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Resumo:

Os micro-organismos endofiticos podem promover o crescimento vegetal por meio
da solubilizacdo de fosfato, fixacdo de nitrogénio, producao de fito-hormoénios, entre
outros. Neste trabalho buscamos avaliar a capacidade de fixacdo biologica de
nitrogénio (FBN) in vitro de cinco linhagens de bactérias endofiticas SS23
(Staphylococcus ~ hominis), SS92 (Enterococcus  casseliflavus), SS30
(Staphylococcus sp.), SS59 (Enterococcus mundtii) e SS121 (Kocuria sp.), isoladas
de Sapindus saponaria L., bem como verificar a atividade promotora de crescimento
vegetal em mudas de feijdo (Phaseolus vulgaris L.) em condicdes de casa de
vegetacdo. A FBN foi avaliada empregando meio semissolido sem a presenca de
nitrogénio. A promoc¢ao do crescimento vegetal dos cinco endofitos ocorreu apos 25
dias da inoculacdo nas sementes de feijao, avaliando-se numero de folhas, altura,
comprimento da raiz e biomassa seca. Em meio semissolido, todas as bactérias
endofiticas apresentaram a formacao da pelicula, sugerindo a capacidade de fixacao
biolégica de nitrogénio. Para os paradmetros biométricos, ndo foram observados
valores estatisticamente significativos para nimero de folhas, altura e comprimento
das raizes. A linhagem SS92 (E. casseliflavus) destacou-se para peso seco (9,6 g)
guando comparado com os demais enddfitos e o controle sem inoculagéo (7,3 g). O
emprego de micro-organismos, especialmente os endéfitos, como biofertilizantes é
de extrema valia, uma vez que estes podem exercer funcdo semelhantes aos
fertilizantes quimicos, entretanto, sem efeitos adversos para o meio ambiente.

Introducéo:

O feijao (Phaseolus vulgaris L.) é considerado um alimento muito importante em
diversos paises (MCCONELL et al., 2010). Neste sentido, o emprego de micro-
organismos que proporcionem um aumento no rendimento em sua producdo podem
ser favoraveis no ambito socioecon6mico atual. Os micro-organismos endofiticos
podem promover o crescimento vegetal por meio de inUmeros mecanismos, como a
solubilizacdo de fosfato, fixagdo de nitrogénio, producdo de fito-hormonios, entre
outros (PASSARI et al., 2016).
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As bactérias SS23 (Staphylococcus hominis), SS92 (Enterococcus casseliflavus),
SS30 (Staphylococcus sp.), SS59 (Enterococcus mundtii) e SS121 (Kocuria sp.)
foram isoladas como enddfitos da planta medicinal Sapindus saponaria L. (GARCIA,
2015). Estas bactérias demonstraram ser capazes de solubilizar fosfato in vitro, uma
importante caracteristica de um micro-organismo promotor do crescimento vegetal.
Neste trabalho buscamos avaliar a capacidade de fixacdo biologica de nitrogénio in
vitro das cinco linhagens de bactérias endofiticas SS23 (Staphylococcus hominis),
SS92 (Enterococcus casseliflavus), SS30 (Staphylococcus sp.), SS59 (Enterococcus
mundtii) e SS121 (Kocuria sp.), isoladas de Sapindus saponaria L., bem como
verificar a atividade promotora de crescimento vegetal em feijdo (Phaseolus vulgaris
L.) em condicdes de casa de vegetacéo.

Materiais e métodos:

Bactérias endofiticas

Os enddfitos foram resgatados da Colecao de Micro-organismos Endofiticos e do
Ambiente (CMEA) do Laboratério de Biotecnologia Microbiana da Universidade
Estadual de Maringa (LBIOMIC/UEM) — Departamento de Biotecnologia, Genética e
Biologia Celular.

Avaliacédo da Fixacao Bioldgica de nitrogénio em mei 0 semissolido

As cinco bactérias foram cultivadas em meio TSB (pH 7.3) durante 24h a 28°C. Para
detectar a fixagdo do nitrogénio, utilizou-se meio Nfb semi-sélido, sem nitrogénio, de
acordo com a metodologia descrita por Araudjo et al. (2010).

Inoculacéo dos endofitos em sementes de feijao

Para o teste em casa de vegetacdo, os endofitos foram cultivados em erlenmeyers
contendo 250 mL de meio TSB (pH 7.3) sob agitacdo (120 rpm) durante 1h a 28°C.
A turbidez das bactérias endofiticas apdés o crescimento foi ajustada em salina
0,85% com auxilio da escala 0,5 de McFarland, para atingir aproximadamente
1,5x10® UFC/mL. As sementes de feijio (P. vulgaris L.) foram desinfestadas
superficialmente por imersdo em etanol 70% durante 1 min, hipoclorito de sédio 3%
durante 4 min e duas lavagens com agua destilada. Aliquotas de 100 uL da agua da
dltima lavagem foram semeadas em meios TSA e BDA (Batata Dextrose Agar) e
incubadas a 28°C por 5 dias. Cinco sementes de feijdo foram inoculadas nos
erlenmeyers contendo a suspensdao ajustada dos enddfitos, e submetidos a agitacédo
(60 rpm) a 25°C durante 24 horas. Como controle, transferiu-se as sementes para
erlenmeyers contendo apenas meio TSB.

Avaliacdo em casa de vegetagao

ApoOs o processo de inoculagdo e incubacao, as plantulas foram transferidas para
copos de poliestireno (500 mL) contendo uma mistura de solo e substrato organico
MECPLANT (1:1). O solo foi coletado na Universidade Estadual de Maringad — PR, e
autoclavado a 121°C por 60 minutos. As plantulas foram inoculadas em cera de 1-2
cm de profundidade, empregando-se uma plantula por copo, com trés repeticdes
para cada tratamento. O experimento foi realizado na casa de vegetacao
pertencente ao Departamento de Agronomia da UEM (23°24'12.18’S e
51°56'30.54"0).
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Os parametros biométricos para cada tratamento como o numero de folhas, altura,
tamanho da raiz e biomassa seca foram avaliados 20 dias ap0s a inoculagao.

Andlise estatistica
Os dados coletados foram analisados estatisticamente pela Analise de Variancia
empregando o teste de Scott-knott (p<0,05) com o auxilio do software SISVAR 5.6.

Resultados e discussao:

Seguindo a metodologia descrita por (ARAUJO et al., 2010), todas as bactérias
endofiticas utilizadas apresentaram a formacg&o da pelicula, sugerindo a capacidade
de fixacdo bioldégica de nitrogénio em meio semissolido. Utilizando a mesma
metodologia, Batista et al. (2018) também descrevem bactérias endofiticas capazes
de fixar nitrogénio em meio semissolido.

A tabela 1 apresenta os dados obtidos na avaliagdo da promog¢&o do crescimento
das cinco bactérias endofiticas nas sementes de feijdo. Nao foram observados
valores estatisticamente significativos para nimero de folhas, altura e comprimento
das raizes. A linhagem SS92 (E. casseliflavus) destacou-se para peso seco (9,6 Q)
quando comparado com os demais endofitos.

Tabela 1 — Avaliacdo em casa de vegetacdo da inoculacdo das cinco bactérias
endofiticas isoladas de Sapindus saponaria em sementes de feijdo, 25 dias apoés a
inoculagao

NUumero de Comprimento Peso
Tratamentos folhas Altura das Raizes seco
Controle 3,3a 21,6a cm 17,0a cm 7,3a ¢
SS23 (S. hominis) 2,6a 18,3a cm 21,6acm 3,6bg
SS30 (Staphylococcus sp.) 3,3a 20,6a cm 25,0acm 4,3b g
SS59 (E. mundtii) 3,0a 20,6a cm 22,6acm 3,6bg
SS92 (E. casseliflavus) 4,0a 29,3acm 23,0acm 9,6ag
SS121 (Kocuria sp.) 3,0a 23,0acm 15,0a cm 2,0bg

Batista et al. (2018), avaliaram a capacidade de promocdo de crescimento em
plantas de soja e milho por meio da inoculacéo de bactérias endofiticas. Os autores
descrevem resultados significativos para a biomassa seca das plantas analisadas,
em relacdo a seus controles sem inoculacéo. Os resultados apresentados por Kumar
et al. (2012), também corroboram as habilidades de promotores de crescimento dos
micro-organismos endofiticos, especialmente as bactérias.

Conclusoes:

Dentre as principais caracteristicas de micro-organismos promotores do crescimento
vegetal estdo a solubilizacdo de fosfato e a Fixacdo biolégica de nitrogénio. Todas
as bactérias apresentaram capacidade de solubilizar fosfato (GARCIA, 2015) e fixar
nitrogénio em meio semissolido. Em condicbes de casa de vegetacédo, apenas a
linhagem SS92 (E. casseliflavus) apresentou resultado signiticativo em relacdo ao
peso seco das plantas inoculadas, sugerindo seu potencial biotecnologico para o
campo da agricultura.
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