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RESUMO

Bactérias promotoras do crescimento de plantas (BPCPs) podem contribuir com 0 manejo
sustentavel das culturas e quando isoladas em condic¢des naturalmente estressantes podem conferir
maior resisténcia a estresses abidticos. Essas bactérias podem associar-se a palma forrageira, um
cacto amplamente utilizado para alimentacdo animal em regides semiaridas. Assim, objetivou-se
avaliar a diversidade, o potencial biotecnologico e a tolerancia a estresses abioticos de bactérias
associadas a dois genotipos de palma forrageira no semiarido piauiense. Amostras de cladddios,
raizes e solo rizosférico dos geno6tipos doce e baiana foram obtidas para posterior inoculagdo em
meios de cultura semissoélidos isentos de nitrogénio (NFb e INFb), seguindo-se de avaliacao quanto
a solubilizacdo de fosfato, producédo de acido indolacético (AlA) e tolerancia a estresses abidticos
(altas temperaturas, salinidade e déficit hidrico). Observou-se diferentes densidades de bactérias
rizosféricas, assim como diferentes distribuicdes de bactérias diazotréficas possuindo morfologia
heterogénea, entre os diferentes compartimentos de palma forrageira para ambos os genotipos. Das
72 estirpes avaliadas (42 do genotipo doce e 30 do gendtipo baiana), 33,33% foram capazes de
solubilizar fosfato de calcio e 16,66% toleraram a uma temperatura de 50 °C, sendo estas
posteriormente avaliadas quanto a capacidade de producéo de AIA e os demais estresses abidticos.
Um total de 96,42% das estirpes possuiu a capacidade de produzir AlA e tolerar até o terceiro e
segundo niveis de salinidade (NaCl 5%) e potencial hidrico (PEG 6000 -4 Mpa), respectivamente.
As estirpes UFP10109, UFP10120, UFPI0133, UFPI10134, UFP10137, UFP10140, UFPI0146 e
UFPI0150, associativas do gendtipo doce e as estirpes UFP10174 e UFP101102, associativas do
genotipo baiana, apresentam grande potencial de uso como inoculantes na palma forrageira em
regido semiarida, uma vez que sdo capazes de atuar em mdaltiplos processos de promoc¢do do

crescimento e suportar condi¢des de estresse abiotico.

Palavras-chave: Nopalea cochenillifera Salm-Dyck. Bactérias diazotroficas. Potencial
biotecnologico.



ABSTRACT

Plant growth-promoting bacteria (PGPBSs) can contribute to sustainable crop management
and, when isolated under naturally stressful conditions, can enhance resistance to abiotic stresses.
These bacteria can associate with the cactus pear, widely used for animal feed in semi-arid regions.
Therefore, the objective was to evaluate the diversity, biotechnological potential, and tolerance to
abiotic stresses of bacteria associated with two genotypes of cactus pear in the semi- arid region of
Piaui, Brazil. Samples from cladodes, roots, and rhizospheric soil of the doce and baiana genotypes
were obtained for subsequent inoculation in nitrogen-free semi-solid culture media (NFb and
JNFb). Evaluation included phosphate solubilization, indole acetic acid (IAA) production, and
tolerance to abiotic stresses (high temperatures, salinity, and water deficit). Different densities of
rhizospheric bacteria were observed, with diverse distributions of diazotrophic bacteria showing
heterogeneous morphology among different compartments of the forage cactus for both genotypes.
Out of 72 strains evaluated (42 from the doce genotype and 30 from the baiana genotype), 33.33%
were capable of calcium phosphate solubilization, and 16.66% tolerated a temperature of 50 °C,
which were subsequently evaluated for IAA production and other abiotic stresses. A total of
96.42% of the strains were able to produce IAA and tolerate up to the third and second levels of
salinity (NaCl 5%) and water potential (PEG 6000 -4 MPa), respectively. Strains UFP10109,
UFP10120, UFPI10133, UFPI10134, UFPI0137, UFP10140, UFPI0146, and UFP10150, associated
with the doce genotype, and strains UFP10174 and UFPI01102, associated with the baiana
genotype, show great potential for use as inoculants in cactus pear in semi-arid regions, as they can
act in multiple growth-promoting processes and withstand abiotic stress conditions.

Keywords: Nopalea cochenillifera Salm-Dyck, Diazotrophic bacteria, Biotechnological
potential.
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1 INTRODUCAO

Os microrganismos do solo atuam em diversos processos biolégicos capazes de contribuir
para a sustentabilidade dos ecossistemas, como a ciclagem de nutrientes, decomposi¢do da matéria
organica, regulacdo da fertilidade do solo e manutencédo da diversidade vegetal. Neste &mbito, as
bactérias promotoras de crescimento em plantas (BPCPs) se destacam, pois sdo capazes de
melhorar o crescimento, nutricdo e rendimento vegetal diretamente pela sintese de fitohormonios
(incluindo auxinas, citocininas e giberelinas), fixacdo bioldgicas de nitrogénio (FBN) e a
solubilizacdo de fosfatos inorgéanicos (Costa; Melo 2012; Silva et al., 2015; Pande et al. 2017;
Karray et al., 2020). Além disso, BPCPs podem ajudar as plantas a resistirem a estresses abidticos
(Arun et al., 2020; Kumar et al., 2020; Santos et al., 2020).

Dentre os estresses abioticos, destaca-se que secas, temperaturas elevadas e salinidade do
solo sdo fatores de grande preocupacdo, devido aos seus efeitos desfavoraveis sobre o crescimento
das plantas, resultando em sérias reducdes na produtividade (Arun et al., 2020; Olénska et al.,
2020). De modo geral, essas condic¢des sdo prevalentes em regides aridas e semiaridas em diversos
locais do mundo. Assim, evidencia-se o semiarido brasileiro, que ocupa cerca de 12% do territorio
nacional com a maior parte situada na regido Nordeste (SUDENE, 2017).

Esta regido caracteriza-se por apresentar elevadas temperaturas diurnas, alta radiacéo solar
e evapotranspiracdo, além de possuir baixa umidade do ar, reduzida precipitacdo pluviométrica e
baixa fertilidade dos solos (Alves et al., 2020; Pereira et al., 2021). Nessa regido existem duas
estacOes bem definidas, a chuvosa e a seca, na qual a estacdo seca apresenta predominancia de
clima quente e extremamente seco, com temperaturas de até 45 °C (Kavamura et al., 2013a). Além
disso, o semiarido abrange o bioma Caatinga, que abriga arvores e arbustos altamente adaptados a
este clima, com vegetacdo caracterizada pela presenca de plantas da familia Cactaceae, cujos
membros permanecem verdes mesmo durante o verdo (Kavamura et al., 2013Db).

Neste cenario, um cacto amplamente utilizado especialmente para a alimenta¢do animal é
a palma forrageira, cujas espécies mais cultivadas sdo Opuntia ficus indica (L.) Mill. e Nopalea
cochenillifera Salm Dyck (Edvan et al., 2020; Queiroga et al., 2020). Essa forrageira é
caracterizada pelo processo fotossintético denominado de metabolismo &cido das crassulaceas

(CAM), permitindo-lhe alta eficiéncia na utilizagdo da dgua (Alves et al., 2020) e capacidade de
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adaptar-se as condi¢des adversas de clima e solo (Queiroga et al., 2020; Pereira et al., 2021). Além
disso, possui a capacidade de associar-se a BPCPs, que podem viver associadas as raizes (bactérias
associativas), dentro de tecidos vegetais (endofiticas), ou livremente no solo (Costa; Melo, 2012;
Silva et al., 2013; Lyra et al., 2013; Silva et al., 2015; Antunes et al., 2017; Draou et al., 2019;
Karray et al., 2020; Lyra et al., 2021; Draou et al., 2022; Govindasamy et al., 2022; Platamone et
al., 2023).

A bioprospeccdo de BPCPs associadas a palma forrageira € uma estratégia promissora para
0 manejo sustentavel dessa cultura em condicGes semiaridas. No entanto, de modo geral, essa
associacdo € pouco estudada no semiarido brasileiro, principalmente para a espécie Nopalea
cochenillifera Salm Dyck (Silva et al., 2014; Silva et al., 2015), ndo havendo ainda nenhum relato,
por exemplo, no semiarido piauiense.

E importante ressaltar que bactérias isoladas em condi¢Bes naturalmente estressantes
tendem a ser mais tolerantes, podendo ser vantajosas sobre outras bactérias para prosperar em um
novo ambiente estressante, em ndmeros suficientes para proporcionar efeitos benéficos com
perspectivas de melhoria do crescimento e nutricdo das plantas (Niu et al., 2018; Ali et al., 2023;
Agunbiade et al., 2024). Assim, é evidente a necessidade de estudos visando a obtencao e selecdo
de BPCPs tolerantes as condigdes de estresses predominantes em regides semiaridas e com
potencial de aplicagdo na palma forrageira e/ou outras culturas de interesse nessas regides.

Nessa perspectiva, a hipotese do presente estudo foi que diferentes gendétipos de palma
forrageira abrigam BPCPs especificas capazes de atuarem em diferentes processos promotores do
crescimento de plantas e de tolerar a estresses abidticos, como elevadas temperaturas, seca e
salinidade. O objetivo desse estudo foi avaliar a diversidade, o potencial biotecnoldgico e a
tolerdncia a estresses abioticos de bactérias associadas a dois genotipos de palma forrageira no

semiarido piauiense.
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 Aspectos botanicos da palma forrageira

A palma forrageira pertence a classe Magnoliopsida, ordem Caryophyllales e familia
Cactaceae (Igbal et al., 2018), esta familia engloba os cactos, um grupo de plantas suculentas
agrupadas nas subfamilias Opuntioideae, Cereoideae e Pereskioideae. A subfamilia Opuntioideae
inclui os géneros Pterocactus, Opuntia e Nopalea (Ventura-Aguilar, 2017). A palma forrageira é
uma planta angiosperma e dicotiledénea, na qual seus caules sdo denominados de cladddios e seu
fruto (de cor vermelha, laranja, amarela ou roxa) referido como nochtli (Igbal et al., 2018).

Diversos genotipos de palma forrageira sdo encontrados no Brasil, sendo os mais utilizados
para plantio na regido semiarida brasileira pertencentes aos géneros Opuntia e Nopalea. Assim,
dentre as espécies produtivas € importante evidenciar a Nopalea cochenillifera Salm Dyck, com
destagque para 0s genotipos doce e baiana, 0s quais possuem caracteristicas distintas (Alves et al.,
2020).

O gendtipo doce possui crescimento vertical, cladddios reduzidos e pequenos, formato
eliptico mediano, espessura estreita, cor verde-mediana, com quatro aréolas na fila do centro,
alterando de 0 a 3 espinhos por aréola, além disso é rico em carboidratos, e possui um elevado
percentual de matéria seca. Ja o genétipo Baiana apresenta boa produtividade, crescimento vertical,
e é rico em carboidratos com cladodios de tamanho mediano, largura pequena, formato eliptico
mediano, espessura grossa, de cor verde-amarelada e cinco aréolas na fila do centro, variando de O
a 4 espinhos (Senar et al., 2018; Voltolini et al., 2022).

Destaca-se que a palma forrageira é adaptada as condic@es climaticas hostis das regides
semiaridas (chuvas irregulares, altas temperaturas e evaporacédo e secura do solo), atingindo cerca
de 90% do seu peso em agua e permanecendo resistente durante toda a estacdo seca. Ademais,
apresenta baixa demanda hidrica e cladddios com grande reserva de dgua (Silva et al., 2012; Silva
etal., 2017), bom valor nutricional e alto potencial produtivo, sendo fonte de energia e carboidratos
(Saraiva et al., 2022). Tais caracteristicas proporcionam estabilidade e seguranca no seu cultivo
(Reis Filho et al., 2022).
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A adaptacdo desta cacticea as condigdes climéticas hostis ocorre devido a realizagéo do
processo fotossintético denominado de metabolismo acido das crassulaceas (CAM) (Edvan et al.,
2020; Lyraet al., 2021). Quando a via CAM esta operando, as plantas fixam CO> a noite utilizando
a enzima fosfoenolpiruvato carboxilase (PEPC), resultando em duas particularidades: a
acidificacdo do tecido vegetal pelo armazenamento de &cido malico e a absorgdo liquida do COza
noite, posteriormente ocorre a liberagdo de CO- durante o dia por uma enzima de descarboxilagdo
seguida de refixacdo no ciclo de Calvin-Benson-Bassham (Schiller; Brautigam, 2021). O
metabolismo CAM é uma caracteristica comum atribuida a plantas de zonas aridas e epifitas, que
necessitam de umidade prontamente disponivel no solo, sendo muitas vezes assistida por outros
tracos associados a limitagdo de 4gua, como suculéncia, cuticulas cerosas e fotossintese baseada
em caules (Gilman; Edwards, 2019).

Esse metabolismo é uma via adicional a fotossintese classica do tipo Cs, e possui a
capacidade de aumentar principalmente a eficiéncia no uso da 4gua (EUA). Dentre as plantas
terrestres, as espécies CAM exibem uma maior EUA, acarretando grande interesse para a
agricultura sustentavel. Deste modo, a utilizacdo de uma fonte de alimentacdo animal mais
adaptada as condicdes de escassez hidrica torna-se crucial, devido a escassez de alimentos para o
gado durante os periodos de seca, especialmente devido a falta de desenvolvimento de pastagens,
ser uma das principais dificuldades enfrentadas pelos produtores (Ramos et al, 2021).

2.2 Cultivo de palma forrageira em regides semiaridas

O cultivo de palma forrageira ocorre em zonas aridas e semiaridas de todo o mundo visando
a producdo de forragem, frutos e alimentagcdo humana como verdura, sucos, picles e gelatina, além
da producdo de cosméticos e itens medicinais (Senar, 2018). No Brasil, estima-se que
aproximadamente 147.439 ha do territério sejam cultivados com diferentes variedades de palma
forrageira, como Opuntia ficus-indica (cv. Gigante, Redonda e Clone IPA-20), Opuntia stricta (cv.
Orelha de Elefante Mexicana) e Nopalea cochenillifera (cv. Milda e IPA-Sertania) (IBGE, 2017).

Em regides semiaridas, caracterizadas por longos periodos de seca, € amplamente utilizada

para alimentacdo animal, seja in natura, silagem ou volumoso, em estados como Piaui,
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Pernambuco, Bahia e Paraiba, por exemplo (Lucena et al., 2013; Nunes 2017; Carvalho et al.,
2020; Edvan et al., 2020; Silva et al., 2021). Contudo, essa cultura é utilizada principalmente como
recurso forrageiro devido a facil propagacéo, alto rendimento de biomassa fresca (163 t ha') e de
matéria seca (12,46 t ha) (Nascimento Junior et al., 2022). Além disso é importante ressaltar que
dentre as diferentes espécies de palma forrageira, Nopalea cochenillifera ¢ mais aceita pelos
animais, devido ao seu alto teor de carboidratos sollveis, alta produgdo de massa de forragem e
rapido crescimento (Santos et al., 2001).

Sua capacidade produtiva ocorre devido ao metabolismo fotossintético CAM (Metabolismo
Acido das Crassulaceas), que captura CO2 & noite, tornando a cultura eficiente no uso da agua
(Nascimento Junior et al., 2022). Ademais, ela também pode ser utilizada como uma cultura
estratégica no combate a areas em desertificacdo, devido a capacidade de reduzir ou controlar
parcialmente a erosdo do solo por intermédio de seu extenso sistema radicular (Igbal et al., 2018).

O manejo adequado da palma forrageira envolve vérias préticas agricolas, incluindo o
preparo do solo, plantio, irrigacdo, e controle de pragas e doengas. O plantio pode ser feito em
covas ou em sulcos, de acordo com o sistema de cultivo escolhido e as exigéncias da cultura, ja a
irrigacao, apesar de limitada pela disponibilidade de dgua na regido, pode ser utilizada de forma
estratégica para garantir a sobrevivéncia das plantas durante os periodos mais secos (Senar, 2018).

Como quaisquer outras culturas, a palma forrageira necessita de adubacgéo para alcancar
alta produtividade, sendo um fator determinante na producdo de matéria verde (Pessoa et al., 2022).
A extracdo de nutrientes do solo pela cultura é alta, a ordem de exportacdo é K > Ca > N > Mg >
S > P para fertilizacdo mineral, ja pra adubages organicas com 60 e 90 Mg ha™ano™ de esterco e
fertilizagdo organomineral com 90 Mg ha! ano mais K, a ordem de absorgdo é K > Ca> N > Mg
>P >S (Ledoetal., 2021).

Contudo, é importante destacar que a palma forrageira sofre algumas limitagdes, visto que
néo tolera o alagamento e a salinidade do solo (reduz seu crescimento e desenvolvimento), ademais,
a presenca de cristais de oxalato reduz o fornecimento de calcio aos animais alimentados com sua
forragem. E quanto ao transporte de cladddios para areas distantes, o maior teor de umidade reduz
consideravelmente sua vida util devido a propensédo a invasao microbiana havendo a necessidade
de preservacdo (Igbal et al., 2018).

Nos sistemas pecuarios tradicionais, no semiarido, prevalece a colheita manual e seu cultivo

por pequenos agricultores garante 0 aumento na oferta de alimento para os rebanhos durante o
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verdo, proporcionando a reducdo da lotacdo animal em &reas de vegetacdo nativa, bem como a
reducdo de gastos com a compra de alimentos para os animais. Com base nisso, a palma forrageira
se destaca como um dos recursos com grande potencial para agregar valor e aumentar a renda e a

qualidade de vida da populacdo do semiarido brasileiro (Leite et al., 2018; Carvalho et al., 2020).

2.3 Associacgao de bactérias diazotréficas com a palma forrageira

Os organismos diazotréficos sdo distribuidos em varios grupos como alfaproteobactérias,
gamaproteobacteérias, firmicutes, betaproteobactérias e cianobactérias (Bandeppa et al., 2019).
Esses microrganismos desenvolveram a capacidade de reduzir nitrogénio atmosférico (N2) em
amonia (NHz), por intermédio do processo de fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) catalisada
pela nitrogenase (complexo enziméatico sensivel ao oxigénio) (Batista; Dixon, 2019). Muitas
bactérias diazotroficas, sdo também denominadas de BPCPs, pois além da FBN, sdo capazes de
atuar em outros processos que contribuem para crescimento vegetal, como a producdo de
fitohorménios, solubilizacdo de nutrientes, producao de sider6foros, entre outros (Costa; Melo
2012; Silva et al., 2014; Shin et al., 2016; Draou et al., 2022).

A atuacdo das BPCPs em diferentes processos traz varios beneficios para as plantas, como
melhoraria da absorcdo de nutrientes, inibicdo da sintese de etileno (Shin et al., 2016), maior
aptiddo para estresses ambientais bioticos (prevencdo de efeitos deletérios de organismos
fitopatogénicos) e abioticos (secas e salinidade por exemplo) (Zuluaga et al., 2020) e aumento do
rendimento das plantas (Etesami; Maheshwari, 2018). Essas bactérias podem ser encontradas
livremente no solo, representando a maioria das bactérias diazotroficas (Ex. Azospirillum spp.,
Beijerinckia spp., Derxia spp., Azotobacter spp., etc.) ou formar diferentes tipos de associag0es ou
simbioses com diversas espécies de plantas (Thiebaut et al., 2022).

As BPCPs que vivem associadas externamente as raizes sdo denominadas de bactérias
associativas (Ex. Azospirillum spp., principalmente A. brasilense e A. lipoferum), enquanto as que
vivem dentro de tecidos vegetais sdo denominadas de endofiticas (Ex. Gluconacetobacter
diazotrophicus, Herbaspirillum seropedicae, H. rubrisubalbicans e H. frisingense e Azoarcus spp.)

e as que formam simbiose com leguminosas, induzindo a formagdo de nddulos nos tecidos
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radiculares sao denominadas de rizébios (Ex. Rhizobium spp. Bradyrhizobium spp.) (Carvalho et
al., 2016; Kaschuk; Hungria, 2017; Reis et al., 2018; Suleiman et al., 2019).

As bactérias associativas rizosféricas proliferam-se na superficie radicular e alimentam-se
de exsudatos radiculares (Kaschuk; Hungria, 2017). As endofiticas habitam a parte interna dos
tecidos vegetais sem causar danos e desencadear reacdes de defesa significativas, normalmente
entram nos tecidos através de aberturas naturais (estdmatos) ou através de fissuras no local de
emergéncia das raizes laterais (Mus et al., 2016).

Bactérias endofiticas podem apresentar uma vantagem sobre as bactérias que habitam a
rizosfera, exercendo mais prontamente um efeito benéfico direto, uma vez que facilitam a aquisicéo
de nutrientes essenciais (azoto, fosforo e ferro) ou modulam o nivel de horménios dentro da planta
(sintese de fito-hormdnios como auxina, citocinina e giberelina ou reducdo da sintese de etileno).
Porém, as bactérias da rizosfera podem ter o potencial de entrar e colonizar as raizes das plantas,
sendo uma das principais fontes para a colonizagdo endofitica. Assim, a diversidade bacteriana
endofitica pode ser considerada como um subconjunto da comunidade bacteriana da rizosfera e/ou
associada a raiz (Santoyo et al., 2016).

De modo geral, sdo poucos o0s estudos relacionados a comunidades microbianas
diazotroficas associadas a palma forrageira. Antunes et al. (2017), trabalhando com palma
forrageira (Opuntia stricta) irrigada com diferentes ldminas de &gua salina no semiérido
pernambucano, demostram que a maior quantidade de adgua salina favoreceu uma maior densidade
de bactérias fixadoras de nitrogénio endofiticas da raiz com alta diversidade fenotipica. Lyra et al.
(2013), apontaram a diversidade de bactérias diazotrdficas isoladas em diferentes meios semi-
solidos livres de N em cladddios de sete variedades de palma forrageira (Opuntia spp.) no
semiarido brasileiro.

Em sua pesquisa, Lyra et al. (2021), ao avaliarem associacdo de bactérias na rizosfera de
palma forrageira (Opuntia ficus-indica Mill.) em trés areas de Pernambuco (Sertdo, Agreste e
Transicdo), observaram a abundancia dos filos Proteobacteria, Actinobacteria e Acidobacteria
encontrados em todas as areas avaliadas. Costa e Melo (2012) determinaram a diversidade de
bactérias endofiticas e rizobactérias de Opuntia ficus-indica Mill., nos estados da Bahia e Alagoas,
guanto a capacidade de fixar nitrogénio, além de realizar outros processos promotores de
crescimento como solubilizar fosfato e produzir acido indolacético (AlA). Os autores verificaram
a eficacia na promocgéo do crescimento de feijdo-fradinho, evidenciando a presenca dos géneros
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Enterobacter, Bacillus, Ochrobactrum, Acinetobacter e Stenotrophomonas, sendo que quatro por
cento das linhagens mostraram capacidade de aumentar a matéria seca da raiz de feijdo. Silva et al.
(2014) isolaram microrganismos do interior dos cladodios de 12 variedades palma forrageira (dos
géneros Opuntia e Nopalea), em Pernambuco, sendo confirmada a presenca de bactérias
diazotroficas solubilizadoras de fosfato inorganico associado as palmas cultivadas.

Draou et al. (2022) avaliaram o crescimento em meio livre de N, bem como a producgéo de
auxina de bacteérias isoladas de raizes de Opuntia ficus-indica Mill. Tais bactérias (Pseudomonas
putida e P. brassicacearum) possuiam influéncia no crescimento do trigo com efeitos benéficos no
crescimento radicular, além de amenizar os efeitos do estresse hidrico. Platamone et al. (2023)
observaram que a inoculacdo da bactéria promotora de crescimento Arthrobacter sp., desempenha
um papel na melhoria das propriedades nutricionais e nutracéuticas de plantas de palma forrageira.
Por fim, Draou et al. (2019) observaram que bactérias endofiticas de raizes, cladddios e frutos de
Opuntia ficus-indica Mill. em regido semiarida da Argélia foram capazes de melhorar o
crescimento das plantas e inibir a propagacao de fungos fitopatogénicos.

Com base no exposto, é importante destacar que o uso de BPCPs de ocorréncia natural na
agricultura sustentavel ganhou importancia na ultima década devido aos seus efeitos benéficos no
solo e na produtividade das culturas. Podendo ser visto como uma tecnologia verde que oferece
beneficios econdmicos e ambientais positivos possibilitando a reducdo de fertilizantes quimicos
nitrogenados (Ramakrishnaa et al., 2019).

2.4 Processos promotores de crescimento vegetal realizados por bactérias diazotroficas

Alguns estudos (descritos nos subtdpicos abaixo) abordaram a capacidade das bactérias
diazotroficas em proporcionar o crescimento vegetal em cactaceas e em algumas espécies
agricolas, através dos seguintes processos: fixacdo bioldgica de nitrogénio, producdo de acido
indol-3-acético, solubilizacdo de fosfatos inorgéanicos e inducdo de tolerncia das plantas a
estresses. Tais estudos apontaram a importancia dos processos realizados pelas BPCPs no
desenvolvimento de culturas de importancia agricola e das proprias cactaceas. Deste modo, 0s

subtopicos abaixo abordam com maior especificidade cada processo descrito anteriormente.
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2.4.1 Fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN)

O nitrogénio (N) é o elemento quimico mais abundante na atmosfera e é requerido em
grandes quantidades pelos seres vivos, caracterizando-se como parte central de quase todos 0s
compostos proteicos, bem como dos &cidos nucléicos, aminodcidos, proteinas e nucleotideos, e
outros componentes importantes como a clorofila, as membranas e alguns hormonios vegetais
(Sharma et al., 2023). No entanto, a forma que este se encontra na atmosfera (N2) ndo pode ser
utilizada diretamente pelas plantas e outros seres vivos para o crescimento e reproducéo, devido a
presenca de uma tripla ligacdo muito forte entre seus dois atomos de N.

Esta ligacdo sO pode ser rompida por alguns processos especificos, requerendo uma
quantidade significativa de energia (Olanrewaju; Glick; Babalola, 2017). Esta pode ser fornecida
por processos industriais como a producéo de hidrogénio pela queima do gas natural metano, sendo
muito onerosa, ou por processos naturais como relampagos e alguns procariotos, denominados de
diazotroficos, que possuem energia suficiente para romper o N2 e transforma-lo em uma forma
reativa (Souza; Fernandes, 2018).

Bacteérias diazotroficas possuem a capacidade de romper esta tripla ligacéo por intermedio
da fixacdo bioldgica, um processo complexo que envolve a acdo da enzima nitrogenase,
caracterizando-se como um complexo redox ativo que hidrolisa adenosina trifosfato (ATP) para
efetuar a reducdo de N molecular (N2) (Reis et al., 2018; Souza; Fernandes, 2018). O processo de
fixacdo bioldgica do nitrogénio (FBN) é decerto a primeira inovacdo totalmente realizada por
membros de bactérias e archaea, sendo também um entre os servicos ecoldgicos de suma
importancia que séo oferecidos por microbios a diferentes eucariontes (Sharma et al., 2023).

A FBN é uma das possiveis alternativas bioldgicas aos fertilizantes nitrogenados, podendo
levar a uma agricultura mais produtiva e sustentavel sem prejudicar o meio ambiente (Yadav et al.,
2017), destacando-se como um dos processos mais importantes e conhecidos na natureza (Reis et
al., 2018). A selegéo de bactérias diazotroficas eficientes na FBN em associagdo com espécies de
interesse agricola ou pastoril, a exemplo da palma forrageira, € uma estratégia promissora para o

manejo sustentavel das culturas e reducdo dos custos de produg&o.
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2.4.2 Producdo de acido indol-3-acético (AlA)

O acido indol-3-acético (AIA) é a principal auxina natural e umas das mais
fisiologicamente importantes (Li et al., 2018). Caracteriza-se como uma das auxinas mais bem
caracterizadas e essenciais hormonios vegetais, podendo controlar o crescimento das plantas (Duca
et al., 2014), além de desempenhar func@es cruciais na formacéo de raizes laterais e adventicias, e
no alongamento das raizes (Govindasamy et al., 2022). Além disso o AIA também esta envolvido
em respostas ao estresse, COmo secas e estresse por metais pesados (Li et al., 2018).

O principal precursor para a biossintese de AlA é o triptofano, e sua adigdo aos meios de
cultura resulta em maior producdo desta auxina. Este aminoacido é convertido a auxina pela
atividade de BPCPs (Sasirekha; Shivakumar; Sullia, 2012; Duca et al., 2014). Draou et al. (2022),
ao avaliarem raizes de Opuntia ficus-indica Mill, perceberam que as bactérias encontradas (P.
putida e P.brassicacearum), capazes de crescer em meio de cultura livre de nitrogénio e produzir
AlA, possuiam influéncia no crescimento do trigo, amenizando os efeitos do estresse hidrico.

Govindasamy et al. (2022), isolaram BPCPs (produtoras de AIA) em raizes de Opuntia
ficus-indica Mill, com tracos potenciais de promocéo do crescimento de plantas de trigo. Costa e
Melo (2012), ao avaliarem bactérias associadas a raizes e cladédios dessa mesma espécie de palma
forrageira, verificaram que a matéria seca da raiz aumentou em funcéo da inoculagéo de bactérias
nas sementes, sendo as espécies Ochrobactrum anthopi (0,0765 + 0,003 ml.L?), Rhodococcus
erythropolis (0,159 + 0,008 ml.L?) e Bacillus lentimorbus (0,89 + 0,017 ml.L) as cepas com
maior producdo de AlA.

Na pesquisa realizada por Torre-Hernandez et al. (2020), em regido de semi-deserto no
México, constatou-se que cepas obtidas de cactos nativos apresentaram melhores caracteristicas de
BPCPs (producéo de sideroforos, solubilizagdo de fosfato e inibigdo do crescimento de fungos),
dentre elas a producéo de AIA. Chavez-Ambriz et al. (2016), relataram que bactérias da rizosfera
de cactaceas (Mammillaria magnimamma e Coryphantha radians) apresentam populagdes
microbianas do género Bacillus com atividades bioguimicas promotoras do crescimento vegetal
(incluindo a producéo de AIA variando de 6,3 + 0,04 a 26,1 + 2,39 ml.L %), podendo aumentar a

germinacdo de sementes de M. magnimamma e a floragdo em Mammillari zeilmanniana.
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Ademais, em alguns estudos notou-se que a adi¢do de triptofano no solo juntamente com a
inoculacdo de BPCPs aumenta o potencial dessas rizobactérias. Hassan e Bano (2015), em sua
pesquisa, perceberam que a adicéo de triptofano melhorou o crescimento e a fisiologia do trigo,
assim como Naveed et al. (2015), relataram que a inoculacdo de bactérias com adicédo de triptofano
mostrou resultados promissores, aumentando significativamente a altura, a taxa fotossintética, o

contelido de clorofila, a biomassa radicular e a biomassa aérea na cultura do milho.

2.4.3 Solubilizacdo de fosfato

O fosforo (P) caracteriza-se como um nutriente importante para 0 crescimento,
desenvolvimento e atividades metabolicas das plantas (Ahmad et al., 2018). Esse nutriente possui
a capacidade de melhorar a formacao das sementes, aumentar o desenvolvimento das raizes, bem
como a maturidade das plantas e a fixacdo biologica de nitrogénio (Billah et al., 2019).

O conteudo total de fosfato é abundante no solo, no entanto, somente uma pequena
quantidade encontra-se disponivel para as plantas, deste modo sdo utilizados fertilizantes
fosfatados em excesso para suprir as necessidades das plantas, causando a poluicdo das aguas
superficiais e subterraneas (Mei et al., 2021). Portanto, estratégias que auxiliem na redu¢do do uso
desses fertilizantes, sdo consideradas importantes para preservar 0s recursos globais de fosforo e
minimizar os problemas ambientais (Han; White; Cheng, 2021).

Assim, destaca-se 0s microrganismos solubilizadores de fosfato (MSFs), tidos como um
grupo benéfico que hidrolisa compostos de fésforo organicos e inorganicos a partir de compostos
insoluveis (Kalayu, 2019). Dentre esses microrganismos, as bactérias solubilizadoras podem
dissolver fosfato indisponivel, aumentando a disponibilidade de fésforo no solo (Djuuna;
Prabawardani; Massora, 2022), assim como a disponibilidade de fosfato para as plantas, auxiliando
de forma positiva a germinacgdo e o crescimento de culturas de interesse agricola como milho e
feijdo (Pande et al., 2017; Mei et al., 2021; Alfiansyah et al., 2023).

E importante destacar que nas Gltimas décadas, houve um incremento nas investigacoes
nessa area, porém com pouca aplicacdo, em parte devido a falta de conhecimento sobre os MSFs
(Mei et al., 2021). Contudo, na cultura da palma forrageira ja foram isoladas BPCPs capazes de
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solubilizar fosfatos insollveis, por exemplo, Costa e Melo (2012), constataram cepas de
Enterobacter agglomerans; Ochrobactrum anthropia; Stenotrophomonas e Pseudomonas sp.,
capazes de solubilizar fosfato em diferentes meios de cultura (agar Pikovskaya, NBBIY e NBRIP).
Silva et al. (2014) observaram que das 52 bactérias diazotréficas endofiticas de cladddio de palma,
46 foram capazes de solubilizar fosfato inorgénico in vitro e Govindasamy et al. (2022), constatou
que actinobactéria endofitica isolada de Opuntia ficus indica possui a capacidade de solubilizar
fosfato em meio agar Pikovskaya.

Com base no exposto, ressalta-se que bactérias associadas as plantas, capazes de solubilizar
fosfato, sdo consideradas como uma das alternativas para reduzir o uso dos fertilizantes quimicos
fosfatados. Neste caso, sua exploracdo é fundamental tanto para a producdo agricola sustentavel
quanto para a melhoria da fertilidade do solo, com o objetivo de proteger o meio ambiente do

excesso de fertilizantes fosfatados e reduzir os custos de producéo (Djuuna et al., 2022).

2.5 Estresses abioticos

As mudancas climaticas destacam-se como um dos grandes desafios que afetam a producéo
agricola e contribuem para agravar a frequéncia e a severidade de muitos estresses nao biologicos.
Neste dmbito, destaca-se os estresses abioticos como a salinidade dos solos, secas e elevadas
temperaturas (Etesami; Maheshwarib, 2019). Dentre esses estresses, a salinizacdo do solo é a mais
prejudicial (Daliakopoulos et al., 2016). O limite de condutividade elétrica (CE) aceitavel, sem
causar danos as culturas é < 0,7 dS m™, enquanto acima de 3,0 dS m™ afeta severamente o
rendimento das culturas (Ayers; Westcot, 1985).

A salinidade limita a germinagdo, o crescimento e o desenvolvimento da maioria das plantas
e reduz o rendimento e a produtividade das culturas (Etesami; Maheshwarib, 2019), causando
alteracdes fisiologicas, morfoldgicas e bioquimicas nas plantas, visto que limita a fotossintese,
causa senescéncia foliar, reduz o crescimento e a concentra¢do de CO3, e causa estresse oxidativo
por aumentar a produgédo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (Kumar et al., 2020).

A salinidade do solo pode ocorrer de forma natural e antropogénica. Os processos naturais
podem ser a precipitacdo e a sua subsequente vaporizacdo e derivacao do solo a partir do material
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de origem, que se destacam como os fatores mais importantes, e além desses pode-se citar também
irrigacdo com &gua salina e depositos antigos de sais fosseis naturais encontrados em regifes aridas
e semi-aridas (Kumar et al., 2020). Em relacéo aos fatores antropogénicos, praticas inadequadas
de irrigacdo, drenagem insuficiente e manejo inadequado da terra como a remoc¢éo da vegetacao,
contribuem enormemente para acelerar o processo de salinizacdo do solo (Zhou et al., 2013; Enebe;
Babalola, 2018). Contudo, é importante ressaltar que no Nordeste brasileiro areas salinas s&o
encontradas principalmente em perimetros irrigados localizados em algumas regides semiaridas
(Freire et al., 2014; Pessoa et al., 2016; Barreto, 2023).

Voltando-se para as secas e as elevadas temperaturas, ressalta-se que as zonas semiaridas e
aridas ocupam quase 40% da superficie terrestre mundial (Schlaepfer et al., 2017). Nesse contexto,
vale evidenciar o semiarido brasileiro, que ocupa cerca de 12% do territério nacional com grande
parte situado no Nordeste do pais (SUDENE, 2017). Essa regido é caracterizada por apresentar
temperaturas diurnas elevadas, alta radiag&o solar, baixa umidade do ar (Alves et al., 2020), baixa
precipitacdo pluviométrica, e elevada evapotranspiracdo causada pelo aumento da temperatura
(Pereira et al., 2021).

Com base em projecdes climaticas, acredita-se que a regido semiarida brasileira enfrentara
uma queda dréstica na precipitacdo nos proxXimos anos, que apontam para temperaturas médias
acima de 40 °C e um aumento no nimero e na duracao das secas causando fortes impactos sociais
(Ledru et al., 2020). Ademais, a seca é um dos estresses ambientais mais severos que afetam a
produtividade das plantas, afetando processos moleculares, bioquimicos, fisioldgicos,
morfoldgicos e ecologicos que afetam diretamente o crescimento e o rendimento das culturas.
Contudo, as plantas possuem estratégias em sua propria morfologia que auxiliam na resisténcia a
seca, como a fuga (encurtam o ciclo de vida), a evitacdo e a tolerancia ao estresse (caracteristicas
xeromorficas, fatores bioguimicos) (Seleiman et al., 2021).

Com base no exposto, uma estratégia relevante no combate as mudancas abiéticas induzida
pelo clima que limita o desempenho global das plantas sob estresse de elevadas temperaturas, seca
e salinidade do solo, é o uso de BPCPs que auxiliam na reducdo dos niveis de estresse por
intermédio de varios processos como a reducdo dos niveis de etileno pela producéo da enzima ACC
desaminase, producdo de exopolissacarideos, produgdo de auxinas, mudancas da conformacéo
genética (DNA e RNA), dentre outros (Timmusk et al., 2014; Viscardi et al., 2016; Damodarachari
et al., 2018; Khan et al., 2020; Santana et al., 2020; Jain; Saraf, 2021; Draou et al., 2022).
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2 METODOLOGIA

2.1 Aspectos gerais do local de amostragem

Amostras de solo rizosférico, raizes e cladodios de dois genotipos [doce (G1) e baiana (G2)]
de palma forrageira (Nopalea cochenillifera Salm Dyck) foram obtidas aleatoriamente, no periodo
seco (entre maio e setembro de 2023), em uma area experimental do Campus Professora Cinobelina
Elvas/Universidade Federal do Piaui (CPCE/UFPI), no municipio de Bom Jesus-Pl, Brasil (09°04'
28"S e 44°21' 31"W), a uma altitude de 220 m com temperaturas médias anuais na faixa 21,1 a 34,6
°C e precipitacdo média anual de 905,7 mm (Edvan et al., 2020). A regido esta localizada na porcao
Nordeste do territorio brasileiro e apresenta clima tropical semiérido tipo Aw (clima tropical com
inverno seco), em consonancia com o modelo de classificacdo de Képpen (Alvares et al., 2013) e
areas de transicdo Cerrado-Caatinga (Vieira et al., 2013; Corréa et al., 2019).

Em seis plantas de cada genotipo, coletou-se 100 g de solo rizosférico a 0,1 m de
profundidade (Aguirre-Garrido et al., 2012), aproximadamente 1,0 g de raizes e 1 cladddio (médio
a superior) por planta. Amostras simples de solo sob cultivo de cada genétipo foram posteriormente
homogeneizadas constituindo-se uma amostra composta. Uma fracdo de cada amostra foi
submetida a analises quimicas e granulométricas no Laboratério de Analises em Solos (LAS),
localizado no CPCE/UFPI, cujos resultados encontram-se descritos na tabela 1. Os solos das areas
de coleta caracterizam-se como Latossolo vermelho-amarelo distrofico (Edvan et al., 2020) e
apresentam textura franco argiloso arenosa (Tabela 1).
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Tabela 1 - Caracterizacdo quimica das amostras dos solos sob cultivo do gend6tipo doce (G1) e
baiana (G2): pH em agua, teores de fosforo (P), potassio (K), célcio (Ca), magnésio
(Mg), aluminio (Al), hidrogénio + aluminio (H + Al), soma de bases (SB), CTC
potencial (T), saturacdo por bases (V), saturacdo por aluminio (m) e teores de matéria
organica (M.O.).

Solos Ph H+AI Al Ca Mg K SB T
HO e cmolcdm
Gl 4.88 4.43 1.13 0.9 0.3 0.04 1.24 5.67
G2 4.58 1.39 0.5 0.6 0.29 0.09 0.97 2.36
Solos P K \Y M M.O Argila Silte Areia
mg.dm® e g.kgt-- - e % ----
Gl 35.7 16 21.9 47.5 17.95 272 18 710
G2 21 34 41.1 34 13.01 249 39 713

P, Na e K - Extrador Mehlichl; Ca, Mg e Al - Extrator KCI - 1 mol/L; H + Al - Extrator Acetato de Calcio
a pH 7,0; M.O - método Walkley-Black.

2.2 Quantificacao e isolamento de bactérias fixadoras de nitrogénio/diazotréficas

Para determinacdo da densidade de bactérias diazotroficas presentes no solo rizosférico, 10
g de cada solo de ambos 0s gen6tipos foram transferidos para erlenmeyers com 90 mL de solucao
salina (NaCl 0,85%) estéril, os quais foram agitados (125 rpm) por 30 minutos. Posteriormente,
realizou-se diluicdes sucessivas (102 a 10°) em tubo de ensaio de 9 mL, para posterior inoculagio
de aliquotas de 0,1 mL de cada diluicdo em frascos contendo 5 mL de meios de cultura semi-sélidos
livres de nitrogénio, em triplicata, e posterior quantificacdo pelo método do nimero mais provavel
(NMP) (Dobereiner et al., 1995).

Os meios de cultura utilizados foram os seguintes, modificados de Dobereiner et al. (1995):
o NFb (Azospirillum spp., A. lipoferum e A. brasiliense), composto por (L™): manitol, 5,0 g;
K2HPOg4, 0,5 g; MgS04.7H20, 0,2 g; NaCl, 0,1 g; CaCl2.2H20, 0,02 g; solucdo de micronutrientes
2 mL (CuS04.5H20, 0,04 g; ZnS04.7H0, 1,20 g; H3BOs, 1,40 g; NaM004.2H20, 1,0 g;
MnSQO4.H20, 1,175 g), azul de bromotimol 2 mL (solugédo 0,5% em 0,2N KOH), Fe-EDTA 4 mL
(solucéo 1,64%), solucdo de vitaminas 1 mL (10 mg de biotina, 20 mg de piridoxol-HCI), KOH,
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45 g; 4gar L, 1,75 a 1,8 g com pH ajustado para 6,5 ou 6,8 (solucdo de NaOH); e o JNFb
(Herbaspirillum spp.), contendo (L™): frutose, 5,0 g; K2HPO4, 0,6 g; KzHPO4, 1,8 g; MgS04.7H:0,
0,2 g; NaCl, 0,1 g; CaCl,.2H20, 0,02g; solugdo de micronutrientes 2 mL; azul de bromotimol 2
mL; Fe-EDTA 4 mL (solucdo 1,64%); solucdo de vitaminas 1 mL; KOH, 4,5 g; agar 1,75a 1,8 g,
ajustando-se o pH para 5,8 com KOH.

Para 0 material vegetal (raizes e cladodios), de cada planta de ambos os genotipos, realizou-
se desinfestacdo superficial adaptada de Costa e Melo (2012), submergindo as amostras em etanol
70% por 1 min e hipoclorito de soédio 2,5% por 10 min, e novamente em etanol 70% (30 segundos),
seguidos de lavagens sucessivas com agua destilada estéril. As extremidades foram descartadas e
a porgéo central cortada em cubos de 0,5 cm, seguidos de inoculagdo em NFb e JNFb, com cinco
repeti¢des por amostra.

Apbs inoculacdo das amostras de diluicdes de solo e do material vegetal nos meios NFb e
JNFb, todos os frascos permaneceram incubados por 7 dias a 28 °C em estufa Biochemical Oxigen
Demand (BOD), para avaliacdo da presenca de crescimento bacteriano, dada pela formacéo de
pelicula microaerofilica (PM) subsuperficial, o que caracteriza as bactérias como diazotroficas
(Dobereiner et al.,1995, Antunes et al., 2017). Para o isolamento destas bactérias, procedeu-se
inicialmente a purificagdo. Para isso, realizou-se a reinoculacdo de todas as repeticdes positivas
para PM nas amostras endofiticas (Costa; Melo, 2012), e nas duas Gltimas dilui¢cBes positivas para
as amostras rizosféricas (Antunes et al., 2017).

Apds incubacao, as novas PMs foram transferidas para meio de cultura batata dextrose agar
com consisténcia solida (15 g L™ de 4gar) composto por: 200 g de batata; 2,5 g de acido malico;
2,5 g de acUcar cristal; 2 mL de solugdo de micronutrientes; e 1 mL de solugdo de vitaminas, e
posteriormente incubados a 28 °C por dois dias (Dobereiner et al., 1995). Coldnias
morfologicamente distintas foram transferidas para os meios em que foram obtidas (NFb e JNFb),
para confirmacdo da capacidade de formagdo de PM (Antunes et al., 2017), e posterior

caracterizagéo fenotipica.
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2.3 Caracterizacdo fenotipicas das colénias

As porcbes de PMs purificadas nos meios semi-sélidos foram transferidas para meio de
cultura batata dextrose &gar (Dobereiner et al., 1995), para realizacdo da caracterizacao fenotipica,
avaliando-se as seguintes caracteristicas: didmetro médio das coldnias (mm); forma das col6nias
(circular ou irregular); producdo de goma (pouca ou abundante); elevacdo (plana ou elevada);
transparéncia (translicida ou opaca) e cor (com ou sem) (Antunes et al., 2017), forma da margem
(circular ou irregular), elasticidade (elastica ou ndo), superficie (lisa ou rugosa), consisténcia
(Umida ou seca) (Eke et al., 2019; Antunes et al., 2022; Ehis-Eriakha et al., 2022).

2.4 Triagem das estirpes para solubilizacdo de fosfatos inorganicos e toleréncia a altas

temperaturas

Inicialmente, foram selecionadas estirpes de bactérias diazotroficas obtidas de diferentes
amostras (solo rizosférico, raiz e cladodio) de ambos os genoétipos e representativas de diferentes
grupos, de acordo com a caracterizacdo fenotipica, para avaliagdo quanto a capacidade de
solubilizacdo de fosfatos inorganicos insoluveis (CaHPO4 e AlHsO12P3) e em relacdo a sua
tolerancia a altas temperaturas (40, 45 e 50 °C).

O meio utilizado para a solubilizacdo de fosfato de calcio foi o NBRIP (Nautiyal, 1999),
contendo (L™): glicose, 10 g; Cas(POa)2, 5 g; MgCl2.6H20, 5 g; MgS04.7H20, 0,25 g; KCI, 0,2 g;
(NH4)2S04,0,1 g e &gar 15 g com pH ajustado para 7,0. A capacidade de solubilizacéo de fosfato
de aluminio foi avaliada em meio GES (Bradley et al., 1982), contendo (L™2): glicose, 10 g; extrato
de solo, 100 mL; MgSO4 (10%), 2 mL; CaCl2 (1%), 2 mL; NaCl, 1 mL; solucéo de micronutrientes,
2 mL (CazM004.2H20, 0,2 g; MnSO4.H-0, 0,235 g; H3BOs3, 0,28 g; CuSO4.5H.0, 0,008 g;
ZnS04.7H20, 0,024 g dissolvidos em 200 mL de agua destilada); Fe-EDTA (1,64%), 4 mL; KNOs3,
0,1 g; &gar, 20 g; acrescido de 3,04 g de AlHsO12P3 e pH ajustado para 4,5.

Para obtengéo dos inoculos, as estirpes foram cultivadas no meio agar triptona soja (TSA)
a 28 °C. Em seguida, a densidade oOptica (DO) foi ajustada em escala Mcfarland nimero 2 (DO =
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0,5), correspondendo a 6x10® unidades formadoras de colonia (UFC), com adigéo de solugdo salina
(0,85%) e 20 pL das suspensOes celulares foram aplicados separadamente (em quatro pontos
equidistantes) em placas de Petri ja contendo separadamente 0s meios com precipitados de fosfato.
O diametro do halo de solubilizacdo, indicada pela zona clara ao redor das col6nias, e o diametro
da coldnia, foram medidos apds 15 dias de incubagdo, para obtencdo dos indices de solubilizacdo
(IS) = @ halo (mm) / @ colbnia (mm). As estirpes foram classificadas como baixa (IS < 2 mm),
média (2 < IS < 4,0 mm) e alta (IS > 4 mm) capacidade de solubilizag¢ao (Berraquero et al., 1976).
Os experimentos (um para estirpes do G1 e outro para estirpes do G2) foram conduzidos em
delineamento inteiramente casualizado (DIC), em duplicata, com quatro col6nias bacterianas por
placa.

Para avaliacdo da tolerancia a altas temperaturas, as estirpes foram cultivadas por 48 horas,
a 28 °C, em meio TSA, e apds o crescimento, ajustou-se a DO (0,5) em espectrofotémetro (600
nm) com acréscimo de solucéo salina (0,85%). Apds o ajuste, 0,1 mL de suspensao bacteriana foi
utilizada como indculo inicial em 5 mL do meio caldo triptona soja (TSB), em triplicata. Um
controle negativo, correspondendo apenas ao meio TSB sem inoculacéo, foi também utilizado. As
culturas foram incubadas em estufa BOD nas diferentes temperaturas (40, 45 e 50 °C) e apds 24
horas a absorbancia foi medida em espectrofotometro (600 nm). A tolerancia das estirpes foi
avaliada com base em trés faixas de DO obtidas: ndo tolerantes (DO < 0,5), média tolerancia (DO
0,5-0,6) e boa tolerancia (DO >0,6). Apenas estirpes com DO superior a 0,5 foram avaliadas em

temperatura superior a anteriormente testada (Damodarachari et al, 2018; Arun et al., 2020).

2.5 Triagem das estirpes para producdo de acido indolacético e tolerancia a salinidade e ao
déficit hidrico

Para a avaliacdo da producdo de &cido indolacético (AlA) e tolerancia aos demais estresses
abioticos (salinidade e ao déficit hidrico), foram selecionadas estirpes de ambos 0s genotipos com
base na capacidade de solubilizacdo de fosfatos e/ou tolerancia a temperatura de 50 °C. Para essas
trés analises, os indculos iniciais foram obtidos e padronizados conforme o da anélise de altas

temperaturas.
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Para avaliagdo da produgao de AIA, aliquotas de 500 pL de solugdes bacterianas ajustadas
foram transferidas, em triplicata, para frascos com 20 mL de TSB suplementado com 100 mg.L*
de triptofano e incubadas por 72 horas, a 28 °C sob agitacdo de 110 rpm e posteriormente
centrifugadas a 4.000 rpm por 20 minutos. Em seguida, retirou-se 3 mL de sobrenadante e foi
adicionado de 2 mL do reagente de Salkowski (Sarwar; Kremer, 1995; Arun et al., 2020).

O material foi reservado por 30 minutos no escuro para o desenvolvimento da coloragao
rosea, indicativo da producéo de AIA. A intensidade da cor foi determinada em espectrofotdmetro
a 535 nm, e as concentracdes do AIA foram estimadas utilizando uma curva padrdo previamente
obtida com quantidades conhecidas de AIA, variando de 0 a 100 pg.mL™. Os experimentos foram
conduzidos em DIC, com trés repeti¢cdes, para cada gendétipo de palma forrageira.

Para avaliacdo da tolerancia a salinidade, o meio TSB foi preparado adicionando NaCl em
diferentes concentragdes variando de 1% a 10% (1,5%, 3%, 5%, 7,5% e 10%) (Jain; Saraf, 2021;
Draou et al., 2022), enquanto para avaliagdo de tolerdncia ao déficit hidrico, as estirpes foram
avaliadas também em meio TSB, mas sob diferentes potenciais osmoticos por meio de um
gradiente de concentracdo de Polietilenoglicol — PEG 6000 (124,4; 184,1; 230,1; 268,9; 303,2 ¢
1000 mL) com os respectivos potenciais osmaticos (PO) (-2, -4, -6, -8, -10 Mpa), conforme
proposto por Villela et al., (1991). Para ambas as avaliagdes, 0,1 mL de suspencdes bacterianas
ajustadas foram transferidas para 0 meio TSB com as respectivas concentraces de NaCl e PEG
6000. Apos incubacgdo a 28 °C sob condicGes de agitacdo (120 rpm) por 24 horas, 0 crescimento
bacteriano foi estimado medindo-se a DO (Damodarachari et al, 2018; Jain; Saraf, 2021). A
tolerancia das estirpes a salinidade e ao déficit hidrico foi avaliada considerando-se as mesmas

faixas de DO descritas para altas temperaturas.

2.6 Analises estatisticas

Os dados fenotipicos obtidos foram utilizados para a constru¢do de um dendrograma de
similaridade, utilizando a distancia de gower. Os dados obtidos em relacdo a caracteristicas de
promogdo do crescimento e tolerdncia a estresses abioticos foram avaliados quanto a

homogeneidade e normalidade (Bartlett e Shapiro Wilk) e, posteriormente, submetidos a anéalise
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de variancia (ANOVA) com médias comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
Posteriormente, foi conduzida uma avaliagdo simultédnea das relagcBes entre as caracteristicas
promotoras de crescimento e estresses abioticos, para cada gendtipo, através do mapa de calor e da
Analise de Componentes Principais (PCA). Empregando-se o programa estatistico R, para a analise

de todos os dados.
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3 RESULTADOS

3.1 Quantificacédo de bactérias diazotréficas em solos rizosférico

Os resultados descritivos da quantificacdo de bactérias diazotroficas presentes nos solos
rizosféricos de ambos os gendtipos de N. cochenillifera Salm Dyck apresentaram variacéo tanto
nas amostras de solos quanto nos meios de cultura (NFb e JNFb) avaliados (Tabela 2). As médias
de densidades obtidas no solo rizosférico do geno6tipo baiana (G2), em ambos 0s meios de cultura,

foram bem maiores se comparadas as densidades obtidas no solo rizosférico do genétipo doce (G1).

Tabela 2 - Densidade de bactérias diazotréficas de solo rizosférico do gendétipo doce (G1) e do
gendtipo baiana (G2) de N. cochenillifera Salm Dyck quantificada pelo método do
namero mais provavel (NMP) em meios de cultura livres de nitrogénio (NFb e JNFb).

Gendtipo doce Genotipo baiana
Amostras
NFb JNFb NFb JNFb
(NMP x 10?) bactérias g* solo
Al 0 2,5 0 0
A2 0,9 0 110 30
A3 0 0 1,1 0,4
Ad 1,6 25 30 60
A5 0 2,5 0 0
A6 1,4 2,5 1,1 0,3
Média 0,65 5,42 23,7 22,67

3.2 Diversidade e caracterizacdo fenotipica de bactérias diazotroéficas

Observou-se diferentes distribuicGes de bactérias diazotréficas entre solo, raiz e cladodio
em ambos 0s genotipos de N. cochenillifera Salm Dyck (Figuras 1 e 2). Para o G1, foram obtidas
um total de 62 estirpes da rizosfera (33), raiz (15) e cladodio (14), com maiores incidéncia no meio

de cultura NFb (64,51%) (Figura 1). Ja para o G2, obteve-se um total 43 estirpes, com menor
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quantidade no solo (7) e maior na raiz (17) e cladodio (19), sendo a maioria (79,07%) isolada do

meio de cultura JINFb (Figura 2). De acordo com a caracterizacdo fenotipica, as estirpes formaram

7 e 5 grupos, para o G1 e G2, respectivamente (Figuras 1 e 2).
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Quanto as caracteristica fenotipicas (Figura 3), a maioria das col6nias das estirpes do G1
apresentaram forma circular com borda inteira e pouca producdo de muco, col6nias opacas,
elevadas e de superficie lisa, consisténcia Umida, cor creme e didametro menor que 2 mm. Nas
estirpes do G2 observou-se em sua maioria colonias de forma circular e borda inteira com pouca
producdo de muco, elasticidade, transllcidas, planas, com superficie lisa, consisténcia imida cor
creme e didmetro menor que 2 mm. Ainda sobre a cor das col6nias, é importante destacar que,
estirpes obtidas do G1 apresentaram maior diversidade de cores (creme, amarela, branca, marrom
e rosa) quando comparadas as estirpes obtidas do G2, as quais foram distribuidas em apenas trés

cores (creme, amarela e branca).
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cochenillifera Salm Dyck.
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3.3 Solubilizacdo de fosfatos inorganicos e tolerancia a altas temperaturas

3.3.1 Solubilizacao de fosfatos inorganicos

Um total de 72 estirpes (42 do G1 e 30 do G2), representativas dos diferentes grupos obtidos
no dendrograma de similaridade baseado nas caracteristicas culturais, foram testadas quanto a

capacidade de solubilizag&o de fosfatos inorganicos (Figura 4A e B).
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Nenhuma dessas estirpes apresentou capacidade de solubilizar fosfato de aluminio, no
entanto, a solubilizag&o de fosfato de calcio foi observada em 42,85% das estirpes do G1, e 20,00%
do G2, todas apresentando baixa solubilizacdo (IS < 2 mm) (Figura 4A e B). Contudo, algumas
estirpes promoveram medias de IS significativamente mais elevadas que as demais. Para o G1, por
exemplo, destacaram-se quatro estirpes da rizosfera (UFPI0O105, UFPI0115, UFPIO117 e
UFPI0120), trés estirpes das raizes (UFPI0137, UFP10140 e UFPI0146) e duas dos cladodios
(UFP10150 e UFP10151), apresentando médias de IS superiores as demais (Figura 4A). No G2, a
maior média de IS foi obtida com a estirpe UFP10174, seguida da estirpe UFP10169, obtidas da

raiz e solo, respectivamente (Figura 4B).

3.3.2 Tolerancia a altas temperaturas

As mesmas estirpes avaliadas quanto a solubilizacdo de fosfatos, também foram testadas
quanto a tolerancia a altas temperaturas. De modo geral, as estirpes oriundas dos dois gendétipos
apresentaram comportamentos semelhantes nas trés temperaturas avaliadas, agrupando-se em duas
faixas de tolerancia (boa tolerancia e néo tolerantes) na temperatura de 40 °C e em trés faixas (boa,

média e ndo tolerantes) nas temperaturas de 45 e 50 °C (Figura 5A e B).
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Figura 5 - Niveis de temperatura (40, 45 e 50 °C) e faixas de toleréncia das estirpes dos genotipos
doce (A) e baiana (B) de N. cochenillifera Salm Dyck, G1 e G2, respectivamente,
representadas pela densidade Optica (DO): boa tolerancia (DO > 0,6); média tolerancia
(DO 0,5-0,6); e ndo tolerantes (DO < 0,5).




36

Deve-se enfatizar que o crescimento das estirpes de ambos os gen6tipos sofreu redugdo com
0 aumento da temperatura, dada pela reducéo das faixas de alta e média tolerancia e o aumento de
ndo tolerantes (Figura 5A e B). Porém, de modo geral, observa-se uma maior porcentagem de
estirpes associadas ao G1 com boa toleréncia as temperaturas de 45 e 50 °C se comparada as
estirpes associadas ao G2.

As 32 estirpes que cresceram (DO > 0,5) na temperatura de 45 °C e foram testadas na
temperatura de 50 °C encontram-se na figura 6. Dentre essas estirpes, apenas 14 cresceram a 50 °C,
das quais 10 enguadram-se na faixa de boa toleréncia (DO > 0,6), sendo cinco da rizosfera
(UFP10109, UFP10120, UFP10130, UFP10131, UFPI10133), quatro endofiticas da raiz (UFP10134,
UFPI0137, UFPI0138, UFPI0140) e uma do cladddio (UFPI0149) (Figura 6A). A estirpe
UFP10109 mostrou-se significativamente mais tolerante a temperatura de 50 °C comparada as
demais estirpes associadas ao G1. Para 0 G2, das 10 estirpes avaliadas, apenas 4 cresceram a 50
°C, das quais duas enquadram-se na faixa de boa tolerancia, uma rizobactéria (UFP10163) e uma
endofitica da raiz (UFP101102) (Figura 6B).
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Figura 6 - Densidade Optica de estirpes a uma temperatura de 50 °C, para 0s genétipos de N.

cochenillifera Salm Dyck, doce (A) e baiana (B), G1 e G2, respectivamente. Médias

sequidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott-knott a 5% de

probabilidade.
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3.4 Producao de acido indolacético (AlA) e tolerancia aos estresses salino e hidrico

3.4.1 Acido indolacético (AIA)

As estirpes capazes de solubilizar fosfato e/ou que apresentaram boa tolerancia a
temperatura de 50 °C, totalizando 28 estirpes (22 do G1 e 6 do G2), foram avaliadas quanto a
capacidade de producdo de AlA. Todas essas estirpes, a excecdo da UFP10176 (obtida da raiz do
G2), possuiram a capacidade de produzir AIA, havendo variacdo na producdo, com diferencas
significativas nas médias obtidas entre as estirpes dentro dos diferentes gendtipos (Tabela 3).

Tabela 3 - Producéo de &cido indolacético (AlA) por bactérias diazotréficas isoladas de diferentes
compartimentos (solo rizosférico, raiz e cladddio) dos gendtipos doce (G1) e baiana (G2)
de N. cochenillifera Salm Dyck.

Genotipos Compartimentos Estirpes AlA pg.mL™*

UFP10105 9,92¢g

UFP10107 20,00 f

UFP10109 117,62 a

UFP10112 13,55 f

UFP10115 10,64 f

Solo UFPI10117 20,00 f

UFP10120 9,26 g

UFPI10124 10,12 g

UFP10130 2345f

UFP10131 9,249

Doce UFP10133 14,21 f
UFP10134 9,799

UFP10136 13,66 f

UFP10137 31,08 ¢

Raiz UFP10138 48,71 b

UFP10140 4,04 h

UFP10146 24,07 ¢

UFP10147 19,44 f

UFP10149 20,36 f

- UFP10150 20,88 f

Cladodio UFPI0151 27,75d

UFP10156 19,18 f

UFP10163 38,21b

Solo UFP10167 24,13 c

Baiana UFP10169 50,56 a
Raiz UFPI10174 46,98 a

UFP10176 0,00 e

Cladddio UFP101102 15,23d

Médias seguidas de letras iguais, dentro de cada gendétipo, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.
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Entre as estirpes associadas ao G1, a biossintese de AlA variou, obtendo-se a concentragdo
mais baixa (4,04 ug mL?) sintetizada pela estirpe UFP10140 (endofitica da raiz) e a méxima (117,62
ug mLt) pela estirpe UFP10109 (rizobactéria) (Tabela 3). A UFP10109 produziu quantidade de AIA
significativamente superior as demais estirpes do G1. Além dessa, duas estirpes endofiticas da raiz
(UFP10138 e UFPI0137) e uma endofitica do cladddio do G1 (UFPI0151), destacaram-se das
demais. Entre as estirpes do G2, a menor producao foi realizada pelo endofitico da raiz UFPI0176
e a maior pela rizobactéria UFP10169. As estirpes do G2 que apresentam maior producao de AIA
foram a UFP10169 (rizobactéria) (50,56 ug mL?) e a UFP10174 (endofitica da raiz) (46,98 pug mL
1), sequidas da UFP10163 (rizobactéria) (38,21 ug mL?) (Tabela 3).

3.4.2 Tolerancia a salinidade e ao déficit hidrico

As mesmas estirpes avaliadas quanto a producdo de AlA, foram também testadas quanto a
tolerancia a salinidade e ao déficit hidrico. Em relacdo a salinidade, todas as estirpes de ambos 0s
gendtipos foram capazes de tolerar até o terceiro nivel de NaCl (5%) (Figura 7A e C). Quanto a
distribuicdo nas faixas de tolerancia, todas as estirpes associadas ao G1 mostraram boa tolerancia
nos trés niveis de NaCl avaliados (Figura 7A). Para estirpes associadas ao G2, todas enquadraram-
se na faixa de boa tolerancia dos dois primeiros niveis de NaCl (1,5 e 3%), com presenca da faixa
de média tolerancia (16,67% das estirpes) apenas no ultimo nivel (5%) (Figura 7C). Ressalta-se
que nenhuma estirpe apresentou DO correspondente a faixa de nédo tolerantes (< 0,5) nos niveis de

salinidade avaliados (Figura 7A e C).
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Figura 7 - Niveis de salinidade (1,5, 3 e 5% de NaCl) (A e C) e de potencial osmotico ou estresse
hidrico (-2, -4 e -6 Mpa de PEG 6000) (B e D) e faixas de tolerancia dos genotipos doce
(A e B) e baiana (C e D) de N. cochenillifera Salm Dyck, G1 e G2, respectivamente,
representadas pela densidade Optica (DO): alta tolerancia (DO > 0,6); média tolerancia
(DO 0,5 - 0,6); e néo tolerantes (DO < 0,5).

Quanto ao estresse hidrico (PEG 6000), estirpes associadas ao G1 obtiveram semelhangas
nos dois primeiros niveis de PEG 6000, no qual mais de 90% enquadraram-se na faixa de boa
tolerancia, e menos de 5% em faixas de ndo tolerantes e de média tolerancia, primeiro (-2 Mpa) e
segundo (-4 Mpa) niveis, respectivamente. Contudo, no terceiro nivel (-6 Mpa) menos de 10% das
estirpes enquadraram-se na faixa de média tolerancia e mais de 90% foram incapazes de tolerar
este nivel hidrico (Figura 7B). Quanto ao G2, todas das estirpes demostraram boa toleréncia no
primeiro nivel hidrico, e nos niveis seguintes (-4 e -6 Mpa) observou-se semelhanga com as faixas

do G1 (Figura 7D).
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3.5 Agrupamento das estirpes pelas caracteristicas promotoras de crescimento e tolerancia a
estresses abioticos

As estirpes oriundas de cada geno6tipo foram subdivididas em trés grupos distintos com
base em suas caracteristicas de solubilizagdo de fosfato de calcio e de boa tolerancia a temperatura

de 50 °C (Figura 8).

PEG6000
(-4 Mpa)

Salinidade
NaCl (5%)

Produgéo
de AIA

[Temperatura

50°C
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Figura 8 - Mapa de calor apresentando a divisdo dos grupos I, Il e Ill agrupando todas as

caracteristicas avaliadas de promocao de crescimento e de estresse abiotico referentes
aos genotipos doce (G1) e baiana (G2) de N. cochenillifera Salm Dyck, este ultimo
destacado na cor marrom. As cores do mapa de calor estdo relacionadas com as médias
de valores obtidos para as caracteristicas avaliadas em cada estirpe. Quanto maior a
intensidade do verde, maior o valor da média.

O grupo | foi formado por seis estirpes do G1 e uma estirpe do G2 solubilizadoras e
capazes de suportar a temperatura imposta; o grupo Il, foi composto por doze estirpes do G1 e
quatro estirpe do G2 solubilizadoras e incapazes de suportar a temperatura imposta; e o grupo Ill,
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contendo quatro estirpes do G1 e uma estirpe do G2 ndo solubilizadoras capazes de suportar a
temperatura imposta (Figura 8). Os grupos I e 1l, englobam estirpes com mdltiplas caracteristicas
de promocdo de crescimento em plantas (exceto a UFPI0176 do G2), embora a capacidade de
atuacdo nos processos seja diferenciada para a maioria das estirpes. Em relacéo a tolerancia aos
demais estresses abioticos, estirpes dos grupos | e I11 possuem a capacidade de tolerar os trés tipos
de estresse abidtico impostos (Figura 8). Quanto a salinidade e ao déficit hidrico, todas as estirpes
cresceram no terceiro (NaCl 5%) e segundo nivel (PEG 6000 -4 Mpa), respectivamente (exceto a
UFPI10117 do G1), sendo distribuidas nos trés grupos.

3.6 Analise de Componentes Principais (PCA)

As estirpes foram agrupadas em um biplot PCA representando as caracteristicas de
promocdo de crescimento em plantas (producdo de AlA e solubilizacao de fosfato) e a capacidade
de prosperar sob condicOes de estresse abiotico (temperatura a 50 °C, salinidade a 5% e potencial
hidrico a -4 Mpa) (Figura 9). No G1 a projecao respondeu por 60,2% da variacdo total e a protrusdo
das diferentes caracteristicas avaliadas mostrou que as estirpes agrupadas no centro da elipse rosa
relacionam-se com todas as caracteristicas avaliadas (grupo |), estirpes na extremidade inferior e
direita da elipse (PC1 e PC2) relacionam-se com a solubilizacéo de fosfato (grupo I1) e estirpes na
extremidade superior da mesma elipse (PC2) relacionam-se com a temperatura (grupo I11). Além
disso, percebeu-se que as estirpes UFP10109 e UFP10138 obtiveram maior relagdo com a producgéo
de AIA (Figura 9A).

Para 0 G2, a variacao total correspondeu a 76,7%. Observou-se que as estirpes UFP10163,
UFP10169 e UFPI0174 tiveram maior relagdo com a producdo de AIA (grupos Il e IlI), e que
UFP10167, UFPI0176 e UFPI01102 (grupos I e I1) obtiveram maior relacdo com a solubilizagao
de fosfato e com os estresses por salinidade e potencial hidrico (Figura 9B).
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Figura 9 - Andlise de componentes principais, biplot exibindo o agrupamento de estirpes
bacterianas de N. cochenillifera Salm Dyck dos genotipos doce (A) e baiana (B) G1 e
G2, respectivamente, com base em suas caracteristicas de promogéo de crescimento em

plantas e capacidade de prosperar sob condicdes de estresse abiotico.
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4 DISCUSSAO

A palma forrageira € uma cactacea adaptada as condi¢cfes desérticas que pode permanecer
produtiva em condicBes de escassez hidrica (Inglese et al., 2017; Pereira et al., 2021). Diversos
grupos de bactérias habitam seus compartimentos e sua rizosfera (Costa; Melo 2012; Beraldo-
Borrazzo et al., 2021), auxiliando no crescimento, desenvolvimento e producdo desta e de outras
culturas de importancia agricola, quando utilizados como inoculantes (Lima et al., 2014; Eke et al.
2019, Santos et al., 2020; Govindasamy et al., 2022).

Neste estudo foram avaliados a densidade de bactérias em solo rizosférico, além do
potencial biotecnoldgico e tolerancia a estresses abidticos de bactérias diazotréficas associadas a
rizosfera, raizes e cladddios de dois genotipos de N. cochenillifera Salm Dyck, o genétipo doce
(G1) e o gendtipo baiana (G2). De modo geral, 0s gendtipos avaliados promoveram diferencas na
densidade das bactérias diazotréficas, assim como nas outras caracteristicas avaliadas. Essas
diferencas nas densidades podem ter sido influenciadas pelo genoétipo vegetal devido a arquitetura
da raiz (Santos et al., 2020), exsudatos liberados (Carvalho et al., 2016), seletividade dos meios de
cultura (Lima et al., 2014), e a presenca de outros microrganismos no solo (Wang et al., 2021).

Além disso, as distribuicbes heterogéneas entre rizosfera e endosfera das estirpes
bacterianas, com G1 apresentando maior diversidade na rizosfera e G2 na endosfera, podem ter
sido influenciados por uma ampla variedade de fatores ambientais e relacionados ao hospedeiro,
incluindo compartimento, genétipo e fendtipo, localizacdo geogréafica, estacdo do ano e quimica do
solo (Karray et al., 2020), além do teor de conteudo organico e condic@es fisicas do solo (Ehis-
Eriakha et al., 2022), como gases, temperatura e dgua do solo. Adicionalmente, essas diferencas
observadas entre G1 e G2 confirmam que o gendtipo vegetal exerce grande influéncia na
distribuicdo das bactérias (Fonseca-Garcia et al., 2016). Além disso, a maior espessura dos
cladodios do G2 (Edvan et al., 2020), pode ter contribuido para o maior numero de bactérias
endofiticas encontradas neste compartimento.

Além dos fatores citados acima, a colonizacdo dos dois genotipos por bactérias
morfologicamente distintas pode ter sido influenciada também por outros fatores, destacando-se o
reconhecimento de sinais quimicos e nutrientes dos exsudados radiculares, producao de biofilme e

motilidade bacteriana (Santoyo et al., 2021). Em relacdo a diversidade de coloragédo, observada
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principalmente em estirpes associadas ao G1, ressalta-se que a producdo de pigmentos é um
fendmeno comum para varios organismos, podendo representar uma vantagem evolutiva para
muitas espécies de bactérias (Antunes et al., 2022).

Quanto aos processos promotores de crescimento em plantas (PPCPs), convém ressaltar
que bactérias com multiplas carateristicas de promog¢do de crescimento em plantas, como por
exemplo a capacidade de fixar N2, solubilizar fosfatos inorganicos e produzir AIA, como observado
para 18 estirpes associadas ao G1 e 4 estirpes associadas ao G2, possuem potencial para melhorar
0 desenvolvimento, a nutricdo e a produtividade da espécie hospedeira e outras culturas,
aumentando também a resisténcia a estresses abioticos (Etesami; Maheshwari, 2018; Albdaiwi et
al., 2019).

Com base no exposto, sabe-se que a FBN é uma das possiveis alternativas bioldgicas aos
fertilizantes nitrogenados, podendo levar a uma agricultura mais produtiva e sustentavel sem
prejudicar o meio ambiente (Yadav et al., 2017), destacando-se como um dos processos mais
importantes e conhecidos na natureza (Reis et al., 2018). No presente estudo, foram obtidas mais
de 100 estirpes de bactérias diazotroficas, das quais uma parcela também € capaz de atuar em outros
PPCPs, podendo contribuir para uma producdo agricola mais sustentavel.

Quanto a solubilizacdo de fosfatos inorgénicos insollveis, bactérias solubilizadoras
possuem a capacidade de contribuir para 0 aumento da disponibilidade e manutencgéo do equilibrio
de fésforo do solo (Haiyambo et al., 2015). De modo geral, o contetdo total de fosfato é abundante
nos solos, porém somente uma pequena quantidade encontra-se disponivel para as plantas, sendo
necessaria a utilizacdo de altas doses de fertilizantes quimicos fosfatados para suprir as
necessidades das plantas (Mei et al., 2021).

Assim, a aplicagdo de bactérias eficientes na solubilizagdo de fosfatos & uma das alternativas
para aumentar a eficiéncia de uso e/ou reduzir a utilizacdo desses fertilizantes na agricultura. Neste
estudo um total de 23 estirpes (de ambos 0s genétipos de palma forrageira) possuiram capacidade
de solubilizar fosfato de calcio, com potencial para uma eventual producdo agricola mais
sustentavel e também para a melhoria da fertilidade do solo.

Bactérias produtoras de AlA tém grande potencial na promocéo do crescimento das plantas
(Lietal., 2021). No nosso estudo, das 28 estirpes avaliadas, 27 foram capazes de sintetizar o AIA

com variagdes na biossintese em ambos 0s genotipos. Tais variagdes podem ocorrer devido a
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fatores ambientais, taxas de crescimento, disponibilidade de aminoécidos e outras fontes de
N (Vega-Celedodn et al., 2016), composi¢do dos meios de cultivo (Costa et al., 2016), dentre outros.

Convem salientar, que a biossintese de AIA no nosso estudo foi registrada na presenca de
L-triptofano no meio de cultura. Como esse aminoacido € um dos percussores mais conhecidos nas
vias de biossintese de AlA, na sua presenca as estirpes bacterianas podem produzir mais auxina
(Zhang et al., 2021). Dependendo da quantidade produzida e da sensibilidade tecidual s mudancas
na concentracao, a producdo de AIA por bactérias, pode afetar de forma positiva ou negativa o
processo de crescimento vegetal (Herlina et al., 2017). Em cactaceas, tém sido relatadas somente
respostas positivas, acarretando a promocéo do crescimento vegetal em diferentes concentracfes
de AIA (Torre-Hern&ndez et al., 2020; Draou et al., 2022).

Voltando-se para o0 estresse abiotico, ressalta-se que este pode causar efeitos deletérios
sobre a comunidade bacteriana, porém algumas estirpes possuem a capacidade fisiolégica e
metabdlica para tolerar tais condi¢des (Santos et al., 2020). Essa tolerancia pode ocorrer devido a
plasticidade fenotipica e/ou reversivel ajuste de fenotipos individuais, alteracdo de RNA e DNA
(Banga et al., 2018), producao de biofilme (Yin et al., 2019), e composicdo de proteinas (Wani et
al., 2021). Para as condicdes de salinidade e seca, de forma mais especifica, inclui-se a producéo
de fitormdnios (incluindo o AlA) e da enzima ACC desaminase, acumulo de osmdlitos, maior
disponibilidade de nutrientes, degradacdo de espécies reativas de oxigénio (EROS), producédo de
compostos organicos volateis e producdo de exopolissacarideos (Etesami; Maheshwari, 2018).

Assim, adicionalmente as caracteristicas de promocao do crescimento vegetal, € importante
a avaliacdo das estirpes de BPCPs em relacdo a sua capacidade de tolerar diferentes condicGes de
estresse abidtico, especialmente quando se pretende aplica-las como biofertilizantes em espécies
vegetais como as cactaceas, que geralmente sdo cultivadas sob condi¢des estressantes (EX. altas
temperaturas, escassez hidrica e salinidade) nas regides aridas e semiaridas. No nosso estudo,
embora o nivel de tolerancia tenha sido variavel, a maioria das estirpes, especialmente do G1,
relacionaram-se com todas as caracteristicas de promogéo do crescimento e tolerancia aos estresses
abioticos avaliados (Figura 9), demostrando claramente o potencial de uso dessas bactérias no
cultivo da palma forrageira sob essas condigOes de estresses.

A aplicagcdo de BPCPs capazes de tolerar condi¢es de estresses abioticos aumentam 0s
atributos de crescimento das plantas (producéo de fitohormonios), e além disso, bactérias isoladas

em condi¢des naturalmente estressantes sdo geralmente mais tolerantes (Ali et al., 2023;
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Agunbiade et al., 2024). O presente trabalho contribui para o conhecimento do papel de bactérias
associadas a palma forrageira com multiplas caracteristicas de PPCPs e tolerdncia & estresses
abioticos. Assim, o futuro uso dessas bactérias benéficas podera melhorar o crescimento e a
produtividade da palma forrageira ou outras culturas suscetiveis a altas temperaturas, a seca e/ou
solos salinos.

Dentre as estirpes avaliadas no nosso estudo, destaca-se como mais promissoras para uso
como bioinoculantes seis obtidas do G1 (UFPI0109, UFP10120, UFP10133, UFPI10134, UFPI0137
e UFPI0140) e uma estirpe do G2 (UFP101102) integrantes do grupo | (Figura 8), pois foram
capazes de atuar em multiplos processos de promocdo do crescimento, além de apresentar boa
tolerdncia a uma temperatura de 50 °C, uma concentracdao de NaCl de 5% e um potencial osmético
de -4 Mpa. Além dessas, outras duas estirpes associadas ao G1 (UFP10146, UFP10150) e uma
associada ao G2 (UFP10174), embora ndo tenham tolerado a temperatura de 50 °C, foram capazes
de crescer em potencial osmético de -6 Mpa, tolerar a temperatura de até 45 °C, além de atuar nos

processos de promogado do crescimento, demonstrando também grande potencial de uso.
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5 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou a diversidade fenotipica e fisioldgica, além do potencial de
promocdo do crescimento vegetal (fixacdo bioldgica de nitrogénio, solubilizacdo de fosfato de
calcio e producdo de AlA) e a tolerancia a estresses abioticos (altas temperaturas, salinidade e
déficit hidrico) de bactérias diazotréficas isoladas dos genotipos doce e baiana de N. cochenillifera
Salm Dyck. As estirpes UFP10109, UFPI0120, UFPI0133, UFP10134, UFP10137, UFP10140,
UFPI0146 e UFP10150, associativas do gendtipo doce e as estirpes UFP10174 e UFP101102, do
genotipo baiana, apresentam grande potencial de uso como inoculantes na palma forrageira em
regido semiarida, visto que apresentam multiplas caracteristicas de promocdo de crescimento e
resistem aos diferentes tipos de estresses abioticos, podendo futuramente contribuir com uma

agricultura mais resiliente e sustentavel.
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