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Diversidade e potencial de promocao de crescimento de bactérias endofiticas de diferentes
genotipos de palma forrageira

RESUMO GERAL

As bactérias endofiticas sdo encontradas em todas as espécies vegetais. Plantas em regides
secas, como as cactaceas, abrigam microrganismos endofiticos benéficos que podem ser uma
solucdo promissora, pois tém o potencial de aliviar o estresse. Desse modo, o trabalho teve como
objetivo avaliar a diversidade e o potencial de bactérias endofiticas isoladas de diferentes
gendtipos da palma forrageira para promocao de crescimento de plantas. Foram avaliados seis
cultivares de palma, IPA-20 (Opuntia ficus-indica), orelha de elefante africana (O. undulata
Griffiths), orelha de elefante mexicana (O. stricta Haw), miGda de nopalea, IPA Sertania, F 21
(todas Nopalea cochenillifera Salm Dyck). Foram isolados 241 estirpes, usando o BOX-PCR
para analise de diversidade, culminando em 186 grupos a 100% de similaridade. O
sequenciamento do gene 16S rRNA foi feito para bactérias que apresentavam o gene acdS, que
codifica para a enzima ACC deaminase. Os grupos formados pelo BOX, foram testados para 0s
mecanismos de promocao de crescimento. A presenca do gene acdS e nifH foi detectada por
PCR. A quantificacdo da producédo de AlA se deu pelo enriquecimento do meio com L-triptofano
e usando reagente Salkowski para coloracdo e espectrometria para leitura. A solubilizacdo de
fosfato foi indicada pelo surgimento de um halo em meio contendo fosfato insoltvel. A producéo
de siderdforos foi feita em meio sem ferro, utilizando o reagente CAS para coloragdo e analise
por espectrometria. A adaptacdo osmdtica foi testada em trés niveis de estresse (10%, 20% e 30%
de PEGsono) € analisada por densidade Optica. 24 isolados foram positivos para o gene acdS e
enviadas para o sequenciamento. 15 estirpes mostraram 95,04% - 99,76% de similaridade com
estirpes descritas no BLAST, identificados em, 3 filos, 4 classes, 7 ordens, 9 familias e 10
géneros: Ralstonia, Bacillus, Pseudomonas, Staphylococcus, Desertihabitans,
Stenotrophomonas, Priestia, Citrobacter, Micrococcus e Acinetobacter. Na avaliacdo in vitro,
41 estirpes amplificaram para o gene nifH. 30 estirpes foram produtores de AIA, 15 estirpes
conseguiram solubilizar fosfato de célcio, 75 estirpes produziram sideréforos e 66 isolados
suportaram estresse osmotico em ao menos um nivel. As estirpes foram agrupadas pela
quantidade de mecanismos que produziram, 75 produziram apenas um mecanismo, 55 tinham
dois mecanismos, 17 tinham trés mecanismos e apenas 4 apresentaram 4 mecanismos. Os testes
estatisticos demostram ndo haver diferenca significativa entre a quantidade de isolados dos
géneros da palma. Entretanto, o género Opuntia teve mais isolados produtores de mecanismo que
0 género Nopalea, além de que das 15 estirpes classificadas ao nivel de género 14 sdo Opuntia.
As bactérias isoladas da palma forrageira demostraram in vitro terem capacidade de serem
promotoras de crescimento. Entretanto, é necessario ainda realizar testes in vivo para comprovar
a eficiéncia em diferentes situacdes.

Palavras-chave: Opuntia. Nopalea. BOX-PCR. 16S rDNA. Bactéria promotora de crescimento

de plantas.



Diversity and growth promotion potential of endophytic bacteria from different genotypes
of forage palm

GENERAL ABSTRACT

Endophytic bacteria are found in all plant species. Plants in dry regions, such as cacti,
harbor beneficial endophytic microorganisms that can be a promising solution as they have the
potential to alleviate stress. Thus, the study aimed to evaluate the diversity and potential of
endophytic bacteria isolated from different genotypes of forage palm for plant growth promotion.
Six cultivars of palm were evaluated: IPA-20 (Opuntia fucus-indica), African elephant ear (O.
undulata Griffiths), Mexican elephant ear (O. stricta Haw), small nopalea, IPA Sertania, and F
21 (all Nopalea cochenillifera Salm Dyck). A total of 241 strains were isolated using BOX-PCR
for diversity analysis, resulting in 186 groups at 100% similarity. Gene sequencing of the 16S
rRNA gene was performed for bacteria containing the acdS gene, which encodes the ACC
deaminase enzyme. The groups formed by BOX were tested for growth promotion mechanisms.
The presence of the acdS and nifH genes was detected by PCR. I1AA production was quantified
by enriching the medium with L-tryptophan and using the Salkowski reagent for coloration and
spectrometry for reading. Phosphate solubilization was indicated by the appearance of a halo in
a medium containing insoluble phosphate. Siderophore production was conducted in an iron-free
medium using the CAS reagent for coloration and analysis by spectrometry. Osmotic adaptation
was tested at three stress levels (10%, 20%, and 30% PEGso0o) and analyzed by optical density.
Twenty-four isolates were positive for the acdS gene and sent for sequencing. Fifteen strains
showed 95.04% - 99.76% similarity with strains described in the BLAST, identified in 3 phyla,
4 classes, 7 orders, 9 families, and 10 genera: Ralstonia, Bacillus, Pseudomonas, Staphylococcus,
Desertihabitans, Stenotrophomonas, Priestia, Citrobacter, Micrococcus, and Acinetobacter. In
the in vitro evaluation, 41 strains amplified the nifH gene. Thirty strains were IAA producers, 15
strains were able to solubilize calcium phosphate, 75 strains produced siderophores, and 66
isolates withstood osmotic stress at least at one level. The strains were grouped based on the
number of mechanisms they produced: 75 produced only one mechanism, 55 had two
mechanisms, 17 had three mechanisms, and only 4 presented 4 mechanisms. Statistical tests
showed no significant difference in the quantity of isolates among palm genera. However, the
genus Opuntia had more isolates producing mechanisms compared to the genus Nopalea, and
out of the 15 strains classified at the genus level, 14 were Opuntia. The bacteria isolated from
forage palm demonstrated in vitro capacity to promote growth. However, further in vivo tests are
necessary to confirm their efficiency in different situations.

Keywords: Opuntia. Nopalea. BOX-PCR. 16S rDNA. Plant growth-promoting bacteria.
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1 INTRODUCAO GERAL

A demanda global por alimentos estd em constante crescimento, 0 que exerce uma
pressdo sobre o setor agricola para aumentar a produtividade, que tem acarretado impactos
ecoldgicos significativos, como a perda de biodiversidade e a diminuicéo do estoque de carbono
no solo. Ao mesmo tempo, o aquecimento global devera levar a desafios para aumentar a
produtividade de alimentos, como o déficit hidrico na estagdo de cultivo que reduzem a
producdo final.

Muitos microrganismos tém sido alvo de estudos devido ao seu potencial em promover
0 crescimento das plantas em diferentes situacdes. Dentro desse grupo de microrganismos,
destacam-se as bactérias endofiticas, assim chamadas por viverem predominantemente ou
durante toda a vida dentro das plantas, sem causar danos aos seus hospedeiros. As bactérias
endofiticas estabelecem uma relacdo simbidtica com as plantas, colonizando tecidos vegetais
como caules, folhas, raizes e sementes. Ao contrario das bactérias patogénicas, que causam
doencas nas plantas, as bactérias endofiticas coexistem com seus hospedeiros, promovendo
efeitos benéficos.

Uma das principais vantagens das bactérias endofiticas é sua capacidade de estimular o
crescimento das plantas. Elas podem produzir hormonios vegetais, como auxinas, que
estimulam o desenvolvimento radicular e o crescimento vegetativo. Além disso, algumas
bactérias endofiticas possuem a habilidade de fixar o nitrogénio atmosférico, convertendo-o em
uma forma utilizavel pelas plantas. Isso melhora a nutri¢do nitrogenada das culturas, reduzindo
a dependéncia de fertilizantes quimicos. Esses microrganismos também podem produzir
substancias antibioticas e antifangicas que inibem o crescimento de organismos prejudiciais as
plantas, oferecendo protecdo contra patdégenos.

Recentemente, muitos estudos tém se concentrado em isolar bactérias endofiticas
presentes em ambientes secos, onde as bactérias estdo adaptadas a condicdes de escassez de
agua ou alto teor de salinidade. Com o crescente interesse em estudar plantas adaptadas a
regibes semiaridas, como as cactaceas, muitos microrganismos com alto potencial
biotecnologico tém sido isolados.

Essas bactérias endofiticas representam uma area de pesquisa promissora, uma vez que
oferecem uma série de beneficios ndo apenas para as plantas hospedeiras, mas também para a

agricultura na totalidade.
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1.1 Hipdteses

A diversidade dos microrganismos endofiticos na palma forrageira é influenciada pelos
seus genotipos.
Os genoGtipos da palma forrageira apresentam diferentes proporcbes de bactérias

endofiticas com mecanismos de promocdo de crescimento e estresse abidtico.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo Geral

Avaliar a diversidade e o potencial de bactérias endofiticas isoladas de diferentes
genotipos da palma para promocao de crescimento de plantas e estresse abiotico.

1.2.2 Objetivos Especificos

1. Isolar bactérias endofiticas de seis gendtipos da palma.

2. Avaliar a diversidade das populagdes de bactérias endofiticas entre os genotipos da
palma.

3. Classificar as bactérias a nivel de género.

4. Avaliar as bactérias in vitro, quanto a fixacdo bioldgica de nitrogénio, ACC
deaminase, solubilizacdo de fosfato, producdo de sideréforos, AIA e crescimento sob estresse

hidrico.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Escassez de 4gua para a agricultura

As mudancas climéticas tém um impacto significativo na producédo de alimentos em
todo o mundo, afetando a maioria da populacdo mundial. (WILHITE; SIVAKUMAR;
PULWARTY, 2014; FAWOLE; OZKAN; AYANRINDE, 2016). A escassez de agua esta
prejudicando o rendimento das colheitas em mais de 70 % das terras araveis da Terra, que
resulta em uma cascata de desastres interligados, como quebra de safra na agricultura, reducédo
do suprimento de alimentos e inseguranca alimentar, levando a fome, desnutri¢do, agitacao
social e deslocamento interno de populagdes (KISSINGER, 2016).

O estresse da seca é um fator inevitavel que dificulta a producéo, qualidade e quantidade
da biomassa vegetal. O estresse ocorre devido a dindmica da temperatura, intensidade da luz e
baixa pluviosidade e afeta severamente os atributos morfoldgicos, fisiol6gicos, bioquimicos e
moleculares das plantas com impacto na produtividade (SELEIMAN et al., 2021).

Com esse problema, novas técnicas agricolas emergentes sdo necessarias incluindo a
exploracdo de bactérias endofiticas, que estabelecem uma relacdo simbidtica com a planta
hospedeira e sintese de nutrientes que oferecem condicdes favoraveis para resistir ao estresse
hidrico nas plantas (FOUDA et al., 2021).

2.2 Bactérias endofiticas

Bactérias endofiticas sdo microrganismos que residem no tecido vegetal sem causar
doencas e estabelecem uma relacdo sinérgica com suas plantas hospedeiras (PASSARI et al.,
2020) e habitam principalmente as raizes, caules, folhas e sementes (ISHIDA; FURUYA,
2021). Embora as bactérias endofiticas ocupem principalmente os espacos intercelulares devido
a abundancia de carboidratos, aminoacidos e outros nutrientes, algumas também séo capazes
de colonizagéo intracelular (PINSKI et al., 2019). Algumas bactérias endofiticas permanecem
préximas ao seu ponto de entrada, enquanto outras sao capazes de se espalhar sistemicamente
para outras partes da planta (PINSKI et al., 2019).

As bactérias endofiticas desempenham um papel importante ao fornecer uma variedade
de metabolitos secundarios ao hospedeiro, incluindo antioxidantes, que desempenham um papel
essencial na protecdo das plantas contra condicdes adversas (GULCIN, 2020). Elas reduzem os

riscos de diferentes fontes de estresse, aumentando o suprimento de nutrientes e a resisténcia
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da planta hospedeira e melhorando e sua capacidade de competir contra patdégenos (LI et al.,
2018). As funcbes benéficas atribuidas as bactérias endofiticas incluem a promocdo do
crescimento das plantas, fornecendo nutrientes, protecao contra estresses bidticos e abioticos,
desintoxicacdo de compostos nocivos e a producao de compostos bioativos (HARDOIM et al.,
2015).

Zhang et al. (2019) destacam que Vvérios estudos tém demonstrado a relevancia de
bactérias endofiticas no crescimento e aptidao de culturas como milho, soja e trigo. As bactérias
endofiticas ja foram encontradas em muitas plantas estudadas, com uma gama de isolados com
grande potencial agricola, em diferentes tipos de solo, clima e plantas (AFZAL et al., 2019). O
uso de bactérias associadas a plantas de regides aridas e semiaridas parece ter um maior
potencial para aliviar os efeitos negativos do estresse hidrico em plantas ndo desérticas
estressadas por déficit hidrico (FOUDA et al., 2020).

As bactérias Pseudomonas sp. e Pantoea agglomerans foram isoladas de Stipagrostis
pennata, uma espécie de planta pioneira no deserto, e inoculadas em duas cultivares de trigo,
(Sirvan, resistente a seca, e Sivand, sensivel a seca) sob condi¢des de déficit hidrico, e foi
demonstrado a eficiéncia das cepas no alivio do estresse (NADERI et al., 2022). Bactérias
endofiticas isoladas de plantas nativas de uma regido arida demostraram grande eficiéncia na
promocao de crescimento do milho (Zea mays), submetido a estresse hidrico (FOUDA et al.,
2020). Bactérias endofiticas isolados de um cacto do deserto (Euphorbia trigonas Mill) foram
capazes de conferir tolerdncia a seca e induzir a promogdo do crescimento em tomate (Solanum
lycopersicum L.) (EKE et al., 2019).

2.3 Mecanismos de promogao de crescimento

A promocao de crescimento das plantas por bactérias pode ser por mecanismos diretos
e indiretos (SANTOYO et al., 2016). O efeito benéfico pode ser diretamente relacionado ao
metabolismo microbiano, como fixacdo de nitrogénio, solubilizacéo de fosfato e supresséo de
patdgenos ou indiretamente, pela estimulagdo de atividades especificas da planta hospedeira,
levando a um aumento da catalise enzimatica e aumento da absor¢do de agua e nutrientes ou
respostas de defesa (PACIFICO et al., 2019).

A fixacdo bioldgica de N pode ocorrer por associacbes simbidticas, através do
desenvolvimento de nédulos radiculares (OLDROYD, 2013), ou por associagdes nao
nodulares, com as bactérias podendo viver dentro dos tecidos vegetais (CARVALHO et al.,

2016). Bactérias isoladas de cultivares de mandioca (Manibot esculenta Crantz), identificadas
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como Curtobacterium, foram inoculadas em outras cultivares de mandioca e foi demostrado
que a biomassa de raizes, caules e folhas de mandioca inoculadas com essa cepa aumentaram
17,6 %, 12,6 % e 10,3 %, respectivamente, em relacdo a testemunha, e atribuiram a alta
atividade de nitrogenase (95,81 nmol mL™), sendo considerada uma bactéria fixadora de
nitrogénio (ZHANG et al., 2022).

A solubilizacao de fosfato € um outro mecanismo importante, pois apesar da quantidade
de fosforo no solo ser geralmente alta, a maior parte é pouco disponivel para absorcéo das
plantas (GLICK, 2012). Bactérias endofiticas podem aumentar a disponibilidade do fosforo
indisponivel para as plantas, solubilizando fosfatos precipitados, usando mecanismos como
acidificacdo e quelacdo (AFZAL et al., 2019). Duas bactérias altamente solubilizadoras de
fosfato foram selecionadas de biblioteca de enddfitos para testes de eficiéncia em estufa,
demostrando que Pseudomonas psychrotolerans e Bacillus subtilis promovem
significativamente o crescimento de tomate e apresentam atividades de solubilizacao de fosfato
pela reducdo do pH causada pela producéo de &cido glucénico (MEI et al., 2021).

A producao de sider6foros é outro mecanismo relevante, no qual os endéfitos sintetizam
pequenos compostos moleculares quelantes e disponibilizam o ferro para uso das plantas
(YADAV et al., 2015). A quelagdo de ferro ndo € o Unico beneficio proporcionado as plantas
pelas bactérias produtoras de siderdforos (AFZAL et al., 2019). Elas também auxiliam na defesa
contra patdgenos, através da produgdo de metabdlitos secundarios e espessamento da parede
celular (AZNAR; DELLAGI, 2015). Cepas de Bacillus spp., isoladas de plantas oriundas da
Caatinga, foram inoculadas em milho (Zea mays) e sorgo (Sorghum bicolor), com 6timas
respostas para o crescimento das plantas, acimulo de nitrogénio e presenca de siderdforos (
AQUINO et al., 2019).

Os endofitos produzem também fitohormdnios que aumentam a promocdo do
crescimento das plantas e alteram a morfologia e a estrutura da planta como o &cido indol
acético (AIA) (FADIJI; BABALOLA, 2020). Bactérias do género Bradyrhizobium foram
inoculadas em plantas de arroz em condicGes de estresse salino, em que o AIA afetou
positivamente o desenvolvimento radicular, propiciando o estabelecimento mais rapido das
mudas (GREETATORN et al., 2019). Resultados semelhantes foram encontrados ao inocular
uma cepa de Bacillus subtilis altamente produtora de AIA em tomate, 0 que aumentou
significativamente a biomassa da parte aérea, radicular e os teores de clorofila (KHAN et al.,
2016). Outro exemplo é a inoculagdo de uma cepa de Enterobacter cloacae em amendoim
(Arachis hypogaea) em condicGes de estresse hidrico, resultando no maior indice de
germinacdo e aumento radicular, atribuidos ao AIA (PANIGRAHI, MOHANTY; RATH,
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2020).

Outro mecanismo muito importante é a producdo do 1-aminociclopropano-1-
carboxilato (ACC) deaminase que cliva o ACC, um precursor imediato do etileno
(MAHESHWARI; BHUTANI; SUNEJA, 2020). A atividade enzimatica da ACC deaminase
evita aumentos excessivos na sintese de etileno sob vérias condicbes de estresse e € um dos
mecanismos mais eficientes para induzir a tolerancia das plantas a condigdes de estresse
(OROZCO-MOSQUEDA; CLICK; SANTOYO, 2020). Bactérias inoculadas em plantas de
ervilha (Pisum sativum), do género Bacillus spp. submetidas a estresse salino, comprovando a
atividade da ACC desaminase por ensaio enzimatico, com as cepas demostrando melhorar o
crescimento da planta de ervilha, incluindo comprimento de raiz e parte aérea e peso fresco e
seco de um a quatro vezes em comparacdo com o controle (MAHESHWARI; BHUTANI;
SUNEJA, 2020).

2.4 Diversidade de bactérias endofiticas associadas a plantas de regiGes semiaridas

As plantas que habitam regides semiaridas enfrentam desafios tanto de natureza biotica
quanto abiotica, o que resulta na presenga de microrganismos capazes de promover o
crescimento vegetal mesmo em condigdes estressantes (NAYLOR; COLEMAN-DERR, 2018).
Zonas semiaridas apresentam uma alta diversidade de microrganismos, cuja atividade,
abundancia e composicdo das populacdes bacterianas sdo influenciadas por varios fatores
bioticos e abidticos (RILLING et al., 2019).

Muitas plantas de regiGes semiaridas ja foram estudadas, como gramineas perenes de
areas desérticas, que isolaram cepas de Baciillus e Enterobacter, que quando inoculadas na
rizosfera de plantulas de trigo e milho, atrasaram o aparecimento de sintomas de estresse hidrico
(JOCHUM et al., 2019). Além de cepas de Streptomyces que ja foram isoladas de Cactaceas e
posteriormente, testado a eficiéncia plantulas de trigo submetidas a estresse hidrico, com a cepa
conseguindo conferir resisténcia ao estresse hidrico e promover o crescimento
(GOVINDASAMY et al., 2022). Bactérias isoladas da rizosfera de cactaceas do semiarido
brasileiro, principalmente do género Bacillus, também ja demostraram potencial no alivio do
estresse em milho causado por déficit hidrico (KAVAMURA et al., 2013).

2.5 Palma forrageira

A palma € uma cactacea, de grande importancia para a alimentacdo humana e de

rebanhos nas regides secas de todo o Brasil e do mundo, devido, principalmente, a sua
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resisténcia a falta de 4gua, a rusticidade e elevada produtividade. No Brasil, o cultivo da palma
é destinado em quase sua totalidade a producgdo de forragem utilizada na alimentacdo animal,
diferentemente de outros paises onde o seu cultivo é feito para alimento humano (NEVES et
al., 2020).

Os palmais situados no estado de Pernambuco foram quase dizimados pela cochonilha
do carmim, e em funcdo disto, o Instituto Agrondmico de Pernambuco (IPA) vem estudando a
muitos anos dois géneros de palma, Opuntia com as cultivares, IPA-20 (Opuntia fucus-indica),
orelha de elefante africana (O. undulata Griffiths), Orelha de Elefante Mexicana (O. stricta
Haw), e Nopalea, com os genétipos milda de Nopalea IPA Serténia, F 21 (todas Nopalea
cochenillifera), as quais sdo resistentes a esta praga e sdo indicadas para o plantio em todo o
estado do Pernambuco (LIRA, 2016).

O Género Opuntia possui plantas de porte bem desenvolvido e caule pouco ramificado,
0 que lhes transmite um aspecto ereto e crescimento vertical pouco frondoso com raquetes
maiores, sendo plantas mais produtiva e resistente as regiGes secas, no entanto € menos
palatavel para os animais e de menor valor nutricional. Ja a Nopalea tem plantas de porte
pequeno e caule bastante ramificado e ragquetes menores, sendo o género mais nutritivo e
palatavel, porém apresenta menor resisténcia a seca (SILVA; SAMPAIQ, 2015). Vale salientar
que o género Nopalea passou por uma mudanca taxonémica e agora é conhecida como Opuntia
cochenillifera Kast (HALSSLER, 2022). No entanto, existem grandes diferencas fenotipicas
entre 0s gendtipos da palma (SILVA; SAMPAIO, 2015).

Alguns estudos ja foram conduzidos no intuito de isolar bactérias endofiticas da palma
forrageira de ambos o0s géneros sendo isolados bactérias fixadoras de nitrogénio dos géneros
Azospirillum e Methylobacterium, de cladddios de palma forrageira, que apresentaram grande
potencial biotecnologico (SILVA et al., 2014). Diferentes cultivares de palma demostraram
apresentar diferentes microrganismos, como algumas cepas de Azospirillum, Herbaspirillum,
Azotobacter e Gluconacetobacte, com grande potencial para a promocgao de crescimento em
plantas (LYRA et al., 2013).

2.6 Influéncia do gendtipo de plantas na comunidade microbiana

O gendtipo pode afetar a diversidade de microrganismos endofiticos na planta, através
dos exsudatos radiculares liberados (FAVELA et al., 2021). Por exemplo, diferentes cultivares
de alfafa (Medicago sativa) possuem distintos grupos de microrganismos (KANG et al., 2019).

Foram isoladas bactérias promotoras de crescimento de cinco espécies de cana-de-agucar



22

(Saccharum officinarum, S. barberi, S. robustum, S. spontaneum e S. sinense), sendo
encontrado diferentes cepas de Enterobacter em cada espécie, e quase todas as cepas exibiram
caracteristicas de promocdo de crescimento, atividade de biocontrole, bem como tolerancia a
condic¢des ambientais (GUO et al., 2020). Em outro trabalho estudando a cana-de-agucar, foram
isoladas duas cepas bacterianas, Kosakonia arachidis e Pantoea cypripedii em duas espécies
distintas de cana-de-acucar que propiciaram a fixacao bioldgica de nitrogénio (SINGH et al.,
2021).

2.7 Andlise de diversidade

Para plena compreensdo da diversidade, é necessario realizar uma analise de diversidade
dos microrganismos presentes em uma amostra (ERCOLE et al.,, 2021). A analise de
diversidade pode ser realizada por meio de diversas técnicas moleculares, como a técnica de
PCR-BOX. Esta técnica € baseada na analise de perfis de DNA que identificam regides
repetitivas e altamente conservadas localizadas no cromossomo bacteriano, isso impede que
estirpes distintas apresentem o mesmo perfil de bandas, tornando-a uma técnica eficaz para
detectar a diversidade bacteriana (EL-BADAWY et al., 2020).

Varios estudos tém utilizado essa técnica e tem sido observado uma alta diversidade
intraespecifica entre isolados com base nos perfis PCR-BOX (ERCOLE et al., 2021).
Entretanto, entre as varias técnicas e abordagens utilizadas na analise da diversidade bacteriana,
a técnica de sequenciamento de genes é um dos métodos mais comuns. O sequenciamento de
genes bacterianos, como 0 gene 16S rRNA, permite identificar e comparar as sequéncias
genéticas, proporcionando informagBes mais precisas sobre a diversidade bacteriana
(SCHMIDT; DELONG; PACE, 1991).
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3 DIVERSIDADE DE BACTERIAS ENDOFITICAS ASSOCIADAS AOS
DIFERENTES GENOTIPOS DA PALMA FORRAGEIRA

Resumo

O estresse hidrico prejudica o desenvolvimento radicular das plantas devido ao aumento
da sintese de etileno. Plantas de zonas &ridas e semiéridas abrigam microrganismos capazes de
mitigar os efeitos decorrentes do deéficit hidrico. Portanto, este estudo visa selecionar e
identificar bactérias endofiticas isoladas da palma forrageira que possuam o gene acdS, que
desempenha um papel fundamental no contexto investigado. Foram avaliados seis cultivares de
palma, IPA-20 (Opuntia fucus-indica), orelha de elefante africana (O. undulata Griffiths),
orelha de elefante mexicana (O. stricta Haw), mitda de nopalea, IPA Sertania, F 21 (todas
Nopalea cochenillifera Salm Dyck). Foram isoladas 241 estirpes e analisadas usando o BOX-
PCR para avaliar a diversidade. Isso resultou em 186 grupos que eram 100% semelhantes, que
foram submetidos a andlise dos indices de diversidade de Shannon e Simpson, apresentando
uma comunidade microbiana equitativa e diversa. Procedeu-se entdo a avaliacdo da presenca
do gene acdS que codifica a ACC deaminase. As estirpes positivas para este gene foram
amplificadas para o 16S rRNA e enviadas para sequenciamento. Das estirpes isoladas, 11 %
(24) foram positivas para o gene acdS, sendo 20 estrpes isoladas de Opuntia. 15 estirpes foram
classificadas ao nivel de género tendo 95,04 % a 99,76 % de similaridade com estirpes descritas
no BLAST, sendo classificados em 3 filos, 4 classes, 7 ordens, 9 familias e 10 géneros:
Ralstonia, Bacillus, Pseudomonas, Staphylococcus, Desertihabitans, Stenotrophomonas,
Priestia, Citrobacter, Micrococcus e Acinetobacter. Cinco estirpes ndo puderam ser
classificadas ao nivel de género devido a similaridade insuficiente (76,35 % - 89,71 %), e quatro
estirpes ndo tinham informacdes genéticas suficientes para a classificacdo. A variedade de
géneros encontrada nas estirpes sequenciadas revela que a palma forrageira abriga estirpes
promissoras com grande potencial para aliviar o estresse em outras plantas.

Palavras-chave: acdS. Geno6tipo. Opuntia. Nopalea. Estresse hidrico.
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DIVERSITY OF ENDOPHYTIC BACTERIA ASSOCIATED WITH DIFFERENT
GENOTYPES OF FORAGE PALM

Abstract

Water stress impairs the root development of plants due to an increase in ethylene
synthesis. Plants from arid and semiarid zones harbor microorganisms capable of mitigating the
effects resulting from water deficit. Therefore, this study aims to select and identify endophytic
bacteria isolated from forage cacti that possess the acdS gene, which plays a pivotal role in the
investigated context. Six cultivars of cacti were evaluated: IPA-20 (Opuntia fucus-indica),
African elephant ear (O. undulata Griffiths), Mexican elephant ear (O. stricta Haw), mitda de
nopalea, IPA Sertania, F 21 (all Nopalea cochenillifera Salm Dyck). 241 strains were isolated
and analyzed using BOX-PCR to assess diversity. This resulted in 186 groups that were 100%
similar, which underwent analysis of Shannon and Simpson diversity indices, demonstrating an
equitable and diverse microbial community. The evaluation of the presence of the acdS gene,
encoding ACC deaminase, was then conducted. Strains positive for this gene were amplified
for 16S rRNA and sent for sequencing. Out of the isolated strains, 11% (24) tested positive for
the acdS gene, with 20 strains isolated from Opuntia. 15 strains were classified at the genus
level, with 95.04% to 99.76% similarity to strains described in BLAST, categorized into 3
phyla, 4 classes, 7 orders, 9 families, and 10 genera: Ralstonia, Bacillus, Pseudomonas,
Staphylococcus, Desertihabitans, Stenotrophomonas, Priestia, Citrobacter, Micrococcus, and
Acinetobacter. Five strains couldn't be classified at the genus level due to insufficient similarity
(76.35% - 89.71%), and four strains lacked sufficient genetic information for classification. The
range of genera found in the sequenced strains reveals that the forage cacti harbor promising
strains with significant potential to alleviate stress in other plants.

Keywords: acdS. Genotype. Opuntia. Nopalea. Water stress.
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3.1 Introducao

O estresse causado pela seca representa uma ameaca significativa a producdo agricola
sustentavel em escala global (HUSSAIN et al., 2018). Uma das consequéncias do déficit hidrico
€ 0 aumento na sintese de etileno a partir do seu precursor imediato, o 1-aminociclopropano-1-
carboxilato (ACC), que € secretado pelas plantas como exsudatos radiculares (ABIRI et al.,
2017). Niveis de etileno muito altos prejudicam o desenvolvimento radicular e afetam e a
eficiéncia ao interagir com outras vias de sinalizacdo (FAHAD et al., 2021).

O uso de bactérias endofiticas surge como uma opcao viavel para mitigagdo desse
problema, pois elas sdo conhecidas por produzir uma enzima l-aminociclopropano-1-
carboxilato desaminase (ACCD) que cliva 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC)
(MAHESHWARI; BHUTANI; SUNEJA, 2020). A atividade do ACC é controlada pelo gene
acdS, que é amplamente encontrado em diferentes espécies bacterianas, especialmente em
condicdes adversas de crescimento (SAGHAFI; LAJAYER; GHORBANPOUR, 2020).

Presume-se que as bactérias de plantas de ambientes aridos sdo muito eficientes como
promotoras de crescimento em plantas, no entanto, as pesquisas nesse campo ainda Sao
incipientes (EKE et al., 2019). Mesmo assim, j& existem estudos nesse sentido que comprovam
o efeito positivo das bactérias isoladas desses locais como, por exemplo, o isolamento de
bactérias da rizosfera de plantas de cactaceas, principalmente do género Bacillus, que
demostraram grande reducao desse estresse (KAVAMURA et al., 2013), o que resultou em um
produto comercial amplamente utilizado em culturas anuais. Bem como estudos com solo
rizosférico de mimosa bimucronata em uma lagoa temporéria do semiarido, que demostrou
efeitos inéditos de Staphylococcus edaphicus e Streptomyces alboflavus em promover o
crescimento de plantas sob estresse hidrico (ARAUJO et al., 2020).

Outra planta de regiGes semiaridas que demostra grande potencial € a palma forrageira,
que se distribuia em dois géneros, Opuntia e Nopalea, devido suas origens e diferencas
fenotipicas, mas recentemente houve uma alteragdo no género Nopalea que passou a ser
Opuntia cochenillifera Karst (HASSLER, 2022), entretanto, existem grandes diferengas entre
0s géneros, principalmente na rusticidade, com a género Opuntia sendo mais adptado ao
estresse hidrico do que o género Nopalea (SILVA; SAMPAIO, 2015). Alguns estudos ja foram
realizados isolando bactérias desses géneros de palma, contudo o objetivo dos trabalhos era
encontrar bactérias diazotroficas, usando meios de culturas que direcionaram o isolamento
(SILVA et al., 2014). Entretanto, nenhum estudo observou a capacidade das bactérias isoladas

em promover alivio ao estresse hidrico.
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Portanto levantamos a hipotese que a diversidade dos microrganismos endofiticos na
palma forrageira é influenciada pelos seus gendtipos. Objetivando assim identificar de bactérias

endofiticas, isoladas a partir da palma forrageira.



32

3.2 Material e métodos
3.2.1 Local de coleta

A palma foi coletada no Banco Ativo de Germoplasma, na Estacdo Experimental de
Arcoverde do IPA. O clima é classificado em BSh segundo Kdppen e Geiger (1923), com pouca
pluviosidade ao longo do ano e temperatura média anual de 23,5 °C (CLIMA-DATE, 2022).

Foram coletadas trés raquetes de cada um de seis genotipos de palma forrageira dos
géneros Opuntia e Nopalea (Tabela 1). Vale salientar que recentemente houve uma mudanga
taxondmica para o0 género Nopalea, que passou a ser Opuntia cochenillifera Karst
(HALSSLER, 2022). Contudo, nesse trabalho os genotipos continuardo a ser agrupados em

Opuntia e Nopalea, considerando as diferencas fenotipicas entre 0s mesmos.

Tabela 1 - Gen6tipos da palma forrageira e suas caracteristicas

Gendtipo Nome Cientifico Caracteristicas Autor Foto Gen6tipo
Orelha de Opuntia undulata ~ Alta resisténcia a seca, alta SENAR, 2018 —
Elefante Griffiths produtividade, muito
Africana espinhosa, pouco palatavel
e susceptivel a Cochonilha
do Carmim
Orelha de Opuntia stricta  Resisténcia a seca, alta SENAR, 2018
Elefante Haw produtividade, pouco
Mexicana palatavel e resistente a
Cochonilha do Carmim
IPA 20 Opuntia fucus- Resistente a seca, alta Silva;
indica produtividade, poucos Sampaio, 2015
espinhos.
Milda de Nopalea Pouca resisténcia a seca, Silva;
Nopalea cochenillifera boa produtividade, alta Sampaio, 2015
Salm Dyck palatabilidade e resistente a
Cochonilha do Carmim
F21 Nopalea Boa produtividade e pouca SENAR, 2018
cochenillifera resisténcia a seca
IPA Serténia Nopalea Boa produtividade, pouca SENAR, 2018

cochenillifera

resisténcia a seca
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3.2.2 Caracterizacdo quimica e fisica do solo

Foram coletadas amostras de solos da camada 0-20 cm, para caracterizacdo fisica e

quimica do solo (Tabela 2).

Tabela 2 - Analise quimica e fisica do solo.

pH agua Ca Mg Al Na K P M.O. H+Al Classificagdo
1:2,25 cmolcdm-® mg dm-3 g kgt cmolc dm’® Textural
4,17 11 0,9 0,98 0,14 0,25 73,3 9,03 4,77 Areia Franca

M.O.-Matéria organica; H- Hidrogénio.

3.2.3 Isolamento das bactérias

Para o isolamento das bactérias, as raquetes foram lavadas com detergente em agua
corrente, depois imersas em etanol 70 % durante 30s, seguido por imersdo em hipoclorito de
sodio 2,5 % durante 5 minutos, e por altimo, triplice lavagem em agua destilada autoclavada.
Apos a higienizacéo, foi pesado 10g de palma e triturado com 90 mL de solucéo salina 0,85 %,
seguido por diluicBes em séries de 10" a 10°° (DOBEREINER; BALDANI; BALDANI, 1995).
Cada diluicdo foi inoculada no meio TSA em triplicata utilizando a aliquota de 100 pl, em

seguida foram incubados a 28 °C. O crescimento foi acompanhado apds 24h da incubagao.

3.2.4 Extragédo de DNA

Para a extracdo do DNA foi usado o método de bancada Bead Beating (CULLEN,;
HIRSCH, 1998), os isolados foram cultivados em 5mL do meio TSA liquido por cinco dias,
sob agitacdo constante a 150 Rotacdo Por Minuto (RPM). Apds esse tempo foi realizado a
extracdo do DNA para os isolados que cresceram bem. O DNA extraido foi corado com Sybr
Green® e precipitados com Ladder Buffer (LB), sendo submetidas a eletroforese em gel de

agarose 0,5 %, a 100 volts por 30min e visualizados em transiluminador sob luz UV.

3.2.5 BOX-PCR

A diversidade genética das amostras foi avaliada por meio da técnica de BOX-PCR
(Tabela 3) e os produtos foram corados com Sybr Green® e precipitados com LB, sendo entdo
submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,7% a 65 volts durante 6 horas. Um marcador
de peso molecular de 100 pb (Sinapse) foi utilizado como referéncia. O gel de agarose foi

visualizado utilizando um transiluminador sob luz ultravioleta e registrado por meio de um
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fotodocumentador. Foram utilizados dendrogramas gerados por meio do programa Geljv2 para
analisar a similaridade entre as amostras. Essa andlise foi realizada utilizando o coeficiente de
Jaccard e o algoritmo UPGMA, conforme Heras et al. (2015) e Delamuta et al. (2017).

Tabela 3 - Primers, sequéncias e condi¢des das reacdes para as técnicas de PCR, BOX-PCR,
gene acdS e 16S rRNA.

Primers Sequéncia Condic¢bes da reacao
BOX-Al1R!? CTACGGCAAGGCGACGCTGACG 95°C por 6 mim, 35 ciclos, a 94 °C
por 2 min, 52° por 2 min, 8 min a
72°C, e a 72°C por 16 min.

DegACCH? GGBGGVAAYAARMYVMGSAAGCTYGA 95°C por 3 min, 35 ciclos a 95 °C por
DegACCr? TTDCCHKYRTANACBGGRTC 30s, 46°C por 1 min, 72°C por 1 min,
(ACC e 72°C por 5 min

Deaminase)

27F3 AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 94°C por 4 min, 30 ciclos A 94°C por
1492R3 TACGGTTAACCTTGTTACGACTT 1 min, 60°C por 45s, 72°C por 5 min,
(16S rRNA) e a 72°C por 7 min.

Yversalovic et al. (1994);2Nikolic; Schwab; Sessitsch (2011); ® Weisburg et al. (1991).

3.2.6 Indice de diversidade

A partir dos isolados que foram amplificados pelo BOX-PCR, determinou-se o indice

de diversidade de Shannon (H) pela formula:

S= O somatdrio de espécies (agrupamento BOX)
N= O numero de total de individuos
ni= O numero de individuos de cada espécie

In=logaritmo de base neperiana

Outro indice determinado foi o indice de Simpson (D), sendo calculado com a férmula

=2

N= O numero de total de individuos

a seguir.

n= 0 namero de individuos de cada espécie
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3.2.7 Amplificacio do gene ACC Deaminase

Todas as estirpes foram avaliadas quanto a presenca do gene que codifica a ACC
deaminase (Tabela 3). Os produtos resultantes dessa amplificacdo foram corados com Sybr
Green® e precipitados com LB, sendo entdo submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1
%, a 100 volts por 30 minutos. Um marcador de peso molecular de 100 pb fornecido pelo
fabricante Sinapse foi utilizado como referéncia.

Ap0s a eletroforese, o gel de agarose foi visualizado utilizando um transiluminador sob
luz ultravioleta, sendo entdo fotografado por meio de um fotodocumentador. A presenca do
gene que codifica a ACC deaminase foi identificada como positiva pela presenca de fragmentos
de bandas com aproximadamente 450 pb, conforme os padrdes descritos por Poly, Monrozier
e Bally (2001).

Foi estabelecido que as bactérias selecionadas para sequenciamento seriam aquelas que
apresentassem o gene acdS, devido a sua associagao conhecida com o alivio de estresse.

3.2.8 Sequenciamento dos fragmentos dos 16S rRNA

Foi realizada a amplificacdo do 16S para 24 bactérias que amplificaram para o gene da
ACC deaminase (Tabela 3). Os produtos obtidos da PCR foram corados com Sybr Green® e
precipitados com LB, submetidos a eletroforese em gel de agarose 1 %, 100 volts, por 30 min,
utilizando marcador de 100 pb do fabricante Sinapse. Posteriormente foi utilizador
transiluminador sob luz UV, fotografado em fotodocumentador e identificando como positivo
fragmentos de aproximadamente 1400 pb (NEILAN et al., 1997).

3.2.9 Anélise comparativa das sequéncias dos 16S rRNA

As sequéncias recebidas passaram por uma série de etapas de analise de qualidade e
identificacdo molecular. Inicialmente, utilizou-se o software BioEdit 7.2 para realizar uma
analise de qualidade das sequéncias recebidas, avaliando sua integridade e confiabilidade. Em
seguida, as sequéncias foram comparadas ao banco de dados do NCBI (National Center for
Biotechnology Information) para determinar sua identidade molecular.

Posteriormente, as sequéncias dos isolados foram submetidas a uma andlise de
similaridade individual por meio do algoritmo MEGABLAST, que € capaz de identificar
sequéncias altamente similares. Em seguida, as sequéncias foram comparativamente analisadas
quanto a porcentagem de identidade molecular. Essa andlise foi realizada utilizando o método

de multipla progressdo de Clustal W, utilizando o programa MEGA11.
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Além disso, foram construidas arvores génicas para cada isolado com base nessas
sequéncias. Para isso, foi utilizado o método de jun¢éo de vizinhos Juke-Cantor para determinar
o valor de similaridade e a matriz de distancia entre as sequéncias. A significancia das
ramificacdes dentro das arvores foi avaliada por meio da andlise bootstrap, utilizando 1.000

repeticOes geradas por computador.

3.2.10 Analises estatistica

Para comparar as médias entre os isolados de ambos os géneros, foram conduzidos testes
t bilaterais. Esses testes avaliaram as médias de UFC, os isolados amplificados para o BOX e

os indices de diversidade.
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3.3 Resultados
3.3.1 Estimativa de UFC

N&o houve diferenca significativa para populagéo bacteriana entre os diferentes géneros
da palma forrageira (tabela 4), pelo teste t a 10%.

Tabela 4 - Médias e desvio padrao das unidades formadoras de col6nias (UFC) e isolados dos
cladodios da palma forrageira dos géneros Opuntia e Nopalea.

Opuntia Nopalea Pr>t
Populagéo 3,29*105-9,8*10° 2,68*105 - 2*10° 0,35
Isolados 144 - 17,7 97 — 16,04 0,21

3.3.2 Analise BOX-PCR

Dos 241 isolados analisados, 190 mostraram amplificacdo dos elementos BOX,
indicando uma eficiente producédo de bandas, com tamanhos variando de 200 a 1500 pb. Foram
formados 186 grupos a 100 % de similaridade, sendo 185 estirpes monofiléticas (Figura 1),

sugerindo uma alta diversidade genética entre os isolados estudados.
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Figura 1 - Dendrograma de similaridade BOX-PCR dos isolados dos cladddios da palma
forrageira do género Opuntia e Nopalea. A esquerda dendrograma completo e a direita as partes
divididas do dendrograma numeradas na ordem.
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3.3.3 indices de diversidade

O teste t aplicado aos resultados dos indices de Shannon (H') e Simpson (D) nao

apresentaram diferencas significativas a 10% de significancia (Tabela 5).

Tabela 5 - Médias e desvio padréo dos isolados agrupados pela técnica BOX-PCR e indices
de diversidade, dos diferentes géneros da palma forrageira.

Opuntia Nopalea Pr>t
Isolados BOX 110-18,2 76 — 15,6 0,27
Shannon (H") 0,3-0,05 0,25-0,07 0,24
Simpson (D) 0,040 - 0,041 0,024- 0,025 0,31

3.3.4 Amplificacé@o do gene ACC Deaminase

24 estirpes amplificaram para o gene acdS, que codifica para a ACC deaminase.

3.3.5 Sequenciamento 16S RRNA

O sequenciamento parcial do gene 16S rRNA revelou que 15 das 24 estirpes
apresentaram similaridade com estirpes previamente descritas no BLAST, e foram classificadas
no nivel de género, com uma similaridade variando entre 95,04 % e 99,76 % (Tabela 6). No
entanto, cinco bactérias ndo apresentaram similaridade suficiente para uma classificacdo
taxondmica ao nivel de género, apresentando uma variacdo de similaridade entre 76,35 % e
89,71 %, e quatro ndo demonstraram similaridade com nenhuma sequéncia genética disponivel
no banco de dados do GenBank, pois as sequéncias ndo apresentavam pares de bases suficientes
para o reconhecimento.

No total, foram identificados 3 filos, 4 classes, 7 ordens, 9 familias e 9 géneros,
conforme os dados obtidos do NCBI. O filo com o maior nimero de representantes foi o
Proteobacteria, seguido pelo Bacillota. As classes dominantes foram y-proteobacteria e Bacilli.

Os géneros mais abundantes foram Ralstonia (20 %), seguido por Bacillus,
Pseudomonas e Staphylococcus (13,33 %). Além disso, Desertihabitans, Stenotrophomonas,
Priestia, Citrobacter, Micrococcus e Acinetobacter representaram cada um 6,66 % dos géneros

identificados.



Tabela 6 - Identificacdo genética dos isolados com base na similaridade das sequéncias de nucleotideos.
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Filo Classe Ordem Familia Género Espécie correlacionada Estirpe  Erro Similaridade N° Acesso
Xanthomonadales Xanthomonadaceae Stenotrophomonas  Stenotrophomonas maltophilia 49 0 95,15% NZ_LS483377.1
Enterobacterales Enterobacteriaceae Citrobacter Citrobacter werkmanii 101 0 97,98% NZ_CP044101.1
y-proteobacteria Pseudomonas monteilii 91 0 97,57% NZ_CP022562.1
Pseudomonadaceae Pseudomonas —
Proteobacteria Pseudomonadales Pseudomonas urmiensis 107 0 95,21% NZ_JAJSPR010000111.1
Moraxellaceae Acinetobacter Acinetobacter oleivorans 127 0 96,07% NC_014259.1
Ralstonia pickettii 215 0 95,52% NZ_CABKQE010000005.1
B-proteobacteria Burkholderiales Burkholderiaceae Ralstonia Ralstonia pickettii 216 0 95,02% NZ_CABKQE010000004.1
Ralstonia pickettii 328 0 95,09% NZ_CABKQE010000001.1
Priestia Priestia aryabhattai 51 0 97,88% NZ_CP024037.1
. . Bacillus albuns 61 0 95,33% NZ_SDFS01000030.1
_ . Bacillaceae Bacillus - .
Bacillota Bacilli Bacillales Bacillus subitilis 201 0 98,80% NC_000964.3
Staphylococcus warneri 24 0 95,04% NZ_QPKK01000496.1
Staphylococcaceae Staphylococcus
Staphylococcus pseudoxylosus 37 0 99,76% NZ_CP075500.1
Micrococcales Micrococcaceae Micrococcus Micrococcus luteus 137 0 96,71% NZ_CP082331.1
Actinomycetota Actinomycetes Lo . - . I ihabi
4 4 Propionibacteriales ~ Propionibacteriaceae Desertihabitans Dgslfrgm?:éltjasns 17 0 95,26% NZ_QPKK01000496.1
121
123
Similaridade Insuficiente para classificacdo 324
340
341
71
Quantidade de pares de bases insuficientes para a classificagdo igg

112
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3.3.6 Relagdes filogenéticas dos isolados bacterianos

Com base na arvore filogenética construida a partir do gene 16S rRNA (Figura 2), é
possivel observar os agrupamentos dos isolados que ndo puderam ser classificados
adequadamente. As estirpes 121 e 123 foram agrupadas com o género Acinetobacter. As estirpes
324 e 340 foram agrupadas com o género Bacillus. Por fim, a estirpe 341 foi agrupada com o

género Burkholderia.

Figura 2 - Arvore filogenética determinada pelo método Neighbour-Joining gerada a partir do
parametro Jukes Cantor e teste de bootstrap com 1000 repeticdes das sequéncias do gene 16S
rRNA dos isolados da palma forrageira.

Staphylococcus warneri

Staplylococcus pseudoxylosus
51

Priestia arvabhattai

61

Bacillus albus

201

Bacillus inaguosorum

98 _E
50 Bacillus cabrialesii
93 Bacillus spizizenii
324
340
137
Micrococcus luteus

Desertihabitans aurantiacus

Stenotropl, as sp
341

Burkholderia contaminans

Ralstonia pickettit

Raistonia sp.

215

216

328

Pseudomonas monteilii

107

Pseudomonas alloputida strain

91

Acinetoter oleivorans
Acinetobacter sp
127

121

123
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3.4 Discussao

A auséncia de diferenca significativa na populacdo bacteriana entre os géneros Nopalea
e Opuntia (Tabela 4) corrobora os resultados anteriores para cana-de-aclcar e eucalipto
(DASGUPTA et al., 2020; SINGH et al., 2022). Além disso, ndo foram encontradas diferencas
significativas entre os isolados dos dois géneros (Tabela 5), apesar de uma tendéncia de maior
diversidade ser observada para Opuntia. No entanto, é necessario levar em consideracdo que a
andlise foi efetuada com apenas trés genoétipos para cada género, o0 que limita o seu poder
estatistico e pode explicar parcialmente a falta de significancia.

Os resultados deste estudo revelaram uma alta frequéncia de isolados positivos para a
amplificacdo do gene para ACC deaminase na palma. Esses resultados sao consistentes com um
estudo anterior realizado por Govindasamy et al. (2022) em endofiticos de Opuntia, no qual 28
% das estirpes mostraram atividade de ACC deaminase. Por outro lado, em plantas menos
adaptadas a condicGes de seca, como Pisum sativum, apenas 7,7 % dos isolados apresentaram o
gene ACC deaminase, conforme relatado por Maheshwari et al. (2020). Isso sugere que plantas
cultivadas em zonas aridas e semiaridas abrigam uma maior proporcao de bactérias endofiticas
produtoras de ACC deaminase, como destacado por Glick (2012).

Entre as estirpes sequenciadas foi possivel verificar a dominancia do filo Proteobacteria,
0 que esta em concordancia com outros estudos que investigaram bactérias endofiticas em cactos,
como mencionado por Fonseca-Garcia et al. (2016). Neste estudo foi identificado estirpes
pertencentes aos géneros Acinetobacter, Bacillus, Citrobacter, Desertihabitans, Micrococcus,
Priestia, Pseudomonas, Staphylococcus, Stenotrophomonas e Ralstonia, que sdo comumente
encontrados em comunidades endofiticas de plantas em zonas aridas e semiaridas. (ESCOBAR
RODRIGUEZ et al., 2018; MASHIANE et al., 2018; EKE et al., 2019; LIU et al., 2019; LIMA
etal., 2020; AJIMAL et al., 2022).

As estirpes analisadas neste estudo apresentaram uma maior proximidade com as cepas
descritas na Tabela 7, e elas ja foram previamente citadas na literatura como promotoras de
crescimento de plantas, com algumas ja bem estabelecidas nesse papel, como as pertencentes aos
géneros Bacillus, Stenotrophomonas e Priestia.

Importante destacar que outras cepas, como as pertencentes ao género Desertihabitans do
filo Actinomycetota ainda ndo foram tdo estudadas quanto ao seu papel na promocao de
crescimento e ainda ndo haviam sido mencionadas como bactérias endofiticas de plantas. No
entanto, microrganismos desse género, especificamente, Desertihabitans aurantiacus, foram

descritos como tolerantes a NaCl e temperaturas de até 40 °C (SUN et al., 2019). As bactérias



43

pertencentes a este filo sdo bem estabelecidas como promotoras de crescimento (BOUKHATEM,;
MARABET; TSAKI, 2022).

E importante destacar que todas as estirpes que apresentaram alta similaridade com as
identificadas neste estudo sdo consideradas endofiticas facultativas, ou seja, ha relatos de sua
presenca tanto dentro das plantas quanto em outros habitats (ANAND et al., 2023).

Das estirpes isoladas e selecionadas, 93,33 % foram identificadas como pertencentes a
Opuntia. Essa predominancia de estirpes associadas a Opuntia pode ser atribuida a maior
rusticidade e adaptacdo desse género as condicdes de seca. Esse achado é consistente com um
resultado encontrado por Silva et al. (2014), que estudaram bactérias dos dois géneros de palma
forrageira e 91,66 % dos isolados classificados também pertenciam ao género Opuntia.

Além disso, a maioria das estirpes bacterianas analisadas neste estudo ainda ndo havia
sido citadas como positivas para presenca do gene para ACC deaminase, conforme apresentado
na Tabela 8. Essa observacdo pode ser atribuida ao fato de que muitas dessas estirpes nao foram
isoladas de plantas conhecidas por sua resisténcia ao estresse hidrico (KAILASAN;
VAMANRADO, 2015; HASHEM; TABASSUM; FATHI ABD_ALLAH, 2019; NAGARAJU et
al., 2021; TRINH; NGUYEN; NGUYEN, 2023).
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Tabela 7 - Correlacdo das estirpes classificadas a nivel de género e mecanismos associados a promogéo de crescimento.

Estirpe Correlacdo Similaridade Mecanismos associados Origem do isolado Autor
127 Acinetobacter 96,07% Sideroforos, AIA e Azevém perene Wang et al., 2022
oleivorans solubilizacdo de fosfato
. o Siderdforos, fixagdo de _Oryza sattiva . .
201 Bacillus subitilis 98,80% NitrogEnio e sc;lubiliza 30 de Nicotiana tabacum Hashem; Tabassum; Fathi Abd_Allah, 2019; Nagaraju et
g fosfato ¢ Cicer arietinum L. al., 2021; trinh; nguyen; nguyen, 2023
61 Bacillus albus 95,33% Arachis hypogaea
101 Citrobacter werkmanii 97,98% Estresse omg;cgnfoﬁxagao de Triticum aestivum Ajmal et al., 2022; Zhou et al., 2023
17 Dgzerr;:l?:éhins 95,26% Estresse osmético Areia do deserto Sun etal., 2019; Liu et al., 2021
137 Micrococcus luteus 96,71% Estresse osmético Cyperus Lafi et al., 2017
conglomeratus
51 Priestia aryabhattai 97,88% Solubilizagdo de qufato, AlA, Triticum aestivum L. Shahid et al., 2022
ACC Deaminase
91 Pseudomonas monteilii 97,57% Triticum aestivum L
107 Pseudomonas 95 21% fixacdo de nitrogénio e AIA Pelargonium Dharni et al., 2014; Zhour et al., 2022.
urmiensis s graveolens
24 Sts\t);r)g%coecr?us 95,04% Azevém perene
g Estresse osmotico o per Wang et al., 2022; Wang et al., 2023
37 Staphylococcus 99 76% Triticum aestivum
pseudoxylosus (070
49 Stenn?;rl?ggﬁirngnas 95,15% Fixacdo de nitrogénio e AIA Arachis hypogea Alexander et al., 2019
Solanum lycopersicum
215 95,52% Oryza sativa
Anacardium
occidentale
216 95,02% Solubilizagdo delfpsfato, Cocos nugfera Kailasan: Vamanrao, 2015.
Ralstonia pickettii estresse osmotico Vitis vinifera
Artocarpus
398 95.09% heterophyllus

Mangifera indica L
Punica granatum
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3.5 Conclusbes

A nossa hipotese é que existiria diferenca significativa entre a diversidade dos isolados
entre os dois gendtipos, porém ndo foi confirmada, apesar de Opuntia apresentar um nimero de
isolados superior aos apresentados por Nopalea.

A frequéncia de estirpes positivas para ACC deaminase foi significativamente superior
em Opuntia, sendo potencialmente um dos mecanismos para a maior resisténcia a seca
apresentada por este género.

Os géneros predominantes na palma foram Bacillus, Pseudomonas e Staphylococcus,
Desertihabitans, Stenotrophomonas, Priestia, Citrobacter, Micrococcus e Acinetobacter,
apresentando semelhanca com espécies com ocorréncia confirmada como promotoras de
crescimento de plantas, indicando a validade do uso deste gene como identificador de bactérias
para avaliacdo do potencial para promogéo de crescimento.

Este trabalho foi o primeiro a relatar o género Desertihabitans como promotora de
crescimento e endofitico de plantas.
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4 ANAI:ISE DE PROMOCAO DE CRESCIMENTO IN VITRO DE BACTERIAS
ENDOFITICAS DE DIFERENTES GENOTIPOS DE PALMA FORRAGEIRA

Resumo

A producdo agricola depende de fertilizantes, mas seu uso excessivo pode prejudicar o
solo e 0 meio ambiente. Para aumentar a produtividade de forma sustentavel, o uso de bactérias
endofiticas isoladas de plantas de regiGes semiaridas, como a palma forrageira, € uma abordagem
promissora, pois elas podem estimular o crescimento das plantas por meio de mecanismos de
promocdo de crescimento. Nesse Vviés, 0 objetivo desse trabalho € a identificacdo in vitro dos
mecanismos de promocéo de crescimento de bactérias endofiticas isoladas de palma forrageira.
Foram isoladas 186 estirpes endofiticas e todas foram avaliadas para acdS, nifH, AIA,
solubilizacéo de fosfato, producéo de sider6foros e regulacdo osmética. A presenca do gene acdS
e nifH foi detectada por PCR. A quantificacdo da producdo de AIA se deu pelo enriquecimento
do meio com L-triptofano e usando reagente Salkowski para coloracdo e espectrometria para
leitura. A solubilizacédo de fosfato foi determinada pelo surgimento de um halo em meio contendo
fosfato insolvel. A producéo de siderdforos foi feita em meio sem ferro, utilizando o reagente
CAS para coloracéo e analise por espectrometria. A adaptacdo osmdtica foi testada em trés niveis
de estresse (10%, 20% e 30% de PEGgooo) € analisada por densidade Optica. 24 estirpes
amplificaram para o gene acdS, 20 do género Opuntia e 4 Nopalea. 41 estirpes amplificaram
para o gene nifH, 31 eram do género Opuntia e 10 Nopalea. 30 estirpes produziram AlA, sendo
18 baixos produtores, todos eram do género Opuntia, 5 eram médios produtores, 4 Opuntia e 1
Nopalea. 3 foram altos produtores, 2 do género Opuntia e 1 Nopalea e 5 estirpes tiveram
producdo elevada, 4 do género Opuntia e 1 Nopalea. 75 isolados produziram sider6foros, 74
estirpes tiveram baixa producdo, sendo 38 do género Opuntia e 36 Nopalea. E apenas 1 isolado
teve alta producédo de sider6foros, sendo ele do género Opuntia. 15 isolados foram produtores de
fosfato, 14 foram baixos solubilizadores, sendo 7 do género Opuntia e 7 Nopalea. Enguanto
apenas 1 foi médio solubilizador, sendo ele do género Opuntia. Para o estresse osmotico, 66
isolados foram osmoadaptativos a uma pressao osmotica de 10%, sendo 36 do género Opuntia e
30 Nopalea. Dentre os isolados osmoadaptativos a 10%, 55 osmoadaptativos a 20%, sendo 28
do género Opuntia e 27 Nopalea. Dos isolados osmoadaptativos a 20%, 44 foram
osmoadaptativos a 30%, sendo 23 do género Opuntia e 21 Nopalea. As estirpes isoladas da palma
demostraram serem capazes de produzir mecanismos de promocao de crescimento, o género
Opuntia se destacou por apresentar mais isolados com mecanismos.

Palavras-chave: acdS. nifH. AlA. Sideroforos. Solubilizacdo de fosfato. Estrese osmotico.



53

IN VITRO GROWTH PROMOTION ANALYSIS OF ENDOFITIC BACTERIA FROM
DIFFERENT GENOTYPES OF FORAGE CACTUS

Abstract

Agricultural production relies on fertilizers, but their excessive use can harm the soil and
the environment. To increase productivity sustainably, the use of endophytic bacteria isolated
from plants in semi-arid regions, such as forage cactus, is a promising approach as they can
stimulate plant growth through growth-promoting mechanisms. In this study, the in vitro
identification of growth promotion mechanisms of endophytic bacteria isolated from forage
cactus was the objective. A total of 186 endophytic strains were isolated and all were evaluated
for acdS, nifH, IAA, phosphate solubilization, siderophore production, and osmotic regulation.
The presence of acdS and nifH genes was detected by PCR. Quantification of IAA production
was done by enriching the medium with L-tryptophan and using the Salkowski reagent for
coloration and spectrometry for reading. Phosphate solubilization was determined by the
appearance of a halo in medium containing insoluble phosphate. Siderophore production was
assessed in iron-free medium using the CAS reagent for coloration and analysis by spectrometry.
Osmotic adaptation was tested at three stress levels (10%, 20%, and 30% PEGsooo) and analyzed
by optical density. Twenty-four strains amplified the acdS gene, with 20 from the Opuntia genus
and 4 from Nopalea. Forty-one strains amplified the nifH gene, with 31 from the Opuntia genus
and 10 from Nopalea. Thirty strains produced 1AA, with 18 being low producers, all from the
Opuntia genus; 5 were moderate producers, 4 from Opuntia and 1 from Nopalea; and 3 were high
producers, 2 from Opuntia and 1 from Nopalea. Five strains had elevated production, with 4
from the Opuntia genus and 1 from Nopalea. 75 isolates produced siderophores, with 74 strains
having low production, including 38 from the Opuntia genus and 36 from Nopalea. Only 1 isolate
had high siderophore production, from the Opuntia genus. Fifteen isolates were phosphate
producers, with 14 being low solubilizers, including 7 from the Opuntia genus and 7 from
Nopalea. Only 1 was a moderate solubilizer, from the Opuntia genus. Regarding osmotic stress,
66 isolates were osmoadaptive to a 10% osmotic pressure, with 36 from the Opuntia genus and
30 from Nopalea. Among the osmoadaptive isolates at 10%, 55 were osmoadaptive to 20%, with
28 from the Opuntia genus and 27 from Nopalea. Among the osmoadaptive isolates at 20%, 44
were osmoadaptive to 30%, with 23 from the Opuntia genus and 21 from Nopalea. The isolated
strains from the forage cactus demonstrated the ability to produce growth-promoting
mechanisms, with the Opuntia genus standing out for having more isolates with such
mechanisms.

Keywords: acdS. nifH. IAA. Siderophores. Phosphate solubilization. Osmotic stress.
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4.1 Introducéo

Atualmente, a producdo agricola estd fortemente dependente do uso intensivo de
fertilizantes quimicos, que se tornaram os pilares fundamentais da agricultura moderna. No
entanto, o uso excessivo desses fertilizantes pode acarretar efeitos ambientais graves e ter um
impacto negativo nas propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas do solo, comprometendo sua
fertilidade (WOZNIAK et al., 2019).

Assim, a busca por aumentar a produtividade agricola de forma sustentavel é urgente,
para suprir as necessidades humanas e preservar o equilibrio do ecossistema. (MEHMET
TUGRUL, 2020) Uma abordagem promissora para alcancar esses objetivos ¢ a utilizagdo de
inoculantes microbianos, como as bactérias endofiticas (OMOMOWO; BABALOLA, 2019).

As bactérias endofiticas podem estimular o crescimento das plantas por meio de varios
mecanismos (SANTOYO et al., 2016), como fixacao bioldgica de nitrogénio, solubilizacdo de
fosfato, producdo de sideréforos, producdo de AIA (&cido indol acético) e ACC deaminase
(CARDOSO; ANDREOTE, 2016).

Foi comprovado gue isolados endofiticos do género Bradyrhizobium provocaram menor
atividade de reducdo de acetileno, concentracéo de acucar e fixacdo de nitrogénio em plantas de
arroz (OKAMOTO et al., 2021). Bem como estirpes do género Pantoea foram capazes de
promoverem significativamente o crescimento de pimentdo e tomate, através da solubilizacdo de
fosfato e fixacdo de nitrogénio (MEI et al., 2021).

Isolados endofiticos de Lilium leucanthum apresentaram caracteristicas promotoras do
crescimento vegetal, como producdo de acidos organicos, ACC desaminase, indol-3-acético
acido (IAA), sideroforos e fixacdo de nitrogénio e solubilizacdo de fosfato, promovendo o
desenvolvimento de mudas de tomate (KHAN et al., 2020).

O local de isolamento das bactérias endofiticas pode influenciar a comunidade presente
(KHAN et al., 2020). Como por exemplo bactérias endofiticas isoladas da palma forrageira, que
apresentaram eficiéncia significativa na estimulacdo do crescimento das plantas, produzindo
substancias como AIA e melanina, além de possuirem uma resisténcia natural a antibiéticos
(SILVA et al., 2014). Além disso, apresentaram a capacidade de promocao do crescimento em
tomateiro, através da producéo de AlA, sideroforos e ACC deaminase, mantendo seu crescimento
em mais de 90% quando em situacdes de estresse (EKE et al., 2019).

Nesse contexto, levantamos a hipétese que os genotipos da palma forrageira apresentam

diferentes proporcGes de bactérias endofiticas com mecanismos de promocgao de crescimento e
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estresse abiotico. Objetivando assim, identificar in vitro os mecanismos de promocdo de
crescimento e estresse abidtico de bactérias endofiticas isoladas de palma forrageira.
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4.2 Material e métodos
4.2.1 Local de coleta

A palma foi coletada no Banco Ativo de Germoplasma, na Estacdo Experimental de
Arcoverde do IPA. O clima é classificado em BSh segundo Koppen e Geiger (1923), com pouca
pluviosidade ao longo do ano e temperatura média anual de 23,5 °C (CLIMA-DATE, 2022).

Foram coletadas trés raquetes de cada um de seis gendtipos de palma forrageira dos
géneros Opuntia e Nopalea, com as cultivares IPA-20 (Opuntia fucus-indica), orelha de elefante
africana (O. undulata Griffiths), Orelha de Elefante Mexicana (O. stricta Haw), miuda de
Nopalea, IPA Sertania, e F 21 (todas Nopalea cochenillifera Salm Dyck). Vale salientar que
recentemente houve uma mudanca taxonémica para o género Nopalea, que passou a ser Opuntia
cochenillifera Karst (HALSSLER, 2022). Contudo, nesse trabalho os gendtipos continuardo a

ser agrupados em Opuntia e Nopalea, considerando as diferencas fenotipicas entre 0s mesmos.

4.2.2 Caracterizacdo quimica e fisica do solo

Foram coletadas amostras de solos da camada 0-20 c¢cm, para caracterizacdo fisica e

quimica do solo (Tabela 8).

Tabela 8 - Analise quimica e fisica do solo.

pH agua Ca Mg Al Na K P M.O. H+Al Classificagdo
1:2,25 cmolc dm3 mg dm-? g kgt cmolc dm Textural
4,17 11 0,9 0,98 0,14 0,25 73,3 9,03 4,77 Areia Franca

M.O.-Matéria organica; H- Hidrogénio.

4.2.3 Isolamento das bactérias

Para o isolamento das bactérias, as raquetes foram lavadas com detergente em &agua
corrente, depois imersas em etanol 70 % durante 30s, seguido por imersdo em hipoclorito de
sodio 2,5 % durante 5 minutos, e por ultimo, triplice lavagem em &gua destilada autoclavada.
Apbs a higienizacdo, foi pesado 10g de palma e triturado com 90 mL de solucéo salina 0,85 %,
seguido por diluicdes em séries de 10 a 10°° (DOBEREINER; BALDANI; BALDANI, 1995).
Cada diluigdo foi inoculada no meio TSA (Tryptic Soy Agar) em triplicata utilizando a aliquota
de 100 pl, em seguida foram incubados a 28 °C. O crescimento foi acompanhado apos 24h da

incubacéo.
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4.2.4 Extragdo de DNA

Para a extracdo do DNA foi usado o método de bancada Bead Beating (CULLEN;
HIRSCH, 1998), os isolados foram cultivados em 5mL do meio TSA liquido por cinco dias, sob
agitagdo constante a 150 Rotacdo Por Minuto (RPM). Apos esse tempo foi realizado a extragdo
do DNA para os isolados que cresceram bem. O DNA extraido foi corado com Sybr Green® e
precipitados com Ladder Buffer (LB), sendo submetidas a eletroforese em gel de agarose 0,5 %,

a 100 volts por 30min e visualizados em transiluminador sob luz UV.

4.2.5 BOX-PCR

A diversidade genética das amostras foi avaliada por meio da técnica de BOX-PCR
(Tabela 2) e os produtos foram corados com Sybr Green® e precipitados com LB, sendo entéo
submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,7% a 65 volts durante 6 horas. Um marcador de
peso molecular de 100 pb (Sinapse) foi utilizado como referéncia. O gel de agarose foi
visualizado utilizando um transiluminador sob luz ultravioleta e registrado por meio de um
fotodocumentador. Foram utilizados dendrogramas gerados por meio do programa Geljv2 para
analisar a similaridade entre as amostras. Essa analise foi realizada utilizando o coeficiente de
Jaccard e o algoritmo UPGMA, conforme Heras et al. (2015) e Delamuta et al. (2017).

4.2.6 Amplificacdo do gene ACC Deaminase

Todas as estirpes foram avaliadas quanto a presenca do gene que codifica a ACC
deaminase (Tabela 2). Os produtos resultantes dessa amplificagdo foram corados com Sybr
Green® e precipitados com LB, sendo entdo submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1 %,
a 100 volts por 30 minutos. Um marcador de peso molecular de 100 pb fornecido pelo fabricante
Sinapse foi utilizado como referéncia.

Apobs a eletroforese, o gel de agarose foi visualizado utilizando um transiluminador sob
luz ultravioleta, sendo entdo fotografado por meio de um fotodocumentador. A presenca do gene
que codifica a ACC deaminase foi identificada como positiva pela presenca de fragmentos de
bandas com aproximadamente 450 pb, conforme os padrbes descritos por Poly, Monrozier e
Bally (2001).

4.2.7 Amplificacao gene nifH

A presenca do gene nifH foi identificada por PCR com os primes FGPH192
(TACGGCAARGGTGGNATH) e PolR3 (ATSGCCATCATYTCRCCG) (SIMONET et al.,
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1991; POLY; MONROZIER; BALLY, 2001), com as seguintes condi¢des de reacdo: 94 °C por
5 min, 35 ciclos a 94 °C por 1 min, 55 °C por 45s, 72 °C por 1 min, e 72 °C por 10 min. Os
produtos da PCR foram corados com Sybr Green® e precipitados com LB, submetidos a
eletroforese em gel de agarose 1 %, 100 volts, por 30 min, utilizando marcador de tamanho de100
pb (Sinapse). Posteriormente, foi utilizador transiluminador sob luz UV, fotografado em
fotodocumentador. As estirpes com fragmentos de gene com cerca de 450 pb foram consideradas
positivas para o gene (POLY; MONROZIER; BALLY, 2001).

4.2.8 Producéo de 4cido indol acético

A producéo de AIA seguiu 0 método descrito por Kuss et al. (2007) com modificacdes.
Os isolados foram cultivados em 5 mL meio de cultura TSB (10 %) com adicdo de 5 Mm de L-
triptofano, a 150 RPM por cinco dias. Apos esse periodo, 1,5 mL da cultura foi centrifugado a
10.000 RPM por 5 min, 50 ul do sobrenadante resultante foi transferido para placa Elisa com
pocos em triplicata e adicionado 200 ul de solucdo Salkovisk (SERGEEVA et al., 2002) feito
com 92,60 mL de H2S0435%, 154,3mL de agua e 3,1mL de FeCls 0,5 mol L™, aguardando 30
min no escuro para acontecer a reacdo, em seguida foi analisado por espectrometria A = 530 nm
em leitor de microplacas Biotek H1. A concentracdo de compostos indol acéticos foi estimada
por uma curva padrdo, preparada com meio de cultura estéril ndo inoculado e quantidades
conhecidas de AIA, 2.5, 5, 10, 20, 40, 60, 80, 100, 120 pug mL™, sendo obtido a seguinte equagao.

A =0,0082C + 0,0804 R2=0,9933

Onde: A= Leitura da absorbéancia

C= Concentracio de IAA em ug mL™*

As estirpes foram agrupadas pela producédo de AlA de acordo com o proposto por Brigido;
Glick; Oliveira (2017), < 15 ug mL), baixa produgédo (> 15 e < 30 ug mL*) média producao, (>
30 e <45 ug mL-1) alta producéo e (> 45 ug mL™) elevada producao.

4.2.9 Producao de siderdforos

A producéo de siderd6foros seguiu a metodologia descrita por Schwyn e Neilands (1987).
Os isolados foram cultivados em 5 mL de meio de cultura KingB a 150 RPM por cinco dias.
Apds esse periodo, 1,5 mL da cultura foi centrifugado a 10.000 RPM por 5 min, 100 ul do

sobrenadante resultante foi transferido para uma placa Elisa com pocos em triplicata e adicionado
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100 pl da solugdo CAS (7,5 ml de cromo azurol S, 1,5 mL de HCL+FeCL36H20, 25 mL de
HDTMA, 40 mL de piperazina anidra e 26 mL de 4gua deionizada) aguardando 30 min no escuro
para acontecer a reacdo, em seguida foi analisado por espectrometria A =530 no microplate reader

da Biotek. A producéo de siderdforos foi estimada pela formula de Payne (1994).

(Ar — As)

1
Ar >* 00

Producao de Siderdforos = (

Onde: Ar = absorbancia de referéncia (solucdo CAS e caldo ndo inoculado).

As = absorbancia da amostra (solugdo CAS e sobrenadante sem células da amostra).

As estirpes foram agrupadas de acordo com a metodologia de Arora e Verma (2017), em
(< 30%) baixa produgéo de sideroforos, (< 50%) producdo média de siderdforos, (>50%) alta

producdo de sideroforos.

4.2.10 Solubilizacéo de fosfato de célcio

Para solubilizacéo de fosfato de célcio, foi utilizado a metodologia descrita por Nautiyal
(1999). As bactérias foram multiplicadas em 5 mL de meio de cultura YM, agitadas a 150 RPM
por cinco dias e inoculadas em trés pontos em placas de Petri com meio de cultura NBRIP
(NAUTYVAL, 1999), deixando incubado por 15 dias em temperatura de 28 °C e classificadas
como solubilizadoras pelo surgimento de um halo de solubilizagdo. Foi calculado indice de
solubilizacdo do seguinte modo:

Diametro halo (mm)
IS

~ Diametro colénia(mm)

Os isolados solubilizadores de fosfato de calcio foram classificados em baixa (IS < 2),
média (2 > IS < 4) e alta (IS > 4) solubilizacdo, de acordo com Chagas Junior et al. (2010).

4.2.11 Teste de eficiéncia de crescimento por estresse osmotico

Foi realizado um teste de eficiéncia do crescimento em meio com restricdo de agua
seguindo a metodologia descrita por Mergeay et al. (1985). Para simulagao do estresse osmatico
foi utilizado o polietilenoglicol (PEG8000). As bactérias foram crescidas em meio liquido YM,
durante 48 h sob agitacdo constante a 150 RPM, apds esse periodo foi preparado o meio de cultura
YM com controle negativo a 0 %, e 0 meio com concentragcdes de 10 %, 20 % e 30 % de

PEGB8000. Em seguida 100 ul da suspenséo bactéria foi inoculada em placas de crescimento em
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triplicata para cada um dos tratamentos. Apés cinco dias de crescimento as bactérias foram
avaliadas por densidade 6tica a A = 600 nm em leitor de microplacas Biotek H1. Os isolados com
valores de densidade optica > 2 foram considerados osmoadaptativos de acordo com Nordstedt
e Jones (2020).

4.2.12 Andlises estatisticas

Foi realizado o teste de qui-quadrado de comparacdo entre os géneros para ACC
deaminase, nifH, niveis de producdo de AlA, siderdforos, solubilizacdo de fosfato e adaptagéo

osmotica.
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4.3 Resultados

Apbs a aplicacdo da técnica BOX-PCR para agrupamento, os 241 isolados da palma
forrageira dos géneros Opuntia e Nopalea resultaram em 190 isolados amplificados, que
formaram 185 grupos distintos. Dentre esses grupos, apenas um deles era composto por mais de
uma bactéria. Consequentemente, as bactérias selecionadas por meio da tecnica BOX-PCR foram
submetidas a analise dos seguintes mecanismos de promocao de crescimento:

Dos isolados testados para o gene acdS, que codifica para a ACC deaminase, 24 isolados
amplificando para o gene (Tabela 9), com diferenca significativa entre os géneros pelo X?a 10
%. 41 isolados amplificaram para o gene nifH (Tabela 9), com diferenca significativa entre 0s

géneros pelo X2a 10%.

Tabela 9 - Teste de qui-quadrado (X?) para os mecanismos de promogdo de crescimento em
plantas, com as estirpes isoladas dos géneros Opuntia e Nopalea na palma forrageira.

Mecanismos Niveis Mecanismos Opuntia Nopalea Pr>Qui
Presenca de ACC ACC+ 20 4 0,0185
Presenca nifH nifH + 31 10 0,0319
Baixa 18 0 0,00042

x Média 4 0 0,0964
Produgéo de AIA Alta 2 1 0.7908
Elevada 4 1 0,3426

Producéo de Baixa 38 36 0,1729
sideroforos Alta 1 0 0,4058
Solubilizagéo de Baixa 7 7 0,4866
fosfato de célcio Média 1 0 0,4085
10% 36 30 0,4476

Estresse osmdtico 20% 28 27 0,2143
30% 23 21 0,3541

30 estirpes apresentaram producdo de AIA (Tabela 9). 18 isolados apresentaram baixa
producdo de AIA (< 15 ug mL™), 5 isolados apresentaram producdo média (> 15 e < 30 ug mL-
1, 3 isolados tiveram alta producio (> 30 e < 45 ug mL-1) e 5 dos isolados tiveram uma producio
elevada de AIA (> 45 ug mL™). O teste X? a 10 % foi significativo para baixa e média producio
e ndo significativo para alta e elevada producéo.

75 estirpes foram capazes de produzir sideroforos. Sendo que 74 dos isolados
apresentaram baixa producdo (< 30 %). E apenas 1 isolado teve alta producdo de siderdéforos
(>50%). O teste X? das analises foi ndo significativo para as duas faixas de producao.

15 isolados foram capazes de solubilizar fosfato de calcio (Tabela 9). 14 dos isolados
solubilizadores foram classificados como tendo baixa capacidade de solubilizacdo de fosfato de
calcio (IS < 2), enquanto apenas 1 dos isolados demostrou uma capacidade de solubilizacéo



62

média (2 > IS < 4). O teste X? das analises foram ndo significativos para as duas faixas de
solubilizag&o.

66 isolados foram osmoadaptativos a uma pressao osmotica de 10 % de PEGgooo (Tabela
9). Dentre os isolados osmoadaptativos a 10 %, 55 também foram osmoadaptativos a uma pressao
osmotica de 20 %. Dos isolados osmoadaptativos a 20 %, 44 também foram adaptativos a uma
pressdo osmotica de 30 %. O teste de X? foi ndo significativo para as trés faixas de estresse

osmotico.

4.3.1 Compilagéo dos mecanismos testados para os isolados da palma

Enquanto 38 estirpes ndo apresentaram nenhum dos mecanismos avaliados, enquanto que
72,55, 16, 4 isolados apresentaram respectivamente um, dois, trés e quatro mecanismos (Tabela
8), sem diferenca significativa em funcdo do gendtipo de isolamento, exceto para 0 grupo com
quatro mecanismos, em que todas foram isoladas de Opuntia.

Tabela 10 - Teste de qui-quadrado (X?) para a quantidade de estirpes por mecanismos, dos
isolados provenientes da palma forrageira do género Opuntia e Nopalea.

Mecanismos Opuntia Nopalea Pr>Qui
1 37 35 0,1481
2 36 19 0,3407
3 11 5 0,4342
4 4 0 0,0964
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4.4 Discussao

A analise in vitro de 186 estirpes bacterianas isoladas dos cladodios da palma revelou a
presenca de mecanismos importantes para a promocéao do crescimento de plantas. Dentre essas
estirpes, 13 % apresentaram amplificacdo do gene ACC deaminase, sendo mais frequentes nas
estirpes do género Opuntia, conforme apresentado na Tabela 9. Estudos anteriores com o género
Opuntia, como o de Govindasamy et al. (2022), também confirmaram a presenca de muitas
estirpes bactérias produtoras de ACC deaminase.

Outros estudos também ja demostraram que o genotipo causa influéncia sobre a
comunidade bacteriana. Como em estudos realizados em eucalipto, que ficou evidenciado que
comunidade bacterianas isoladas de E. camaldulensis ndo apresentavam mecanismos de
resisténcia ao estresse hidrico, enquanto as estirpes isoladas de E. tereticornis demonstraram alta
resisténcia ao estresse hidrico, conforme descrito por Dasgupta et al. (2020). Isso evidencia que
genotipos de plantas com maior resisténcia a seca, como o género Opuntia, possuem uma maior
proporcao de bactérias que proporcionam alivio do estresse hidrico.

A presenca do gene nifH foi identificada em 22 % das estirpes, sendo observada uma
maior frequéncia de isolados para o género Opuntia, conforme mostrado na Tabela 9. Resultados
de estudos anteriores realizados por Costa e Melo (2013) e Lyra et al. (2013) com o género
Opuntia também demonstraram uma alta frequéncia de isolamento de bactérias com a capacidade
de fixacdo de nitrogénio. Bem como estudos com outras espécies vegetais como a cana-de-
acucar, que também mostrou diferencas na comunidade de bactérias fixadoras de nitrogénio entre
diferentes gendtipos da cana, conforme relatado por Singh et al. (2022). Essas diferencas estdo
associadas as interacOes especificas entre as espécies e as bactérias fixadoras de nitrogénio
(SINGH et al., 2022).

Dentre as estirpes analisadas neste estudo, 16,13 % delas apresentaram producéo de AlA,
sendo mais frequente no género Opuntia para todos os niveis de producdo. Resultados
semelhantes foram encontrados em estudos anteriores realizados por Costa e Melo (2012) com
estirpes isoladas do género Opuntia, no qual aproximadamente 20 % dos isolados foram
produtores de AIA em algum dos niveis de producdo. Bem como em trabalhos de Govindasamy
et al. (2022) de raizes de Opuntia em que aproximadamente 30 % das estirpes apresentaram
producdo de AIA, abrangendo todos os niveis de producdo. A presenca de bactérias produtoras
de AIA estimula o crescimento das plantas, o alongamento das raizes, o desenvolvimento do
caule e favorece a absorcdo de &gua e nutrientes, conforme Jahn; Hofmann; Ludwig-Miiller,
(2021).
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Os mecanismos AIA, ACC deaminase e nifH tiveram maior frequéncia de isolados
Opuntia. Estas caracteristicas podem contribuir para a maior resisténcia a seca, como também
encontrado por Karray et al. (2020) para Opuntia em ambientes arido e semiarido.

A producéo de sideroforos foi identificada em 41 % estirpes bacterianas, distribuida em
ambos os géneros da palma. Sendo o mecanismo mais expresso independentes do género. Os
endofitos produtores de sideréforos conferem ao cacto a capacidade de crescer em ambientes
estressantes, pois essas bactérias tém a capacidade de auxiliar as plantas de cactos na extracao de
varios micronutrientes, conforme relatado por Dimkpa et al. (2008) e Qin et al. (2015).

Cerca de 8,5 % das estirpes apresentaram a capacidade de solubilizar fosfato de calcio,
sem diferenca de ocorréncia entre 0s géneros. Esses resultados estdo em concordancia com o
trabalho de Costa e Melo (2012), que relataram que apenas 12 % das estirpes isoladas da palma
forrageira apresentaram capacidade de solubilizacdo de fosfato, sendo que essas estirpes
demonstraram aumentos significativos no incremento da producao.

Das estirpes analisadas, 35,5% delas apresentaram crescimento em pelo menos um dos
niveis de pressdo osmdtica testados (Tabela 9), ndo havendo diferenca significativa entre 0s
géneros para nenhum dos niveis. Estudos anteriores, como o de Cruz Barrera et al. (2020),
comprovaram que as bactérias endofiticas osmoadaptativas promovem o crescimento e
aumentam a matéria seca das plantas, o que oferece perspectivas positivas para 0 uso dessas
bactérias através do estabelecimento de relacGes simbidticas que podem aumentar a tolerancia
da planta ao estresse abiotico (OGBE et al., 2023).

Os mecanismos mais expressos, independentes dos géneros, foram producdo de
siderdforos, adaptacdo osmotica e nifH. Resultados semelhantes foram encontrados por Walitang
et al. (2020) em Oryza sativa, estando este feito associado a capacidade de seletividade da planta.

80% das estirpes apresentaram mecanismos de promocdo de crescimento, conforme
mostrado na Tabela 10. Dentre essas estirpes, 75 produziram apenas um mecanismo, 55
apresentaram dois mecanismos, 16 apresentaram trés mecanismos (tabela 11) e apenas 4 estirpes
expressaram quatro mecanismos. Resultados semelhantes foram observados em estudos com
Opuntia ficus-indica, nos quais 85 % dos isolados produziram algum um mecanismo de
promocéo de crescimento (GOVINDASAMY et al., 2022). Em consonancia com esses achados,
Srinivasan et al. (2022), ao trabalharem com bactérias de uma planta do deserto (Zygophyllum
dumosum), constataram que 80 % dos isolados bacterianos também foram capazes de expressar
algum mecanismo de promocgdo de crescimento. Esses resultados destacam a relevancia do

estudo de bactérias endofiticas como uma area promissora de pesquisa (AFZAL et al., 2019).
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Tabela 11 - Estirpes isoladas da palma forrageira com maiores quantidades de mecanismos de
promocao de crescimento em plantas.

Solubilizagéo de

Mecanismos Estirpe Osmoadaptacdo AIA  Siderdforos fosfato ACC NIF

49 X X X
51 X X X
105 X X X
124 X X X
127 X X X
137 X X X
165 X X X

3 204 X X X
211 X X X
219 X X X
221 X X X
294 X X X
327 X X X
340 X X X
341 X X X
358 X X X
185 X X X X

4 197 X X X X
215 X X X X
216 X X X X
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4.5 Conclusodes

Aproximadamente 80% das bactérias isoladas de palma forrageira apresentaram pelo
menos um mecanismo de promocdo de crescimento de planta in vitro, com os producdo de
siderdforos, adaptacdo osmotica e nifH, sendo os mais frequentes independente do género da
palma forrageira hospedeira.

A producdo de AIA, ACC deaminase e nifH foram significativamente mais frequentes
em Opuntia, o que pode contribuir para a maior resisténcia deste género a déficit hidrico.

A frequéncia comparativamente alta de bactérias com caracteristicas promotoras de
crescimento em palma forrageira confirma o potencial de espécies adaptadas a ambientes
estressantes, como semidrido tropical, como fonte de estirpes para avaliacdo para a promocao de
crescimento de plantas.

As estirpes 185, 197, 215 e 216 responderam de forma positiva para pelo menos quatro
dos seis mecanismos (solubilizacdo de fosfato, producgdo de AlA, estresse osmatico, producao de

sideroforos, presenca do gene nifH e gene acdS).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Foram identificadas 186 estirpes distintas nos géneros Opuntia e Nopalea, demostrando
que espécies de regides semidridas abrigam grande diversidade de bactérias endofiticas.

Os géneros relacionados as estirpes positivas para o gene acdS que codifica paraa ACC
deaminase, possuem mecanismos de promocao de crescimento vegetal, e, portanto, demonstram
a eficacia desse gene como um meio de identificacdo de bactérias com potencial de estimular o
crescimento.

O género Opuntia apresentou maior frequéncia de isolados com mecanismos de
promocdo de crescimento, principalmente os ligados ao alivio do estresse hidrico. O que
demostra o potencial de espécies adaptadas a ambientes estressantes, como fonte de bactérias de
promocdo de crescimento em plantas.

No entanto, a fim de obter uma compreensdo mais aprofundada, sdo necessarios estudos
futuros que se concentrem na analise dessas cepas bacterianas em relacéo ao alivio do estresse

hidrico e a promocao de crescimento de plantas em casa de vegetacao e campo.
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