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de fosfato in vitro por bactérias endofiticas
associadas a cultura da palma forrageira
(Opuntia e Nopalea) em Pernambuco
Diversity and potential of solubilization of phosphate in vitro

by endophytic bacteria associated with the cultivation of
forage Palm (Opuntia and Nopalea) in Pernambuco state,
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RESUMO: Bactérias diazotréficas endofiticas
possuem mecanismos que, associadas a cultura
da palma, podem contribuir para o crescimento
e o desenvolvimento desta planta no Nordeste do
Brasil, jd que a mesma tem grande importancia
econdmica, por ser o alimento principal dos
animais na regifio semidrida. O objetivo deste
estudo foi caracterizar estas bactérias endofiticas
da palma quanto a capacidade de solubilizar fosfato
inorganico, além de comparar a diversidade dessas
bactérias presentes nas regides do semidrido
pernambucano. Foi confirmada a presenca de
bactérias diazotréficas solubilizadoras de fosfato
inorgdnico associado as palmas cultivadas,
oriundas dos BAGs (banco ativo de germopalsma)
de Caruaru e Arcoverde. Usando-se o indice
de diversidade, como o de Shannon-Weaver,
observou-se que houve diversidade de bactérias
diazotrdficas endofiticas. Para a andlise do indice
de Equitabilidade de Pielou, observou-se que
ndo houve dominancia das bactérias nas regides
estudadas.

PALAVRAS-CHAVE: Comunidade endofitica, indice
de diversidade, bactérias diazotroficas.

ABSTRACT: Diazotrophic bacteria present
mechanisms that, when associated with the culture
of forage Palm, can contribute to the growth and
development of this plant in northeastern Brazil.
Forage Palm is of great economic importance
because it is the main animal feed in the semiarid
region. The aim of this study was to characterize
these endophytic bacteria in Palm plants regarding
their ability to solubilize inorganic phosphate
and compare their diversity in semiarid regions
of Pernambuco state. We confirmed the presence
of diazotrophs solubilizing inorganic phosphate
associated with the coming of cultivated palm from
the AGBs (Active Germplasm Bank) of Caruaru
and Arcoverde. Diversity of diazotrophic bacteria
was observed using the Shannon-Weaver diversity
index. Analysis of the Pielou’s equitability index
showed no dominance of bacteria in the regions
studied.

KEYWORDS: Endophytic community, diversity
index, diazotrophic bacteria.

A cultura da palma forrageira na Regidao Nordeste do Brasil
tem uma grande importincia econdmica, por ser o alimento
principal dos animais na regido semidrida. No Estado de
Pernambuco, sdo cultivadas duas espécies de palma, a Opuntia
ficus-indica Mill, com as cultivares gigante, redonda e clone
IPA-20, e a Nopalea cochenillifera Salm Dyck, sendo que a
cultivar mais plantada € a midda ou doce (SANTOS et al.,
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2006). A palma forrageira € uma cultura relativamente exigente
quanto as caracteristicas fisico-quimicas do solo. Dessa
forma, para propiciar boas condi¢cdes de desenvolvimento
e produtividade, deve-se dar importancia ao suprimento de
fésforo. Tem-se, por hipdtese, que as cacticeas estabelecem
naturalmente associacdo com as bactérias diazotréficas
endofiticas e podem se beneficiar da interag@o planta-bactéria
na fase de crescimento inicial.

A habilidade das bactérias endofiticas em relacdo a
solubilizagcdo do fosfato inorganico vem despertando
grande interesse (SOBRAL, 2003; SANTOS et al., 2012).
E interessante ressaltar que as bactérias endofiticas com
capacidade de solubilizar fosfato inorganico ganham
importancia durante o processo de colonizacdo, pois podem,
inicialmente, colonizar superficialmente o hospedeiro e,
consequentemente, prové-lo deste mineral essencial para o
desenvolvimento vegetal (PEDRINHO, 2009).

As bactérias solubilizadoras de fésforo (BSF), quando
utilizadas como biofertilizante, propiciam grandes vantagens
para a planta, principalmente aumentando a produtividade
(INUI-KISHI et al., 2012). Mesmo a diversidade de bactérias
solubilizadoras de P presentes no solo sendo alta, os niveis
populacionais observados geralmente sdo baixos, para que
ocorra uma competi¢cdo com outras bactérias comumente
associadas a rizosfera. Para que a quantidade de P liberado por
estes organismos seja suficiente para promover o crescimento
vegetal e aumentar a resisténcia a doencas, deve-se promover
a inoculacdo destes organismos em concentracdes elevadas
(BASHAN; HOLGUIN; DE-BASHAN, 2004; SALA et al.,
2005).

Silva et al. (2011) mostraram, através de uma avaliagdo in
vitro, que podem isolar bactérias solubilizadoras de fosfatos de
forma segura e efetiva, e utilizar estes BSF como inoculantes
para aumentar os mecanismos de sobrevivéncia destas bactérias
nos solos. Considerando-se que existem poucas informacdes
sobre BSF na cultura da palma forrageira (Opuntia e Nopalea),
faz-se necessario intensificar os estudos que possam contribuir
efetivamente para um melhor aproveitamento do P no solo
por essas plantas. Os objetivos principais deste estudo foram
selecionar bactérias endofiticas associadas a cultura da palma
quanto a capacidade de solubilizar fosfato inorganico e
comparar a diversidade dessas bactérias presentes nas regides
do Agreste e do Sertdo de Pernambuco.

Amostras de cladédios de palma foram obtidas nas
regides do Agreste e do Sertdo de Pernambuco, do Instituto
Agrondmico de Pernambuco (IPA). Apds a coleta, as amostras
vegetais foram lavadas com sabao neutro em dgua corrente,
colocadas em etanol a 70% por 5 minutos e cortadas no centro
do cladddio para evitar, a0 mdximo, a contamina¢do com o
meio externo. Bactérias endofiticas de cladédios de palma
foram isoladas, segundo Dobereiner, Baldani e Baldani (1995).
Para tanto, cerca de 10 g de tecido vegetal de cada amostra
foram lavados com dgua corrente, triturados e misturados em
90 mL de solucdo salina (NaCl 0,5%), e diluidos serialmente
(10'-107). De cada diluicdo, foram retiradas aliquotas de
0,1 mL, sendo estas inoculadas em frascos de vidro contendo
os meios de cultura NFb, LG, LGI, LGI-P e JNFb. Estes foram
incubados a 30 °C e o crescimento bacteriano foi avaliado aos
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3,5 e 7 dias, verificando-se o aparecimento ou néo da pelicula
caracteristica para as bactérias diazotréficas endofiticas.

Para a solubilizag@o, os isolados foram crescidos em 5 mL
do meio DYGS liquido (RODRIGUES NETO; MALAVOLTA
JUNIOR; VICTOR, 1986) durante 48 h, a 28 °C, sob agitagcdo
de 150 rpm. A capacidade de solubilizacdo de fosfatos foi
verificada segundo Verma, Ladha e Tripathi (2001), modificado
(SANTOS et al., 2012), fosfato insoldvel (10 g/L de glicose;
5 ¢g/L de NH,CI; 1 ¢/L de NaCl; 1 g/ de MgSO,.7H,0; 4 g/L
de CaHPO,; 15 g/L de agar; pH 7,2). Em cada placa, foram
colocados 5 pL do crescimento bacteriano com trés repeti¢des
em pontos equidistantes. As placas foram incubadas a 28 °C por
72h e, em seguida, foi verificada a presenca de drea solubilizada
(capacidade de solubilizar). Para o cdlculo do indice de
solubilizagdo (IS), foi utilizada a razdo entre o diametro
do halo de solubilizacdo (¢Halo) e o didmetro da colonia
bacteriana (¢Colonia) correspondente (IS = ¢ Halo (mm)/@
Colonia (mm)) (BERRAQUERO; BAYA; CORMENZANA,
1976; CHAGAS JUNIOR et al., 2010). A partir destes dados,
foi obtida a relacdo entre os didmetros do halo e da colo6nia,
utilizado na avaliag¢@o do potencial de solubilizacao.

Foram calculados os Indices de Diversidade de Shannon-
Weaver (1949) e de Equitabilidade de Pielou (1959).

Observou-se a ocorréncia de bactérias endofiticas nas
amostras de cladédios de palma nas duas regides estudadas.
Foram isoladas 52 bactérias de cinco diferentes meios de
enriquecimento: NFb, LG, LGI, LGI-P e JNFb. Foi detectada
maior presenca em quantidade de bactérias quando o
isolamento ocorreu no meio NFb, em comparagdo aos demais.
Apesar de os meios de cultura serem semiespecificos para os
géneros Azospirillum (NFb e LGI), Azotobacter e Azomonas
(LG), Gluconacetobacter (LGI-P) e Herbaspirillum (JNFb),
ndo se pode afirmar que todos os isolados obtidos em cada
meio pertengam a tais géneros, uma vez que vdrias bactérias
associativas e de vida livre podem ser isoladas a partir de meios
semissolidos livres de N (KIRCHHOF et al., 1997). De acordo
com Nébrega et al. (2004), os meios semisseletivos favorecem
o isolamento dos géneros desejados, porém permitem o
isolamento de representantes de outras espécies. Assim, €
importante que esses isolados também sejam caracterizados
pela andlise do gene 16S rRNA, que podera indicar o género
ou a espécie do isolado bacteriano. Os resultados encontrados
se assemelham ao que foi observado no estudo de ocorréncia
de bactérias endofiticas do género Azospirillum em arroz, por
Cardoso et al. (2010), os quais afirmam a necessidade dos
isolados serem caracterizados quanto as suas caracteristicas
fenotipicas, fisioldgicas e genéticas, para confirmacao das
espécies.

Observou-se que, das 52 bactérias diazotréficas endofiticas
de cladédio de palma, 46 foram capazes de solubilizar fosfato
inorganico in vitro, apresentando a formacao de halo claro ao
redor das coldnias (Figura 1). O entendimento da capacidade
e da eficiéncia de microrganismos em solubilizar fosfatos
pode levar a selecdo de isolados com alto potencial de uso
para a inoculacio em plantas (SOUCHIE et al., 2005). As BSF
aumentam a disponibilidade de fosfato vidvel para a planta,
promovendo o desenvolvimento vegetal em condi¢des de campo
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Figura 1. Capacidade de solubilizagdo dos isolados selecionados no 15.° dia ap6s a inoculagdo.

Tabela 1. Indice de solubilizagdo (didmetro do halo solubilizado/didmetro da
coldnia) de isolados de palma.

IS Agreste Sertao
Nio 02 02
Baixa 07 05
Média 15 11
Alta 07 03

IS = Indice de Solubiliza¢do (Ndo = ndo solubilizou; Baixa = IS < 2; Média =2
<IS <3;Alta=1S > 3).

Tabela 2. Indices de diversidade e equitabilidade dos isolados de palma obtidos
de duas regides — Agreste e Sertdo — de Pernambuco.

Local / Indices Total de isolados H E
Agreste 30 0,14 0,10
Sertao 22 0,16 0,10

Total 52

H = Shannon-Weaver; E = Equitabilidade de Pielou.

(VERMA; LADHA; TRIPATHI, 2001; GYANESHWAR et al.,
2002; COMPANT; CLEMENT; SESSITSCH, 2010).

A maioria dos isolados apresentou IS médios (2 < IS < 3);
entretanto, dez isolados e as duas bactérias utilizadas como
padrdes de solubilizacao (BR12106 e BR11284) apresentaram
alto indice de solubilizacdo (IS > 3) e o isolado JNFB P15
apresentou um resultado interessante, com IS = 4,0. Este
foi entdo considerado como um bom solubilizador, ja que
a capacidade para solubilizar fosfatos € feita por meio de
diferentes mecanismos, especialmente pela produgdo de
acidos (WHITELAW, 2000; SILVA FILHO; NARLOCH;
SCHARE, 2002). Os isolados — LG-P2, LG-P54, INFb-P28 e
NFB-P64 — foram considerados nao solubilizadores, por nao
apresentarem a formacao de halo no meio com fosfato apds
18 dias de crescimento (Figura 1; Tabela 1).

Dados obtidos por Oliveira et al. (2009) indicaram que, para
que uma bactéria seja considerada como boa solubilizadora de
fosfato, o IS deve ser igual ou superior a 2,0. Esses indices de
solubilizagao e a proporcao com que estes foram encontrados
sdo semelhantes aos obtidos por Silva Filho e Vidor (2000),
Massenssini (2007) e Nautiyal (1999), em que se obteve o
didmetro dos halos variando de 2 a 7 mm. Silva et al. (2011),
trabalhando com a ocorréncia de BSF nas raizes de plantas
de importancia econdmica em duas regides do Amazonas,
concluiram que as amostras tiveram diversidade e variaram
com o local e as espécies vegetais estudadas. A capacidade

de solubilizacdo de fésforo em bactérias promotoras de
crescimento em plantas permitiu uma melhor identificacido
dos isolados (INUI-KISHI et al., 2012).

Com os resultados obtidos pelos isolados, € interessante
ressaltar que a interacdo bactéria-planta favorece a promogao
do crescimento vegetal, em que o microrganismo consegue
disponibilizar o nutriente para suas atividades e para a planta.
Portanto, a capacidade das bactérias endofiticas em solubilizar
fosfato inorgénico tem sido alvo de grande interesse por
parte dos microbiologistas agricolas, pois esta caracteristica
apresenta um grande potencial para a promogao de crescimento
vegetal (SOBRAL, 2003).

Para conhecermos a diversidade das bactérias, foi usado
o Indice de Shannon-Weaver, sendo verificado um discreto
aumento na diversidade das bactérias endofiticas presentes
na regido do Sertdo (0,16) quando comparada com as do
Agreste (0,14) (Tabela 2). Tan, Hurek e Reinhold-Hurek (2003)
relataram que fatores ambientais sdo determinantes da estrutura
da comunidade de diazotréficos. Os resultados obtidos sugerem
que diferencgas regionais podem influenciar a comunidade
bacteriana e que, para obtencdo de melhor exploracdo do
potencial das bactérias diazotréficas solubilizadoras de fosfato,
tais diferencas podem ser uma perspectiva para melhorar o uso
destas bactérias como promotoras de crescimento nas plantas
estudadas.

Com relagdo ao indice de Equitabilidade (E), observou-se
que nao houve alteracdo para as regides do Agreste e do
Sertao de Pernambuco, cujo valor médio calculado foi de 0,10
(Tabela 2). Esses resultados sugerem que a distribuicio das
bactérias diazotréficas endofiticas analisadas foi uniforme entre
regides do Agreste e do Sertdo para este estudo. Santos (2001)
relata que quanto menor a dominéncia, maior a equitabilidade
de espécies de uma comunidade, mais estdvel a mesma e maior
resisténcia aos impactos ambientais que possa vir a sofrer.

Portanto, € imprescindivel que esses isolados sejam
caracterizados geneticamente para fins de taxonomia e
comprovagdo do seu potencial biotecnoldgico para aplicacio
na cultura da palma, sob a forma de inoculantes bioldgicos e
biofertilizantes.

Quarenta e dois isolados endofiticos apresentaram
capacidade de solubilizacdo de fosfato. O isolado JNFb P15
apresentou indice de alta solubiliza¢@o de fosfato inorganico,
sendo considerado como um bom solubilizador de P. As
bactérias diazotrdficas endofiticas presentes nas regides do
Agreste e do Sertdo de Pernambuco apresentaram indice de
diversidade aproximado. A andlise da Equitabilidade entre as
bactérias estudadas foi semelhante para as regides estudadas.
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