao manitol e sacarose. Foi realizado o sequenciamento
e anotacao do genoma da estirpe Paraburkholderia sp. CNPSo 3281 bem como analise
in silico de genes relacionados a solubilizacdo de fosfato de espécies solubilizadoras
do género, incluindo P. nodosa e P. guartelaensis. Verificou-se uma relacao entre
presenca/auséncia de genes e filogenia das Paraburkholderia avaliadas. Foram
identificados genes codificadores de enzimas atuantes na producdo de acidos
organicos, como gcd-pqq, para glicose desidrogenase dependente de pirroloquinolina,
gue estad envolvida na sintese de acido gluconico. A solubilizacdo de fosfato por
bactérias do género Paraburkholderia pode estar relacionada a maior tolerancia a pH
acido, considerando a implicacdo da producdo de acidos organicos nesse processo.
Fica claro a versatilidade metabdlica de estirpes nativas de Paraburkholderia e sua
implicacéo na sustentabilidade de ecossistemas terrestres, adaptabilidade de espécies
vegetais, e sua potencial viabilidade biotecnolégica.

Palavras-chave: Paraburkholderia; BPCP; gendmica; solubilizacdo de fosfato
inorganico

6.1 INTRODUCAO

As espécies vegetais interagem com bactérias promotoras do crescimento de
plantas (BPCP), grupo de procariotos taxonomicamente diverso que coloniza uma
espécie hospedeira e séo capazes de estimular a produtividade das mesmas por meio

de diversas atividades, como aumento da aquisi¢cao de nutrientes (especialmente P e
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N), modulacdo hormonal, inibicdo do crescimento de patdgenos, aumento da
tolerancia a estresses abidticos, dentre outros (JI et al., 2019).

O termo BPCP envolve diversos géneros de diferentes habitats que
apresentam grande diversidade funcional, ecoldgica e fisiolégica (CHAUHAN et al.,
2015) e compBem parte indispensavel da microbiota da rizosfera e do solo.

Uma das mais notdrias atividades promotoras do crescimento é a solubilizacéao
de fosfato. Isso porque o fésforo (P) € um componente de biomoléculas essenciais e,
portanto, € um macronutriente limitante para o crescimento e desenvolvimento
vegetal. Mesmo estando presente nos solos, se apresentam como ions fosfato
associados a metais ou a compostos organicos, ndo passivel de assimilacdo pelas
espécies vegetais (OTEINO et al., 2015).

Grupos de microrganismos atuam por meio de mecanismos distintos na
solubilizacdo do P, e em bactérias tem-se conhecimento da producdo de acidos
organicos (YADAV et al.,, 2015), producdo de exopolissacarideos, sideroforos e
secrecao de ions H* (PRABHU, et al. 2019) para solubilizagédo de fosfato inorganico e
a producao de fosfatases acidas ou alcalinas para mineralizacdo de fosfato organico
(ROSSOLINI et al., 1998; PRABHU et al., 2019).

Alguns dos genes bacterianos reconhecidamente envolvidos nesse processo
sdo: o gcd codificante para glicose desidrogenase, e seu cofator, a pirroloquinolina
quinona, codificada pelo gene pqq, que atuam na via de oxida¢ao da pentose, tendo
como um residuo metabdlico, o acido gluconico, tido como principal acido produzido
na solubilizacédo de fosfato (LIU et al., 1992; RAJKUMAR et al., 2019); pstSCAB que
codifica um complexo de transporte de fosfato, que é utilizado quando as células
necessitam de fosfato; phoUBR operon regulador da sinalizacao de fosfato, que induz
a producao de fosfatases em caso de auséncia de fosfato no meio (RODRIGUEZ et
al., 1999); ppk que codifica a polifosfato quinase, atuante na fosforegulacdo oxidativa,
para a formacéao de polifosfato (MULLAN et al., 2002) e ppx uma exopolifosfatase que
atua na hidrolise de polifosfato, (YOU et al., 2020; SANTOS-TORRES et al., 2021;
SILVA et al., 2021).

Vérias espécies do género Paraburkholderia sdo classificadas como BPCP,
usualmente relatadas quanto a sua versatilidade metabdlica, compreendendo
espécies fixadoras de N associativas (BERNABEU et al., 2018) e endossimbidticas
(rizobios) (PAULITSCH et al., 2019b, 2020); degradadoras de xenobioticos (LEE ;

JEON. et al.2019) e inclusive com habilidade de solubiliza¢cdo de fosfato, como P.
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phosphatilytica (GAO et al., 2019) P. tuberum, P. silvatlantica, P. unamae (ANGUS et
al.,, 2013.), P. fungorum (OLIVEIRA-LONGATTI et al.,, 2014), e P. kururiensis
(ESTRADA et al., 2012). De fato, algumas espécies sdo multifuncionais por integrarem
diferentes habilidades na promocéao do crescimento de plantas.

O Brasil € um centro de diversidade do género Paraburkholderia e estudos
prévios indicam que os Campos Gerais do Parana possuem uma diversidade Unica
de Paraburkholderia  noduliferas, associadas a plantas leguminosas
nativas/endémicas da regidao (PAULTISCH et al., 2019a; PAULTISCH et al., 2019b;
KLEPA et al., 2021; PROTACHEVICZ et al., submetido). Analises preliminares com
isolados de Paraburkholderia dos Campos Gerais do Parana indicaram atividade
solubilizadora de fosfato e elevada tolerancia a pH &cidos (HAINOSZ, 2020). Novos
dados sobre essa habilidade metabdlica destes microrganismos séo necessarios para
uma compreensdo maior da importancia ecologica das interacfes planta-
microrganismo nesses ambientes.

O presente estudo descreve a habilidade em solubilizar fosfatos inorgéanicos
por estirpes de rizdbios isolados de nddulos radiculares de leguminosas nativas de
Unidades de Conservacdo dos Campos Gerais do Parana, Brasil. Os resultados das
analises iniciais apontaram uma maior eficiéncia de bactérias do género
Paraburkholderia, que foram utilizadas para maior detalhamento fenotipico e

gendmico do processo.

6.2 MATERIAL E METODOS

6.2.1 Avaliacdo da capacidade de solubilizagdo em meio sélido

Para o presente estudo, foram utilizados rizébios dos géneros
Paraburkholderia, Bradyrhizobium e Rhizobium. As estirpes foram depositadas na
“Colecao de culturas de microrganismos multifuncionais” da Embrapa Soja (Londrina-
PR). As bactérias (Tabela 2) foram obtidas de estoque em glicerol e em meio de cultivo
YM (0,5 g/L K2HPO4,0,2 g/L MgS04.7H20, 0,1 g/L NaCl; 5 g/L manitol, 0,4 g/L extrato
de levedura, 17 g/L agar e 10 ml vermelho congo) (VINCENT, 1970) previamente
armazenadas no Laboratorio de Biodiversidade da Universidade Estadual de Ponta

Grossa.
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As bactérias foram inoculadas em meio YM liquido, até atingirem DOeoo entre
0,7 e 0,8 (600 nm). Aliquotas de 10 pL foram transferidas para placas de Petri
contendo meio solido NBRIP (10 g/L glicose, 5 g/L MgCl2..6H20, 0,25 g/L
MgS04.7H20, 0,2 g/L KCI, 0,1 g/L (NH4)2SO4) (NAUTIYAL, 1999) acrescido das
seguintes fontes de fosfato: Cas3(POa4)2 FePO4 ou AlIPO4 (todas a uma concentragéo
de 5 g/L), e este ultimo com dois valores de pH distintos de 4,5 e 7,0 (MARRA, et al.
2012). As placas de Petri inoculadas contendo as diferentes fontes de fosfato foram
incubadas a 28°C por 21 dias em BOD (logen scientific).

Apos 3, 7, 15 e 21 dias de incubacéo, avaliou-se a capacidade de solubilizac&o
de fosfato pelo indice de solubilizacdo (IS), que consiste na razéo entre o diametro do

halo e o diametro das colbnias. O experimento foi realizado em triplicata

6.2.2 Avaliacdo quantitativa de solubilizacdo de fosfatos e pH do meio de cultivo

A gquantificacdo dos niveis de fésforos solUveis foi realizada pelo método do
fosfomolibdato (MARRA et al., 2012) em meio de cultivo liquido NBRIP acrescido de
Cas(POa4)2, FePO4e AIPO4 (5 g/L) como Unica fonte de P, onde 20 ml de meio NBRIP
liquido foram incubados com 0,2 ml de cultura bacteriana ajustadas entre DOegoo 7,0 €
8,0 (600 nm), mantidos em agitacéo por 7 dias a 28°C.

Aos periodos de 3 e 7 dias, o sobrenadante das amostras foram retirados e
analisados pelo método do fosfomolibdato (MARRA et al., 2012) em
espectrofotdmetro (thermoscientific GENESYS 50) a 880 nm e a quantidade de fosfato
solubilizado foi calculado pela curva padrdo. A curva padrao de fosfato foi preparada
com fosfato de potassio monobasico (KH2PO4), em oito concentra¢des. Todas as
leituras em espectrofotometro foram realizadas em triplicatas.

O pH do sobrenadante foi medido nos mesmos periodos (3 e 7 dias) por
medidor digital (KASVI-K39-1014B).

Todas as analises foram realizadas em triplicatas bioldgicas e cada repeticéo
bioldgica foi avaliada em triplicata experimental, e foi considerado como controle, o
meio NBRIP liquido acrescido de fosfato de calcio (5g/L) sem microrganismos.

A capacidade de cada estirpe para solubilizar o fésforo foi determinada pela
diferenca entre a quantidade de fosforo soluvel encontrada no meio de cultura com a

bactéria inoculada e a quantidade presente no meio controle.
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6.2.3 Influéncia da fonte de C na solubilizacdo de fosfato

Para as andlises seguintes, foram selecionadas as bactérias caracterizadas
como mais eficientes para solubilizagdo de fosfato, ou seja, as que apresentarem o0s
maiores valores de IS em menor tempo.

As bactérias foram cultivadas em meio NBRIP + Cas(POa)2 (que originalmente
contem 10 g/L de glicose) com as seguintes modificacdes: 40 g/L de glicose (BATISTA
et al., 2018) substituicdo da glicose por 10 g/L de manitol; substituicdo da glicose por
10 g/L de sacarose. Apos 3, 7, 15 e 21 dias de incubacéo, avaliou-se a capacidade de
solubilizac&o de fosfato pelo indice de solubilizacdo (IS), que consiste na razdo entre

o diametro do halo e o diametro das colonias. O experimento foi realizado em triplicata.

6.2.4 Sequenciamento de genoma da estirpe Paraburkholderia sp. CNPSo 3281

O DNA total da estirpe selecionada CNPSo 3281 foi extraido usando o Kit
DNeasy Blood and Tissue (Qiagen) seguindo instru¢des do fabricante. A preparacao
da biblioteca gendmica foi feita com o Nextera Kit XT de acordo com as instrugdes do
fabricante. O processamento da biblioteca genbémica foi realizado na plataforma
MiSeq (lllumina) da Embrapa Soja, Londrina, Parana. O esbo¢co do genoma foi
montado com o pipeline A5-MiSeq v.20140604. O tamanho do genoma estimado com
RAST v.2.0 (Aziz et al. 2008) e confirmado com QUAST v.2.0 (Guerevich et al., 2013).
As comparacdes ANI (average nucleotide identity) foram avaliadas com calculadora
(disponpivel em https://enveomics.ce.gatech.edu/ani/). Para a estimativa de
hibridizacdo DNA-DNA foi usado um método bioinformética digital que permite
comparacdes in silico de HDD (Meier-Kolthoff et al. 2013,2014). Todos os valores em
pares com as espécies mais proximas foram estimados por GGDC v2.1 usando a
Formula 2 recomendada (https ://ggdc.dsmz.de/distc alc2.php). Para determinar o
conteudo G+C do DNA da estirpe Paraburkholderia sp. CNPSp 3281 foi usado QUAST
(Gurevich et al.,, 2013). O genoma foi depositado na plataforma RAST
(https://rast.nmpdr.org/rast.cgi).

6.2.5 Andlise de genes relacionados a solubilizagéo de fosfato em Paraburkholderia e
filogenia das espécies solubilizadoras do género.

Foram analisados 0os genomas de espécies de Paraburkholderia que

apresentaram relatos de solubilizacdo de fosfato, P. tuberum LMG 214447, P.
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silvatlantica SRCL-318, P. unamae SCZa-39 (ANGUS et al., 2013.), P. fungorum LMG
16225 T (OLIVEIRA-LONGATTI et al., 2014), P. kururiensis LMG 19447 T (ESTRADA
et al., 2012), P. phosphatilytica 7QSK02" (GAO et al., 2019), P. bryophila LMG 23644
T, P. megapolitana LMG 23650 T (VANDAMME et al., 2007) e P. tropica Ppe8
(CASTRO-GONZALLEZ et al., 2011). Vale ressaltar que foram escolhidos para busca
gendmica as estirpes tipo de cada espécie e ndo necessariamente a estirpe que 0s
trabalhos relatavam como sendo solubilizadoras, com excegao para P. unamae e P.
silvatlantica que os genomas das estirpes tipo ndo estavam disponiveis em bancos de
dados.

Quanto a escolha de andlise dos genomas de P. nodosa BR3437T e P.
guartelaensis CNPSo 3008, foi motivada pela alta similaridade genética com as
estirpes de destaque neste estudo (Paraburkholderia sp. CNPSo 3281,
Paraburkholderia sp. CNPSo 3076; P. guartelaensis. CNPSo 3003; P. nodosa CNPSo
3006 e P. nodosa. CNPSo 2998). Como a estirpe Paraburkholderia sp. CNPSo 3281
possui classificagdo taxonémica ainda contraditéria, podendo até mesmo representar
uma nova espécie do género, seu genoma foi sequenciamento no presente estudo
conforme descrito no item 5.7

A anotacdao foi feita na plataforma RAST (https://rast.nmpdr.org/rast.cgi). Para
confirmacédo dos resultados encontrados foi feita verificacdo dos “enzyme comission
number” (EC number) disponiveis na plataforma Expasy (https://enzyme.expasy.org/).
Alguns genes sdo mostrados pelo RAST como hipotéticos, e por isso foi realizada
nova busca pelas sequéncias no CDD (Conserved Domains Database) do NCBI
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi) onde  obtivemos  mais
informacdes sobre alguns dominios proteicos.

A busca foi focada em genes relacionados a solubilizagéao de fosfato registrados
na literatura para as estirpes estudadas neste trabalho e nas demais, a analise voltou-
se para os genes gcd, codificador de glicose desidrogenase, pqq, codificador da
pirroloquinolina quinona, phoUBR, um regulon para proteinas regulatérias da via de
sinalizacao de P, pstSCAB, um regulon do complexo de transporte de fosfato, ppk,
codificante da exopolifosfatase, ppx, que codifica a enzima polifosfato quinase, bem
como a presenca de fosfatases acidas e alcalinas.

Para alinhamento dos genomas e construcdo da arvore filogenética do gene
16S DNAr, foi utilizado o programa MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis,

v. 6.1), o algoritmo de Méxima Verossimilhanca e modelo Tamura 3-parametros
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(TAMURA, 1992) com distribuicdo de G+l (TAMURA et al. 2013). O suporte estatistico
para as arvores foi avaliado por bootstrap (FELSENSTEIN, 1985) com 1000
repeticbes (HEDGES, 1992).

6.2.6 Analise estatistica

Para as andlises de solubilizacdo em meio solido, quantificacdo de
solubilizag&o de fosfato em meio liquido, pH do cultivo liquido, e influéncia da fonte de
C na solubilizacdo, foram utilizados dados em triplicatas e comparados usando a
analise de variancia Scott-Knott (5%) no programa SISVAR 5.8 (FERREIRA, 2019).

Entre as analises de indice de solubilizagcdo de fosfato (halo/coldénia) em meio
sélido, quantificacdo de fosfato solubilizado em meio liquido e pH dos meios de
cultura, foi feita uma correlacdo de Pearson, com o objetivo de indicar como as

variaveis estao correlacionadas entre si no software R (v. 4.1.0).

6.3 RESULTADOS

6.3.1 Avaliacdo da solubilizacédo de Cas(POa4)2 em meio solido e influéncia da fonte
de carbono

Ap6s a analise em meio NBRIP solido acrescido de Cas(POas)2, foram
selecionadas quinze estirpes (Tabela 3), que apresentaram formacdo de halos
translicidos ao redor de suas col6nias. As estirpes selecionadas foram submetidas
ao teste em meio NBRIP solido acrescido de fosfato de Ca, Fe ou Al, este Ultimo em
pH 4,5 e 7,0 (MARRA, et al. 2012).

Nenhuma das estirpes apresentou solubilizacédo de fosfato de Fe, porém todas
foram capazes de crescer no meio NBRIP + FePO4. Com relacéo ao fosfato de Al,
nenhuma bactéria produziu halos de solubilizacdo e algumas estirpes ndo cresceram
no meio, tanto em pH 4,5 quanto 7,0.

As bactérias foram avaliadas quanto ao IS, apos 3, 7, 15 e 21 dias de incubacéao
em meio NBRIP + Ca3(POa4)2 (Tabela 3). Aos 3 dias de incubacéo, as estirpes P.
nodosa CNPSo 3006, P. guartelaensis CNPSo 3003, P. nodosa CNPSo 2998,
Paraburkholderia sp. CNPSo 3076 e Paraburkholderia sp. CNPSo 3281 ja
apresentavam halos de solubilizacdo, com os maiores IS atribuidos a estirpe P.

guartelaensis CNPSo 3003 (Figura S1 Material Suplementar).
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Tabela 1: indices de solubilizacdo de fosfato de calcio em meio NBRIP solido apds trés dias (IS 3D), sete dias (IS 7D), quinze dias (IS 15D) e vinte e um dias
(IS 21D) de incubacéo. Letras mailsculas representam as diferencas estatisticas entre as estirpes em cada dia e as letras mindsculas representam as

diferencas estatisticas entre os periodos de incubacdo para uma mesma estirpe.

Estirpe IS 3D IS 7D IS 15D IS 21D
Paraburkholderia sp. CNPSo 3509 - 1,80 (x 0,163) Ba 2,4 (x0,424) Ba 2,5 (x0,432) Aa
Paraburkholderia sp. CNPSo 3474 - - 2,1 (x0) Bb 2,73 (x0,471) Aa
Paraburkholderia sp. CNPSo 3274 - - 1,23 (x0,047) Db 1,6 (x0) Ca
Paraburkholderia sp. CNPSo 3247 - 1,96 (+0,262) Ba 2,0 (x0,205) Ba 2,36 (x0,094) Aa
Paraburkholderia sp. CNPSo 3076* 1,60 (x0) Bb 2,13 (x0,124) Ab 2,33 (x0,205) Ba 2,6 (£0,141) Aa

Paraburkholderia sp. CNPSo 3281*
P. nodosa CNPSo 2998*
P. nodosa CNPSo 3011
P. nodosa CNPSo 3006*

P. guartelaensis CNPSo 3003*
Bradyrhizobium sp CNPSo 3503
Bradyrhizobium sp. CNPSo 3504
Bradyrhizobium sp CNPSo 3512

Rhizobium sp. CNPSo 3586
Rhizobium sp. CNPSo 3476

1,76 (+0,0047) Bb
1,73 (+0,0094) Bb
1,16 (+0,124) Cb
1,13 (+0,094) Cd
1,96 (+0,04) Ab
1,26 (+0,205) Ca
1,30 (+0,070) Cc

2,16 (+0,094) Ab
1,83 (+0,205) Bb
1,50 (+0) Cb
1,46 (+0,170) Cc
2,13 (+0,094) Ab
1,40 (x0,141) Ca
1,53 (+0,094) Cb
1,50 (+0) Cb

2,8 (+0,489) Aa
2,8 (£0,163) Aa
1,9 (+0,141) Ca
2,0 (+0,047) Bb
2,6 (+0,141) Aa
1,4 (+0,141) Da
1,33 (+0,124) Da
1,8 (z0) Ca
1,53 (+0,124) Db
1,7 (£0,081) Cb

2,8 (+0) Aa
2,7 (+0,094) Aa
1,96 (+0,294) Ba
2,43 (+0,094) Aa
2,73 (+0,262) Aa
1,53 (+0,124) Ca
1,43(+0,262) Ca
1,86 (+0,094) Ba
2,13 (+0,047) Ba
2,13 (+0,047) Ba
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As cinco estirpes que apresentaram 0s maiores IS em menor tempo de
incubacéo, foram P. nodosa CNPSo 2998, P. nodosa CNPSo 3006, P. guartelaensis
CNPSo 3003, isoladas no Parque Estadual do Guartela, de ndédulos de Mimosa
gymnas; Paraburkholderia sp. CNPSo 3281 proveniente do mesmo Parque, porém
isolada de Mimosa paranapiacabae; e Paraburkholderia sp. CNPSo 3076 isolada de
Mimosa micropteris nativa do Parque Estadual de Vila Velha.

Os alfa-rizébios do género Bradyrhizobium (Bradyrhizobium sp CNPSo 3503,
Bradyrhizobium sp. CNPSo 3504 e Bradyrhizobium sp CNPSo 3512) e Rhizobium
(Rhizobium sp. CNPSo 3586 e Rhizobium sp. CNPSo 3476) mantiveram-se com 0S
menores indices de solubilizacdo em todos os dias de analise (Tabela 3). Tais estirpes
foram isoladas de Desmodium barbatum, nativas do Parque Estadual do Cerrado e
do Parque Nacional dos Campos Gerais.

Dentre as estirpes de Paraburkholderia analisadas, Paraburkholderia sp.
CNPSo 3281, Paraburkholderia sp. CNPSo 3076, P. nodosa CNPSo 2998 e P.
guartelaensis CNPSo 3003 tiveram seu indice de solubilizacdo estatisticamente
estabilizado a partir de 15 dias, mesmo tendo uma maior solubilizacdo. A estirpe P.
nodosa CNPSo 3006 iniciou entre os menores IS em 3 e 7 dias, tendo um aumento
significativo e constante, até o ultimo periodo de avaliacao figurando entre as maiores
solubilizadoras. J& a estirpe P. guartelaensis CNPSo 3003, sempre figurou entre os
maiores indices.

Vale ressaltar que a estirpe Paraburkholderia sp. CNPSo 3474 mesmo
apresentando uma solubilizacdo tardia em relacdo as demais (15 dias de inicio do
surgimento dos halos), manteve um crescimento em seu IS enquanto foi avaliada,
similar as maiores solubilizadoras em 21 dias de avaliacao.

Ja a estirpe P. nodosa CNPSo 2998, apresentou um crescimento do tamanho
da colbnia, porém ndo do halo, o que levou a uma diminuicdo do indice de
solubilizag&o.

A alteracdo da quantidade de glicose no meio de cultivo NBRIP de 10 g
(NAUTIYAL, 1999) para 40 g (DE ABREU, 2017), nao influenciou positivamente a
habilidade dessas estirpes em solubilizar o fosfato do meio, podendo até ser um
reflexo negativo (Tabela 4). A excecdao foi a estirpe P. nodosa CNPSo 3006 que em 3

dias apresentou maior IS com 40g de glicose.
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Quanto a presenca de outras fontes de carbono, P. nodosa CNPSo 3006
apresentou uma reduzida solubilizacéo (IS= 1,26) em NBRIP acrescido de manitol,
apos 15 dias de incubacao, o que pode ser relacionado com o seu desempenho na
solubilizagdo de fosfato de calcio com 10g de glicose (Tabela 3). Com adi¢do de
sacarose em substituicdo a glicose, nenhuma das estirpes foi capaz de solubilizar

fosfato (dados nédo apresentados).
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Tabela 2: indices de solubilizac&o de fosfato de célcio em meio NBRIP sélido com diferentes fontes de carbono. 10 g/L de glicose (10g gli), 40 g/L de glicose
(40g gli), e 10 g/L de manitol (man), apos 3 dias (IS 3D), sete dias (IS 7D), quinze dias (IS 15D) e vinte e um dias (IS 21D) de incubacao. * representam
diferenca estatistica entre os meios de cultura para cada estirpe em cada dia de analise.

. .. 1S3D40g IS 7D 10g IS 7D 40g IS15D 1S15D10g IS 15D 40g IS21D 1S21D 10g IS 21D 40g
Estirpe IS 3D 10g (gli . . . . . . .
P Blel) " (gn) (gli) @)  (man) (gl @)  (man) (gh) (gli)
P. guartelaensis 1,96 1,3 2,13 1,73 i 2,6 1,9 2,73 1,96
CNPSo 3003 (+ 0,040)* (¥0,081) (x0,094)*  (+0,047) (£ 0,141)* (£ 0,124) (£ 0,262)* (+0,124)
Paraburkholderia sp. 1,6 i 2,13 1,6 i 2,33 1,8 2,6 2
CNPSo 3076 (+ 0)* (t0,120)  (+0,294) (+0,205 )* (£ 0,094) (0,141 )*  (+0,047)
Paraburkholderia sp. 1,76 11(£0) 2,16 1,9 i 2,8 2,1 2,8 2,2
CNPSo 3281 (+0,047 )* T (+0,094) (+0,094) (+0,489 )* (£ 0,047) (x0)* (x0,124)
P. nodosa CNPSo 1,73 i 1,83 1,4 i 2,8 2,1 2,7 2,2
2998 (+0,094 )* (+0,205) (£ 0,094) (+0,163 )* (+0,094 ) (£ 0,094)* (+0,094)
P. nodosa CNPSo 1,13 1,5 1,46 1,9 1,26 2 2 1,26 2,43 2
3006 (+0,094) (+0,081)*  (+0,170) (x0,147) (+0,094) (+0,047)* (0,047 )* (+0,094) (+0,094)* (+0,047)
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6.3.2 Solubilizacdo de CaPO4, AIPOse FePO4em meio liquido e efeitos no pH do
cultivo

As cinco estirpes com maiores IS em meio soélido tiveram sua habilidade
quantificada em meio liquido (Figura 3). Apenas a estirpe P. nodosa CNPSo 2998 ndo
apresentou diferenca estatistica na solubilizacdo com mais tempo de incubacéo, tendo
inclusive uma pequena reducao na quantidade de fosfato solavel disponivel no meio.
As demais demonstraram aumento estatistico na quantidade de fosforo solubilizado

conforme o passar do tempo de incubacgéo.

Figura 3: Gréfico representativo da (A) solubilizacdo de fosfato em meio liquido NBRIP acrescido de
fosfato de calcio e (B) valores de pH dos cultivos de cada estirpe em 3 e 7 dias de analise, o pH inicial
dos cultivos era 7,0. Os * representam diferenca estatistica.

Estirpes
P. nodosa CNPSo 2998
P. guartelaensis CNPSo 3003

- Paraburkholderia sp. CNPSo 3076
Paraburkholderia sp. CNPSo 3281

P. nodosa CNPSo 3006

3dias 7 dias 3dias 7 dias
Tempo Tempo

Fonte: a autora.

As estirpes P. guartelaensis CNPSo 3003, Paraburkholderia sp. CNPSo 3076,
Paraburkholderia sp. CNPSo 3281, P. nodosa CNPSo 2998 né&o tiveram diferenca
estatistica na solubilizacdo em placa entre 3 e 7 dias, aumentando siginificativamente
com 15 dias, o que reforca a questdo de que a solubilizagéo € diferencial quando as
estirpes entdo em meio liquido, pois, as mesmas estirpes apresentaram aumento na
solubilizagdo em meio liquido de 3 para 7 dias. O comportamento da estirpe
Paraburkholderia sp. CNPSo 3076 particularmente refor¢ca esse ponto pois em meio
sélido em 3 dias obteve o segundo melhor IS, jA& em meio liquido, foi mais eficiente
solubilizadora no mesmo tempo, ultrapassando a P. guartelaensis CNPSo 3003, que
se destacou em meio sdlido.

Quanto aos niveis de acidificagdo do meio, todos apresentaram queda no pH
inicial de 7,0, desde a primeira avaliagéo, e seguiram com diminui¢cao progressiva, um
indicativo da sintese e secre¢do de acidos organicos pelas bactérias (Figura 3). Os

dados detalhados estdo apresentados na Tabela S6.
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Por meio de uma andlise estatistica de correlacdo entre os resultados IS, a
solubilizacdo em meio liquido e os valores de pH foi constatado que apenas os dois
altimos tém efetiva correlacdo negativa, quando a solubilizagdo aumenta, o valor do
pH diminui (Tabela 6). Os dados avaliados em meio sélido, ndo se correlacionam com
as demais analises, demonstrando que o0 método ndo € o mais adequado para
quantificacdo da capacidade solubilizadora de fosfato inorganico de uma bactéria,
apesar de ser o mais usado para a prospeccao desse tipo de atividade promotora do
crescimento de plantas.

Tabela 3: Correlagédo de Pearson para os valores de pH, solubilizacdo em meio liquido e IS em meio

de cultivo NBRIP + Cas3(POa4)2 (p<0,05). Software R. p-value adjustament method: Bonferoni.
Observations: 30

Pardmetro 1 Parametro 2 r 95% ClI t (28) p
pH solubilizacéo -0,86 [-0,93, -0,72] -8,91  <.001***
pH indice de solubilizacdo -0,3 [-0,60, 0,07] -1,67 0,315
solubilizacdo  indice de solubilizagdo 0,13 [-0,24, 0,47] 0,71 >.999

Fonte: a autora.

Considerando a auséncia de correlagdo entre IS e solubilizagdo em meio
liguido contendo fosfato de calcio (Tabela 6), foi realizada a analise da solubilizacédo
de fosfato de ferro (Figura 4) e de aluminio (Figura 5). Dados detalhados em Tabela

S7 e S8 Material suplementar.

Figura 4: Gréfico representativo da (A) solubilizacdo de fosfato em meio liquido NBRIP acrescido de
fosfato de ferro e (B) valores de pH dos cultivos de cada estirpe em 3 e 7 dias de analise, o pH inicial
dos cultivos era 7,0. Os * representam diferenca estatistica.

A

Estirpes
P. nodosa CNPSo 2998
P. guartelaensis CNPSo 3003

. Paraburkholderia sp. CNPSo 3076
Paraburkholderia sp. CNPSo 3281

P. nodosa CNPSo 3006

7 dias 3 dias 7 dias

Tempo Tempo

3 dias

Fonte: a autora.

Nestas Ultimas analises, a estirpe Paraburkholderia sp. CNPSo 3076 também
apresentou melhor desempenho na solubilizacdo que as demais, porém tendo uma
solubilizacéo tardia para fosfato de ferro, sendo identificada somente em 7 dias de
analise. Com o fosfato de aluminio, observou-se solubilizacdo desde os 3 dias de que
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continuou durante o experimento, concluindo os 7 dias de analise com 4,49 mg/L de
fosfato soluvel.

A estirpe Paraburkholderia sp. CNPSo 3281 teve o segundo melhor
desempenho na solubilizacdo das trés fontes de fosfato, e em relagéo a fosfato de
ferro e fosfato de aluminio apresentou os maiores valores de acidificacdo do pH dos
meios de cultivo (3,91 para fosfato de ferro e 3,86 para fosfato de aluminio). Para
solubilizag&o de fosfato de ferro, esta estirpe obteve resultado positivo ja em 3 dias de
andlise e manteve um aumento da atividade solubilizadora até os 7 dias, ja em meio
NBRIP liquido acrescido de fosfato de aluminio, houve uma estabilidade na

solubilizacédo desde os 3 dias.

Figura 5: Gréfico representativo da (A) solubilizacdo de fosfato em meio liquido NBRIP acrescido de
fosfato de aluminio e (B) valores de pH dos cultivos de cada estirpe em 3 e 7 dias de andlise, o pH
inicial dos cultivos era 7,0. Os * representam diferenca estatistica.

*
A

S

Estirpes
P. nodosa CNPSo 2998
P. guartelaensis CNPSo 3003
P. nodosa CNPSo 3006

mg/L
N

Paraburkholderia sp. CNPSo 3076
Paraburkholderia sp. CNPSo 3281

3 dias 7 dias 3dias 7 dias
Tempo

Tempo

Fonte: a autora.

Quanto a estirpe P. nodosa CNPSo 2998, manteve o padrao ja observado com
fosfato de célcio, onde ocorre solubilizacdo em 3 dias de andlise, porém o fosfato
sollvel presente no meio em 7 dias é estatisticamente menor do que o inicial,
chegando a 0 no caso do fosfato de ferro, mesmo mantendo a acidificagdo dos meios
de cultivo até o final do experimento.

Em geral, as cinco estirpes selecionadas para avaliagdo em meio NBRIP liquido
acrescido de trés fontes de fosfato distintas apresentaram uma melhor solubilizacao
de fosfato de calcio, seguido por fosfato de aluminio e por fim, fosfato de ferro. Na
presenca de todas as fontes de fosfato houve acidificacdo do meio de cultivo em
relacdo ao pH inicial de 7,0, com pH final de 3,91 a 4,26 (fosfato de ferro) e 3,84 a
4,44 (fosfato de aluminio).
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6.3.3 Sequenciamento de genoma, anotacdo de genes relacionados a solubilizacéo
de fosfato em Paraburkholderia spp. e filogenia de espécies solubilizadoras do género.

Estando entre as estirpes de maior solubilizacdo de fosfato, 0 genoma da
estirpe Paraburkholderia sp. CNPSo 3281 foi sequenciado e encontra-se disponivel
no servidor RAST sob a identificacdo de 6666666.798865 - Paraburkholderia sp.
CNPSo 3281; trabalho numero #1050252. O tamanho do genoma é de 8.799.142 pb
e seu contetudo GC é de 64.1; numero de contigs é de 208, contendo 8768 sequencias
codificadoras e 83 RNAs.

Utilizando a plataforma RAST (https://rast.nmpdr.org/rast.cgi), foram feitas
buscas nos genomas de doze estirpes do género Paraburkholderia que apresentaram
solubilizacédo de fosfato segundo a literatura (Figura 4), P. tuberum LMG 214447, P.
silvatlantica SRCL-318, P. unamae SCZa-39 (ANGUS et al., 2013.), P. fungorum LMG
162257 (OLIVEIRA-LONGATTI et al., 2014), P. kururiensis LMG 194477 (ESTRADA
etal., 2012), P. phosphatilytica 7QSK02T (GAO et al., 2019), P. bryophila LMG 23644,
P. megapolitana LMG 23650" (VANDAMME et al., 2007) e P. tropica Ppe8 (CASTRO-
GONZALLEZ et al, 2011), incluindo as 3 espécies de melhores resultados
investigadas neste trabalho (P. nodosa; P. guartelaensis; Paraburkholderia sp. CNPSo
3281).

Observa-se uma relacdo entre filogenia e presenca/auséncia de genes
relacionados a solubilizacdo de fosfato. Todos os genes que foram avaliados estédo
presentes na estirpe P. tuberum LMG 214447, Os genes gcd e codificadores de
fosfatase alcalina ndo foram identificados nas espécies solubilizadoras mais proximas
de P. tuberum LMG 214447, P. kururiensis LMG 19447 T, P. phosphatilytica 7QSKO02T.
Genes que codificam fosfatases acidas foram identificados em todos os genomas
analisados enquanto a distribuicdo de genes responsivos pelas fosfatases alcalinas

foram mais restritos (Figura 4).



43

Figura 6: Arvore filogenética baseada em sequencias parciais do gene 16S rDNA de espécies
solubilizadoras de fosfato do género Paraburholderia, utilizando o software Mega 6.06 (Maxima
Verossemelhanc¢a, modelo Tamura 3-parametros, suporte de bootstrap baseado em 1000 repeticdes). A
tabela apresenta a presenca (verde) ou auséncia (vermelho) de genes relacionados a vias de solubilizacdo
de fosfato, identificados utilizando ferramenta disponiveis no RAST. (AP): fosfatase acida; (ALP): fosfatase
alcalina; (gcd) glicose desidrogenase; (pqq) pirroloquinolina quinona, (phoUBR) sistema de sinalizacdo de
fosfato; (pstSCAB) complexo de transporte de fosfato, (ppk) polifosfato quinase e (ppx) exopolifosfatase.

d BR tSCAB AP ALP

Paraburkholderia kururiensis LMG 194477 (AB024310.1)

Paraburkholderia phosphatilytica TQSK02" (AB024310.1)

Paraburkholderia tuberum LMG 214447 (AB024310.1)

burkholderia guartelaensis CNPSo 3008 (AB024310.1)

Paraburkholderia silvatlantica SRCL-3187 (AY965241.1)

Paraburkholderia nodosa Br3437" (HQ849091.1)

Paraburkholderia sp. CNPS03281 (MK839071.1)

Paraburkholderia tropica Ppe8T (AJ420332.1)

Paraburkholderia unamae SCZa-39" (QEOB01000057.1)
Paraburkholderia megapolitana LMG 236507 (AM489502.1)

Paraburkholderia fungorum LMG 162257 (EU024155.1)
%L paraburkholderia bryophila LMG 236447 (HQ849075.1)
Cupriavidus tai sis LMG 194247 (NR 074823.1)

| rwva
0.05

Fonte: a autora.

Foi observada uma conservacao na disposi¢cdo em que se encontram, 0s genes
phoUBR, pstSCAB, ppxi e ppk nas estirpes Paraburkholderia sp. CNPSo 3281, P.
nodosa BR3437 e P. guartelaensis CNPSo 3008™ Os genes gcd e pgq ndo
apresentaram conservagdo quanto a localizagdo nos genomas analisados (Figura 2
do material suplementar).

Outros genes relacionados ao metabolismo do fosfato também foram
identificados nos genomas das estirpes estudadas, como os phnCDE, relativos a
proteinas transportadoras de fosfonatos; para a sintese de acidos organicos
encontramos gluconolactonase (gnl) para acido glucénico; isocitrato sintase (gltA) e
malato desidrogenase (mdh1l) para &cido glioxilico; piruvato desidrogenase (poxB) e
aldeido desidrogenase (aldB) para acido acético; e glioxilato redutase (gyaR) para
acido glicolico (Tabelas S2, S3 e S4, Material suplementar). E notério que ha uma alta
conservacao na presenca e localizacdo desses genes nas estirpes Paraburkholderia
sp. CNPSo 3281, P. nodosa BR3437 e P. guartelaensis CNPSo 3008".

A analise preliminar da producéo de acidos organicos pelas estirpes que foram
avaliadas quantitativamente em meio liquido, mostrou a presenca de acido glucénico,
0 que é compativel com a presencga de genes correspondentes a enzimas envolvidas

na producdo do mesmo (dados nao apresentados).
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6.4 DISCUSSAO

Andlises filogenéticas de rizobios isolados de ndédulos de leguminosas nativas
dos Campos Gerais do Parana ja apontavam a ocorréncia de uma ampla diversidade
de bactérias dos géneros Paraburkholderia e, em menor quantidade, Rhizobium e
Bradyrhizobium, inclusive com a ocorréncia de novos taxons (PAULISTCH et al.,
2019a; PAULISTCH et al., 2019b; KLEPA et al., 2021; PROTACHEVICZ et al.,
submetido). Os autores atribuiram tal diversidade ao fato das plantas hospedeiras
serem nativas/endémicas, com ocorréncia em ecossistemas naturais que apresentam
zonas de transicdo entre os Biomas Mata Atlantica e Cerrado, um ecétono, com
biodiversidade diferenciada em relacdo aos dois Biomas adjacentes, dentre outros
fatores (CARMO, 2006; RITTER, 2010).

Ao avaliar as habilidades fisiologicas desses rizébios, HAINOSZ (2020)
constatou sua diferencial capacidade de crescimento em pH acido, diferentemente de
relatos prévios de que rizébios tém baixa tolerancia a pHs inferiores a 5 (HUNGRIA ;
VARGAS, 2000; HELLWEG et al., 2009; TULLIO et al., 2019). De fato, os solos das
areas de amostragem desses rizObios sdo éacidos (pH entre 55 e 3,6) e
majoritariamente arenosos (Tabela S1, Material suplementar). Muleta e colaboradores
(2021) sugerem que solos acidos podem abrigar um maior numero de determinados
tipos de rizébios solubilizadores de fosfato.

A acidificacdo do meio por extrusdo de prétons e/ou producdo de &cidos
organicos é o principal mecanismo para solubilizacédo de fosfatos (YADAV, et al. 2015;
KOUR et al., 2020). Assim como outros trabalhos demonstraram (GULATI et al., 2008;
FERNANDEZ, et al. 2012; ESTRADA, et al. 2012; GAO, et al. 2019;), o crescimento
das estirpes avaliadas nesse estudo causou acidificagéo do meio liquido de pH inicial
7,0 para valores entre 5 e 4,9 ja em trés dias de incubacdo, e que se manteve
diminuindo até o final do experimento (pH 5 a 4,5).

A reducéo dos valores de pH foram correlacionadas negativamente com a
guantidade de fosfato solivel nas amostras de cultivo liquido, onde quanto maior a
guantidade de fosfato solubilizado menor era o valor do pH, assim como relatado por
De Abreu, et al. (2017) e Silva et al. (2021) para outros géneros de bactérias
solubilizadoras. Nao verificou-se correlagéo entre pH ou solubilizacdo em meio NBRIP
liquido com os IS em meio NBRIP sélido, o que pode demonstrar uma restricdo da

metodologia em placas em classificar as estirpes quanto ao seu potencial solubilizador
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(NAUTIYALL, 1999; MARRA et al., 2012). Inclusive a estirpe Paraburkholderia sp.
CNPSo 3076 teve um desempenho melhor em relacdo as demais testadas em meio
NBRIP liquido, do que em NBRIP sélido. Em meio liquido hd uma maior difusdo dos
acidos organicos produzidos pelas bactérias do que em placas com 4gar (MARRA et
al.,2012).

Com o acréscimo de 40 g/L de glicose na formulacdo do NBRIP solido,
conforme indicagdo de ABREU et al, 2017 ou a substituicdo de 10 g/L de glicose por
outras fontes de carbono (sacarose e manitol), as estirpes que apresentaram o0s
maiores IS na formulacdo original de NBRIP, tiveram seu desempenho
consideravelmente prejudicado. Segundo Silva Filho ; Vidor (2000) a fonte de carbono
influencia diretamente na solubilizagéo, principalmente o tamanho das moléculas de
carboidratos utilizadas.

Considerando as diferencas estruturais entre as moléculas de glicose
(CeH1206), manitol (CeH1406) e sacarose (Ci2H2206) e que alguns mecanismos
descritos para solubilizacdo de fosfato estdo intimamente ligados as vias metabdlicas
de carbono (GOLDSTEIN, 1995; SILVA et al., 2021) essas substituicdbes sé&o
relevantes para entender melhor as possibilidades metabdlicas das bactérias de
interesse. A Unica estirpe testada capaz de utilizar manitol para solubilizacdo de
fosfato de célcio foi P. nodosa CNPSo 3006, um indicativo de uma funcionalidade
diferenciada em relacdo as demais representantes do género estudadas. Essas
mudancas sé foram testadas para estirpes de Paraburkholderia de maior destaque
nos testes iniciais do estudo, ndo se pode concluir que o0 mesmo aconteceria para
outros géneros expostos as mesmas condicoes.

Nenhuma estirpe investigada neste estudo apresentou habilidade de
solubilizag&o de fosfatos de ferro ou aluminio em meio NBRIP soélido, como ja relatado
anteriormente em outros estudos (SILVA FILHO et al., 2001; LIN et al., 2006; SONG et al.,
2008; MARRA et al., 2012). Ao testar a solubilizacdo de fosfato de aluminio em
diferentes valores de pH (4,5 e 7,0) em meio solido, pudemos constatar que um pH
inicial acido néo influenciou na solubilizacdo (dados ndo apresentados).

Devido a falta de correlacdo observada entre solubilizagéo de fosfato de célcio
em meio solido (IS) e liquido, considerou-se necessaria a avaliacdo de solubilizacao
de fosfato de ferro e aluminio também em meio liquido, onde identificou-se uma

resposta diferenciada também.
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A quantidade destes fosfatos solubilizados é consideravelmente inferior aos
niveis de fosfato de calcio no mesmo teste, assim como relatos de outros autores
(SILVA ; VIDOR, 2001; MARRA et al., 2012; MARRA et al., 2019; SILVA et al., 2021,
MULETA et al., 2021). Bashan e colaboradores (2013) esclareceram que a menor
solubilidade dos fosfatos de ferro e de aluminio em &gua, poderia prejudicar a
avaliacdo de um microrganismo guanto a sua atividade solubilizadora.

Durante a solubilizacdo de fosfato de calcio, de ferro e de aluminio em meio
liquido, a estirpe P. nodosa CNPSo 2998 apresentou reducao no fosfato solubilizado
apos 7 dias de experimentacdo, comportamento que também ja foi observado em
outras estirpes por Batista e colaboradores (2018). Essa diminuicdo pode ser relativa
ao uso do fosfato solubilizado pela propria estirpe para seus processos anabdlicos
(MENDES ; JUNIOR, 2003; ZHANG et al., 2018), fato que ja foi observado em
solubilizadores de fosfato por Guang-Can e colaboradores (2008). Somando-se a isso,
Zeng et al. (2017) e Liu et al. (2020) ainda mostraram que quanto mais fosfato soluvel
exdgeno estiver presente no meio, menos a bactéria ira solubilizar.

Dentre os rizébios analisados, o género Paraburkholderia se mostrou mais
eficiente em solubilizar fosfato de célcio em meio solido, do que os alfa-rizébios dos
géneros Bradyrhizobium e Rhizobium. Apesar de alguns trabalhos ja terem apontado
tal habilidade dentre os alfa-rizobios, eles usualmente ndo apresentam IS elevados
(SRIDEV et al., 2009; KAUR et al.,, 2016; HSU et al., 2018; LIANG et al., 2020;
SANTOS-TORRES et al., 2021) provavelmente por sua limitada toleréncia a pHs
acidos.

A grande versatilidade metabolica do genéro Paraburkholderia (BERNABEU et
al.,, 2018; LEE ; JEON et al., 2019), com variado repertério de atividades biologicas
gue inclui a solubilizacéo de fosfato (GAO et al., 2019), pode ser atribuida ao tamanho
de seus genomas e sequencias de insercdo que promovem alta adaptabilidade
(O’'SULIVAN ; MAHENTHIRALINGAM, 2005; VIO et al., 2020).

Espécies do género Paraburkholderia ja foram descritas como solubilizadoras
de fosfato de célcio, como P. tuberum, P. silvatlantica, (ANGUS et al., 2013.), P.
kururiensis (ESTRADA et al., 2012), P. phosphatilytica (GAO et al., 2019), P. unamae
e P. tropica, que também produzem sideroforos mas ndo foram testadas em fosfato
de ferro (CASTRO-GONZALLEZ et al., 2011) e também fosfato de aluminio, como P.
fungorum (OLIVEIRA-LONGATTI et al., 2014), e com atividade de fosfatases acidas
e alcalinas, como é o caso de P. bryophila, P. megapolitana (VANDAMME et al., 2007).
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Algumas espécies solubilizadoras de Paraburkholderia foram originalmente
isoladas de solos com pH acidos, como P. megapolitana. P. bryophila, e P. unamae,
(VANDAMME et al., 2007; CABALLERO-MELLADO et al., 2014). Apesar do relato da
eficiéncia em solubilizar fosfatos de estirpes de Paraburkholderia diazotroficas
associativas (CASTRO-GONZALLEZ et al., 2011; ESTRADA et al., 2012; ANGUS et
al., 2013; OLIVEIRA-LONGATTI et al., 2014), o mesmo nao se observa quanto aos
rizobios do género.

Foram analisados os genomas das espécies solubilizadoras mencionadas
anteriormente, com enfoque maior para P. nodosa BR3437T; P. guartelaensis CNPSo
3008 e Paraburkholderia sp. CNPSo 3281, que tem maior similaridade genética com
as cinco estirpes de melhor resultado para solubilizacdo de fosfato de célcio
identificadas neste estudo (Figura 3).

Identificamos a presenca de genes para fosfatases acidas em todas as estirpes
analisadas, porém para as fosfatases alcalinas a ocorréncia foi mais restrita. Devido
a grande importancia dessas enzimas na mineralizacdo de fosfatos organicos, onde
realizam hidrélise de compostos organicos liberando fosfato (FRASER et al., 2016;
PRABHU; BORKAR; GARG, 2019) e considerando que a anotacdo de fosfatases
alcalinas foi restrita devido aos dados disponiveis na plataforma RAST, seréo
realizadas andlises para deteccdo da atividade destas enzimas nas estirpes
selecionadas.

A producdo das fosfatases estd atrelada a sistemas de identificacdo e
sinalizacao de fosfato, onde a célula passa a expressar as enzimas de acordo com a
baixa disponibilidade de fosfato no ambiente em que esta inserida. Este € o caso dos
complexos regulatérios codificados pelos regulons phoUBR e pstSCAB (NAKATA et
al., 1984; RODRIGUEZ et al., 1999; GEIGER et al., 1999; LIDBURY et al., 2016; IYER
; RAJKUMAR, 2019; LIANG et al., 2020; YOU et al., 2020). As proteinas regulatorias
PhoR fosforilam o regulador transcricional codificado pelo gene phoB quando ha
pouco fosfato disponivel, o que leva a expressédo de outros genes relacionados ao
transporte de fosfato. Ja quando existem altas concentra¢cdes de fosfato no meio, o0 a
proteina PhoU age como um regulador negativo do sistema de transporte especifico
de fosfato pstSCAB. Como o complexo pstSCAB atua na fosforilacdo de compostos
gue entram no periplasma da célula em condicdo de baixa presenca de fosfato
assimilavel, se a célula ndo tem necessidade de adquirir mais fosfato no momento,

PhoU impede que a fosforilagdo desses compostos continue acontecendo (CHANT et
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al., 1995; BRAIBANT et al.,, 1996; SHIRPISRE et al., 1998; YUAN et al., 2006;
LIDBURY et al., 2016, VUPPADA et al., 2018; YOU et al., 2020; LIU et al., 2020).

Em relagdo aos 4&cidos organicos, estes sdo considerados produtos
metabdlicos ou intermediarios da via metabdlica de carbono da célula (SILVA, et al.
2021). Analises preliminares da presenca desses acidos nos cultivos liquidos indicam
presenca de acido glucbnico, assim como em outras estirpes solubilizadoras descritas
na literatura (MARRA et al., 2012; YADAV et al., 2015; DE ABREU et al., 2017; IYER
; RAJKUMAR et al., 2019; ALAYAR et al., 2020; SANTOS-TORRES et al., 2021).
Como o acido glucoénico pode ser um produto das enzimas glicose desidrogenase
dependente de pirroquinolina (gcd,-pqq) e gluconolactonase (gnl), e ambos os genes
foram encontrados nos genomas anotados, nao se pode afirmar qual delas esta sendo
expressa.

Ainda que as estirpes em questdo possuam genes para producdo de acido
glioxilico (aceA, gltA, glcB, mdhl), acético (poxB; aldB) e glicolico (gyaR) (Tabelas S2
a S4 Material suplementar), estes ndao foram identificados nos sobrenadantes das
culturas.

Nas estirpes mais préximas filogeneticamente, esta mais evidente a afinidade
na auséncia e presenca dos genes avaliados, como € o caso de P. kururiensis LMG
19447 " e P. phosphatilytica 7QSK02T, que ndo apresentam o gene gcd, mas possuem
o gene de seu co-fator PQQ); e também para P. fungorum LMG 162257 e P. bryophila,
LMG 23644 T em que ambas ndo apresentam os genes gcd e pqg.

A presenca dos genes ppk e ppx remetem a capacidade dessas bactérias de
acumular polifosfato e o utilizar como fonte de fosfato quando necessario. Ainda, os
granulos de polifosfato, podem ser liberados durante lise celular enriquecendo o
ambiente com compostos fosfatados para utilizacdo por outros seres vivos (ZAGO et
al., 1999; MULLAN et al., 2002; CARDONA et al., 2002; PRABHU, BORKAR; GARG,
2019).

As bactérias solubilizadoras de fosfato tem o potencial de se estabelecer como
recurso biotecnoldgico para agroecossistemas (KOUR, et al. 2020) ou na recuperacao
de ambientes degradados. Avaliando-se solos degradados em processo de
regeneracao, nas regides com mais biodisponibilidade de fésforo havia também uma
presenca maior de genes microbianos relacionados a ciclagem do fosforo, entre eles
0 gcd, que € considerado o gene de maior relevancia dentre os mecanismos de
solubilizag&o de fosfato (Liang et al., 2020, ALAYAR et al., 2019, 2020).
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7 CONCLUSAO

A ja reconhecida diversidade genética de rizébios do género Paraburkholderia
presente nos solos dos Campos Gerais do Parana, abriga habilidades essenciais para
promocado do crescimento vegetal, como solubilizacdo de fosfatos de calcio, ferro e
aluminio. Somadas ao fato de serem fixadoras de nitrogénio, possuem potencial
contribuicdo para a adaptabilidade de espécies hospedeiras e sustentabilidade dos
ecossistemas aos quais pertencem.

Diferente de varios relatos prévios, verificamos que rizobios podem ser
eficientes solubilizadores de fosfato, salientando-se a necessidade de estudos in vivo.
Além disso, sugere-se a adoc¢do de outras estratégias de triagem em substituicdo ou
complementacédo a classica avaliacao dos IS em meio sélido.
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Tabela S1: Parametros fisico-quimicos dos solos. Os solos dos pontos VV1, VW2, G1, G2, G3 e PC1
foram classificados como arenosos, enquanto FG1 e PC2 sao siltosos.

Local de coleta pH do solo P C orgénico
pPC1?t 45 867,272 mg/dm3 10 g/dm3
pPC2! 55 17.710,933 mg/dm?3 15 g/dm3
G12 3,6 1 mg/dm3 23 g/dm3
G2? 3,6 1,8 mg/dm3 30 g/dm3
G3? 3,8 0,5 mg/dm3 24 g/dm3
VV1! 4 266,376 mg/dm3 32 g/dm3
VV23 3,9 0,9 mg/dm3 26 g/dm3
FG1?t 45 167,259 mg/dm3 25 g/dm3

P= Mehlich e C-organico= Walkey-Black
!PROTACHEVICZ, et al. submetido;
2PAULITSCH, et al. 2019%

SKLEPA, et al. 2021;
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Tabela S2: Anotacéo de genes relacionados a solubilizacdo de fosfato encontrados na estirpe
Paraburkholderia sp. CNPSo 3281 via RAST. Alguns produtos ndo obtivemos o nome do gene
referente nas plataformas de busca.

Gene ID RAST Produto (EC No.)
Glicose desidrogenase PQQ dependente (EC
gcd 6666666.798865.peg. 3564 1.1.5.2)
paq 6666666.798865.peg. 5496 Pirroloquinolina quinona (EC 1.3.3.11)
ppXi 6666666.798865.peg. 1616 Exopolifosfatase(EC 3.6.1.11)
ppk 6666666.798865.peg. 1617 Polifosfato quinase (EC 2.7.4.1)
phoR 6666666.798865.peg. 1618 Regulador sensor de fosfato (EC 2.7.13.3)
phoB 6666666.798865.peg. 1619 Regulador transcricional de fosfato
phoU 6666666.798865.peg. 1620  Regulador transcriocinal de transporte de fosfato
pstB 6666666.798865.peg. 1621
pStA 6666666.798865.peg. 1622 Transportador ABC fosfato de ligacdo ATP
pstC 6666666.798865.peg. 1623
pstS 6666666.798865.peg. 1624
glmM 6666666.798865.peg. 1626 Fosfoglucosamina mutase (EC 5.4.2.10)
6666666.798865.peg. 1830
6666666.798865.peg. 2378
6666666.798865.peg. 2380
6666666.798865.peg. 2381
6666666.798865.peg. 2382
6666666.798865.peg. 3693 Fosfatase acida (EC 3.1.3.2)
6666666.798865.peg. 4618
6666666.798865.peg. 4688
6666666.798865.peg. 5515
6666666.798865.peg. 5977
6666666.798865.peg. 7541
phnB 6666666.798865.peg. 5397
phnB 6666666.798865.peg. 5859 Permease
phnB 6666666.798865.peg. 5860
Ligacdo DNA 3-dimetilubiquinona-9 3-
phnB 6666666.798865.peg. 3309 metiltransferase proteina
alfa-D-riboselmetilfosfonato 5 trifosfato sintase
phnl 6666666.798865.peg. 6345 subunit (EC 2.7.8.37)
phnK 6666666.798865.peg. 6346 Proteina utilizacéo de fosfonato ligada ATP
phnN 6666666.798865.peg. 6353 ribose 1,5 bifosfato fosfoquinase(EC 2.7.4.23)
Transportador ABC ligado ao ATP de fosfonato(TC
phnC 6666666.798865.peg. 6369 3.A.1.9.1)
Transportador ABC ligado ao ATP de fosfonato(TC
phnD 6666666.798865.peg. 6368 3.A.1.9.1)
Transportador ABC ligado ao ATP de fosfonato(TC
phnE 6666666.798865.peg. 6367 3.A.1.9.2)
phnA 6666666.798865.peg. 6339 Proteina phnA
phnF 6666666.798865.peg. 6351 Regulador transcricional phnF
alfa D ribose 1 metilfosfonato 5 trifosfato sintase (EC
phnG 6666666.798865.peg. 6350 2.7.8.37)
phnH 6666666.798865.peg. 6349 Proteina sistema C-P liase fosfonato
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6666666.798865.peg. 139 6 fosfogluconolactonase(EC 3.1.1.31)
nl
g 6666666.798865.peg. 1843 Glunolactonase (EC 3.1.1.17)
6666666.798865.peg. 4100
gnd 6666666.798865.peg. 6327 6-fosfogluconato desidrogenase (EC 1.1.1.44)
6666666.798865.peg. 4150 gluconato desidratase(EC 4.2.1.39)
6666666.798865.peg. 4956 2 ceto 3 deoxigluconato permease(KDG permease)

Proteina membrana DUF2324 de 2-cetogluconato
6666666.798865.peg. 2669 cluster
6666666.798865.peg. 592 Proteina ransportadora familia gluconato
6666666.798865.peg. 594 Fosfogluconato desidratase (EC 4.2.1.12)

Gluconato 2-desidrogenase ligagdo de mebrana ,
6666666.798865.peg. 1862 gamma subunit (EC 1.1.99.3)

Gluconate 2-desidrogenase , membrane-bound,
6666666.798865.peg. 1863 flavoprotein (EC 1.1.99.3)

Gluconato 2-desidrogenase ligagdo de mebrana ,
6666666.798865.peg. 1864 cytochrome ¢ (EC 1.1.99.3)
6666666.798865.peg. 2670 2 cetogluconato utilization repressor PtxS
6666666.798865.peg. 2671 2 cetogluconato 6-fosfato reductase (EC 1.1.1.43)
6666666.798865.peg. 2672 2 cetogluconato transportador
6666666.798865.peg. 2673 2 cetogluconato quinase (EC 2.7.1.13)

poxB 6666666.798865.peg. 168 piruvate desidrogenase quinone (EC 1.2.5.1)
Dihidrolipoamido desidrogenase of piruvato
6666666.798865.peg. 2904 desidrogenase complex (EC 1.8.1.4)

Dihidrolipoamido acetiltransferase component of
6666666.798865.peg. 2905 piruvato desidrogenase complex (EC 2.3.1.12)
6666666.798865.peg. 2906 Piruvato desidrogenase E1 component (EC 1.2.4.1)
6666666.798865.peg. 1208
6666666.798865.peg. 1299
6666666.798865.peg. 2104
6666666.798865.peg. 2263
6666666.798865.peg. 2277
6666666.798865.peg. 3332
6666666.798865.peg. 3555
6666666.798865.peg. 3680

aldB 6666666.798865.peg. 4152 Acetiltransferase desidrogenase (EC 1.2.1.3)
6666666.798865.peg. 4161
6666666.798865.peg. 4195
6666666.798865.peg. 4276
6666666.798865.peg. 4720
6666666.798865.peg. 6028
6666666.798865.peg. 7263
6666666.798865.peg. 7464
6666666.798865.peg. 7390
6666666.798865.peg. 8536
6666666.798865.peg. 6452
acs 6666666.798865.peg. 3455 Acetoacetil-CoA sintetase(EC 6.2.1.16)
6666666.798865.peg. 3670
aceA 6666666.798865.peg. 2798 Isocitrato liase(EC 4.1.3.1)




6666666.798865.peg.

959

62

gltA

6666666.798865.peg.

4743

6666666.798865.peg.

3709

6666666.798865.peg.

2638

6666666.798865.peg.

2287

Citrato sintase(EC 2.3.3.1)

6666666.798865.peg.

1145

6666666.798865.peg.

226

glc

6666666.798865.peg.

2802

Malato sintase(EC 2.3.3.9)

mdhl

6666666.798865.peg.

1152

malato desidrogenase (EC 1.1.1.37)

6666666.798865.peg.

809

6666666.798865.peg.

2317

6666666.798865.peg.

4741

6666666.798865.peg.

6013

D 3 fosfoglicerato desidrogenase(EC 1.1.1.95)

6666666.798865.peg.

7400

6666666.798865.peg.

7472

gyar

6666666.798865.peg.

1697

Glioxilato redutase(EC 1.1.1.79)

pcc

6666666.798865.peg.

3549

Fosfoenolpiruvato carboxilase(EC 4.1.1.31)

Tabela S3: Anotacéo de genes relacionados a solubilizag&o de fosfato encontrados na estirpe
Paraburkholderia guartelaensis CNPSo 3008 T via RAST. Alguns produtos ndo apresentam o nome
do gene referente nas plataformas de busca.

Gene ID RAST Produto (EC No.)
gcd  6666666.372737.peg. 5512 Glicose desidrogenase (EC 1.1.5.2)
pag 6666666.372737.peg. 7416 Pirroloquinoline (EC 1.3.3.11)
ppxi  6666666.372737.peg. 575 Exopolifosfatase (EC 3.6.1.11)
ppk  6666666.372737.peg. 576 Polifosfato quinase (EC 2.7.4.1)
phoR  6666666.372737.peg. 577 Proteina do sensor regulador de fosfato (EC 2.7.13.3)
phoB  6666666.372737.peg. 578 Regulador da transcricdo do regulador de fosfato
phoU  6666666.372737.peg. 579 Regulador do sistema de transporte de fosfato
pstB 6666666.372737.peg. 580
pStA  6666666.372737.peg. 581 Proteina de ligacdo de ATP transportadora
pstC  6666666.372737.peg. 582  de fosfato ABC
pstS  6666666.372737.peg. 584
glmM  6666666.372737.peg. 586 Fosfoglusamina mutase
6666666.372737.peg. 512
6666666.372737.peg. 1896
6666666.372737.peg. 229
6666666.372737.peg. 2512
6666666.372737.peg. 3131 Fosfatase acida (EC 3.1.3.2)
6666666.372737.peg. 4241
6666666.372737.peg. 5035
6666666.372737.peg. 5073
6666666.372737.peg. 6043
6666666.372737.peg. 8768
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6666666.372737.peg. 6894
phnB 6666666.372737.peg. 5127 Proteina_dominio 3-dimeti|ubiq_uino[1a-9,3-
6666666.372737.peg. 5126 metiltransferase DNA de ligacdo
6666666.372737.peg. 2325
Transportador fosfonato ABC ligado ATP (T.C
phnC  6666666.372737.peg. 5432 3.A.1.9.1)
Transportador fosfonato ABC ligado ATP (T.C
phnD  6666666.372737.peg. 5433 3.A.1.9.1
Transportador fosfonato ABC ligado ATP (T.C
phnE  6666666.372737.peg. 5434 3.A.1.9.1
phnN  6666666.372737.peg. 5449 Ribose 1,5 bifosfato quinase (EC 2.7.4.23)
phnF  6666666.372737.peg. 5451 Regulador transcricional PhnF
alfa-D-ribose-1-metilfosfonato 5 trifosfato sintase
phnG  6666666.372737.peg. 5452 subunidade (EC 2.7.8.37)
phnH 6666666.372737.peg. 5453 Proteina sistema fosfanato C-P liase
alfa-D-ribose-1-metilfosfonato 5 trifosfato sintase
phnl  6666666.372737.peg. 5454 subunidade (EC 2.7.8.37)
phnK  6666666.372737.peg. 5456 Proteina ligacdo ATP utilizacdo fosfonatos
alfa-D-ribose-1-metilfosfonato 5 trifosfato sintase
phnL  6666666.372737.peg. 5457 subunidade (EC 2.7.8.37)
phnA  6666666.372737.peg. 5463 Proteina phnA
phnF  6666666.372737.peg. 6231 Regulador transcricional PhnF
gnl 6666666.372737.peg. 4783 Gluconolactonase (EC 3.1.1.17)
6666666.372737.peg. 2243
gnl 6666666.372737.peg. 3744 6-fosfogluconolactonase tipo eucariético (EC 3.1.1.31)
6666666.372737.peg. 3714
PoxB  6666666.372737.peg. 4220 piruvato desidrogenase quinone (EC 1.2.5.1)
6666666.372737.peg. 170
6666666.372737.peg. 2003
aldB 6666666.372737.peg. 527 aldeido desidrogenase (EC 1.2.1.3)
6666666.372737.peg. 439
6666666.372737.peg. 384
acep -0000666.372737.peg. 1271 Isocitrato liase (EC 4.1.3.1)
6666666.372737.peg. 5783
6666666.372737.peg. 81
6666666.372737.peg. 495
6666666.372737.peg. 971
gltA 6666666.372737.peg. 2881 Citrato sintase (EC 2.3.3.1)
6666666.372737.peg. 4504
6666666.372737.peg. 5262
6666666.372737.peg. 8067
glcB  6666666.372737.peg. 5787 Malato sintase (EC 2.3.3.9)
mdhl 6666666.372737.peg. 365 Malato desidrogenase (EC 1.1.1.37)
mdh2  6666666.372737.peg. 964
gyar 6666666.372737.peg. 655 Glioxilato redutase (EC 1.1.1.79)
6666666.372737.peg. 84 D-3-fosfoglicerato desidrogenase (EC 1.1.1.95)
6666666.372737.peg. 2913




6666666.372737.peg.

3345

6666666.372737.peg.

3443

6666666.372737.peg.

5264

6666666.372737.peg.

5386

6666666.372737.peg.

6237

6666666.372737.peg.

8980

64

pcc

6666666.372737.peg.

6820

Fosfoenolpiruvato carboxilase (EC 4.1.1.31)

Tabela S4: Anotacdo de genes relacionados a solubilizacdo de fosfato encontrados na estirpe
Paraburkholderia nodosa BR3437 via RAST. Alguns produtos ndo apresentam o nome do gene
referente nas plataformas de busca.

Gene ID RAST Produto (EC No.)
gcd 6666666.866046.peg. 3564 Glicose desidrogenase (EC 1.1.5.2)
6666666.866046.peg. 1617
6666666.866046.peg. 3139
6666666.866046.peg. 3722
6666666.866046.peg. 5689 Fosfatase acida (EC 3.1.3.2)
6666666.866046.peg. 6685
6666666.866046.peg. 7776
6666666.866046.peg. 8135
6666666.866046.peg. 8922
ppxi 6666666.866046.peg. 8323 Exopolifosfatase (EC 3.6.1.11)
ppk 6666666.866046.peg. 8324 Polifosfato quinase (EC 2.7.4.1)
phoR  6666666.866046.peg. 8325 Proteina sensor regulador fosfato (EC 2.7.13.3)
phoB 6666666.866046.peg. 8326 Proteina reguladora transcricdo reguladora fosfato
phoU 6666666.866046.peg. 8327 Proteina reguladora sistema transporte fosfato
pstB  6666666.866046.peg. 8328
pStA_ _ 6666666.866046.peg. 8329 Proteina ligagdo ATP transportadora fosfato ABC
pstC  6666666.866046.peg. 8330
pstS  6666666.866046.peg. 8331
paq 6666666.866046.peg. 3178 Pirroloquinolina (EC 1.3.3.11)
phnB  6666666.866046.peg. 4477 putative DNA binding 3-demethylubiquinone-9 3-
phnB  6666666.866046.peg. 4478 methyltransferase domain protein
phnC  6666666.866046.peg. 1150 Transportador ABC ligado ao ATP de fosfonato(TC
phnD  6666666.866046.peg. 1151 3.A.1.9.1)
Transportador ABC ligado ao ATP de fosfonato(TC
phnE  6666666.866046.peg. 1152 3.A.1.9.2)
phnN  6666666.866046.peg. 1181 ribose 1,5 bifosfato fosfoquinase(EC 2.7.4.23)
phnF  6666666.866046.peg. 1183 Regulador transcricional phnF
alfa D ribose 1 metilfosfonato 5 trifosfato sintase (EC
phnG  6666666.866046.peg. 1184 2.7.8.37)
phnH  6666666.866046.peg. 1185 Proteina sistema C-P liase fosfonato
alfa D ribose 1 metilfosfonato 5 trifosfato sintase (EC
phnl  6666666.866046.peg. 1186 2.7.8.37)
phnK  6666666.866046.peg. 1188 phosphonates utilization ATP-binding protein
alfa D ribose 1 metilfosfonato 5 trifosfato sintase (EC
phnL  6666666.866046.peg. 1189 2.7.8.37)
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phnA  6666666.866046.peg. 554 Proteina phnA
phnA  6666666.866046.peg. 1196
gnl 6666666.866046.peg. 3327
gnl  6666666.866046.peg. 5325 glunolactonase (EC 3.1.1.17)
gnl 6666666.866046.peg. 8936
PoxB  6666666.866046.peg. 4343 piruvate desidrogenase quinone (EC 1.2.5.1)
aldB 6666666.866046.peg. 2364
aldB _ 6666666.866046.peg. 2220 Acetiltransferase desidrogenase (EC 1.2.1.3)
aldB 6666666.866046.peg. 2134
aldB  6666666.866046.peg. 1869
aceA  6666666.866046.peg. 2916
aceA  6666666.866046.peg. 3547 Isocitrato liase(EC 4.1.3.1)
aceA 6666666.866046.peg. 8238
gtA  6666666.866046.peg. 766
gitA  6666666.866046.peg. 1461
gtA  6666666.866046.peg. 2199 Citrato sintase(EC 2.3.3.1)
gltA  6666666.866046.peg. 4403
gltA  6666666.866046.peg. 7607
gtA  6666666.866046.peg. 8150
glcB  6666666.866046.peg. 2920 Malato sintase(EC 2.3.3.9)
mdhl 6666666.866046.peg. 8568
mdhl 6666666.866046.peg. 2633 Malato desidrogenase (EC 1.1.1.37)
mdhl 6666666.866046.peg. 1454
6666666.866046.peg. 49
6666666.866046.peg. 763
6666666.866046.peg. 1862
6666666.866046.peg. 2169
6666666.866046.peg. 4759 D 3 fosfoglicerato desidrogenase(EC 1.1.1.95)
6666666.866046.peg. 5842
6666666.866046.peg. 5889
6666666.866046.peg. 6741
6666666.866046.peg. 7752
6666666.866046.peg. 8069
gyrA  6666666.866046.peg. 6148 Glioxilato redutase(EC 1.1.1.79)
pcc 6666666.866046.peg. 7430 Fosfoenolpiruvato carboxilase(EC 4.1.1.31)




Tabela S5: Valores de IS das estirpes solubilizadoras de fosfato de célcio em meio NBRIP sélido em triplicata.
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Estirpe IS 3 dias IS 7 dias IS 15 dias IS 21 dias

G 38.10 1,8 1,8 1,7 2,3 2,1 2,1 2,8 34 2,2 2,8 2,8 2,8
PC 05.02 - - - - - - 1,6 1,8 1,7 2,1 2,1 2,2
G 26.01 1,2 1,2 1 1,7 1,4 1,3 2 2,1 2,1 2,5 2,5 2,3
FG 19.01 1,3 15 1 15 15 1,2 15 15 1,2 15 1,4 1,7
PC 02.04 - - - - - - 15 1,3 1,2 1,2 1,8 1,3
G 31.10 - - - 2,2 1,6 2,1 2,1 1,8 2,3 2,3 2,3 2,5
G 20.01 2 1,9 2 2 2,2 2,2 2,5 2,8 2,5 2,5 3,1 2,6
FG 19.06 - - 15 15 15 15 1,4 1,7 2,1 2,1 2,2
VV 33.01 - - - 2 1,6 1,8 2,1 3 2,1 2,3 2,1 3,1
G 15.02 1,2 1,3 1 15 15 15 1,8 1,8 2,1 2,5 1,8 2,3
G 14.01 1,8 1,8 1,6 1,6 1,8 2,1 2,6 2,8 3 2,8 2,8 3
G 38.02 - - - - - - 1,3 1,2 1,2 1,6 1,6 1,6
VV 05.12 1,6 1,6 1,6 2,1 2,3 2 2,3 2,6 2,1 2,5 2,8 2,5
PC 03.02 - - - - - - 2,1 2,1 2,1 2,7 2,8 2,7
PC 01.04 1,25 1,25 14 14 1,6 1,6 1,8 1,8 1,8 1,8 2 1,8
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Tabela S6: Solubilizacédo de fosfato de calcio (mg/L) em meio NBRIP liquido apés trés dias (Sol. 3D) e
sete dias (Sol. 7D) de incubagdo com os respectivos valores de pH dos cultivos em cada dia de
avaliacéo (pH 3D e pH 7D). Letras maiusculas representam as diferengas estatisticas entre as estirpes
nos mesmos periodos e as letras minlsculas representam as diferencas estatisticas entre os dois
periodos de incubagéo para uma mesma estirpe.

Estirpe Sol. 3D pH 3D Sol. 7D pH 7D

206,8 Bb 4,85 Ab 356,3 Aa 4,53 Aa

P. guartelaensis CNPSo 3003 (¥6,737)  (x0,016) (£ 0,942) (£ 0,018)
240 Ab 5Bb 367,6 Aa 4,5 Aa

Paraburkholderia sp. CNPSo 3076 (x17,752) (£0,071) (x 17,206) (x 0,004)
112,06 Db 52 Cb 186,06 Ba 4,8 Ca

Paraburkholderia sp. CNPSo 3281 (x16,819) (£0,014) (x5,671) (x 0,009)

112,47 Da 5,49 Db 110,67 Ca 5Da

P. nodosa CNPSo 2998 (£8,021) (x0,021) (x17,327) (£0,021)
173,5Cb 4,97 Bb 341,6 Aa 4,69 Ba

P. nodosa CNPSo 3006 (x0,816) (x0,008) (x 22,451) (£ 0,012)
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Tabela S7: Solubilizacdo de fosfatos de ferro (mg/L) em meio NBRIP liquido da estirpe apoés trés dias
(Sol. 3D) e sete dias (Sol. 7D) de incubacdo com os respectivos valores de pH dos cultivos em cada
dia de avaliagédo (pH 3D e pH 7D). As letras mailsculas representam a diferenca estatistica entre os
dias de solubilizagéo para cada fosfato.

Estirpe Sol. 3D pH 3D Sol. 7D pH 7D
P. guartelaensis CNPSo 3003 0Ca (41_' 36?0?2) 0Ca (i'?),loliaG)
Paraburkholderia sp. CNPSo 3076 0Cb (i_'g;g?) (ilé,71/2-\2) (1'3'60(7:;)
Paraburkholderia sp. CNPSo 3281 (1’2?358) (i’(s),zogg) (i’giig) (i'(g),lO':i)
P. nodosa CNPSo 2998 (i'éiﬁg) (i'gigg) 0 Cb (i'éi)g;)
P. nodosa CNPSo 3006 0Ca (if)?ogg) 0Ca (1'3,50(1:2)

Tabela S8: Solubilizagédo de fosfatos de aluminio (mg/L) em meio NBRIP liquido da estirpe apés trés
dias (Sol. 3D) e sete dias (Sol. 7D) de incubacdo com os respectivos valores de pH dos cultivos em
cada dia de avaliacéo (pH 3D e pH 7D). As letras mailsculas representam a diferenca estatistica entre
os dias de solubilizagéo para cada fosfato.

Estirpe Sol. 3D pH 3D Sol. 7D pH 7D
P. guartelaensis CNPSo 3003 (ilg,oog; (3;3% ?;) (-:331235 | (i,gflogg)
Paraburkholderia sp. CNPSo 3076 (‘1’%?122) (1,3?0?70) (i/(l)?zéi ) (?;é?o/-z\ag )
Paraburkholderia sp. CNPSo 3281 (i'?)'lozaz) (1’3}10332) (1%?396)31 ) (i'ggﬁ)
P. nodosa CNPSo 2998 (?:_‘,?(3?03;) (i'gi)gg) (i'é;g;) (1'3'9252)
P. nodosa CNPSo 3006 0Db (i'g,zoig) (i'gégg) (i'g,% 5;)




Figura S1: Imagens de fotodocumentador para as coldnias das estirpes avaliadas,
solubilizagdo de fosfato, com seus respectivos dias de andlise (3, 7, 15 e 21).

P. nodosa CNPSo 2998

P. guartelaensis CNPSo 3003

Paraburkholderia sp. CNPSo 3076

Paraburkholderia sp. CNPSo 3281

P. nodosa CNPSo 3006
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Figura S2: Anotacdo dos genes phoUBR, pstSCAB, ppxi e ppk nos genomas de estirpes de
Paraburkholderia sp. solubilizadoras de fosfato. Cada seta representa um gene de acordo com a

posicéo e o sentido em que se encontra no genoma analisado.
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