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RESUMO

ARPINI-COSTA, CLARISSE MAXIMO, DSc, Universidade Vila Velha - ES, julho de 2023.
Prospeccdo de microrganismos promotores de crescimento vegetal provenientes do
solo de restinga com potencial para uso de agricultura. Orientador: Alessandro Coutinho
Ramos.

As alteracOes climaticas tem ser tornado cada vez mais intensas, causando diversos
impactos negativos ao planeta. Por este motivo, as atividades agricolas tém
encontrado desfios diarios para manter e aumentar sua produgdo, uma vez que
fatores abidticos, como aumentos da temperatura e processos de desertificagcao tem
sido responsaveis por perdas nas colheitas. Neste contexto, biomas de restinga
representam um ambiente naturalmente caracterizado por uma alta pressao de
selecao nos organismos residentes, devido a alta insolagao, solo arenoso, salino e
com baixo teor de nutrientes, podendo ser um ambiente favoravel a presenca de
microrganismos resilientes capazes de promover o crescimento vegetal, com a
finalidade de aplicagdo em culturas de interesse econdmico. Portanto, o objetivo deste
trabalho foi isolar e caracterizar microrganismos com potencial biotecnolégico em
duas areas de restinga (degradada e conservada) em solos com e sem cobertura
vegetal. Os microrganismos foram isolados pelo método de diluicdo seriada e
testados quanto a sua capacidade de fixagdo de nitrogénio, solubilizagado de fosfato
de célcio, zinco e fosfato de rocha, producdo de acido indol acético, toleréncia a
estresses abioticos, a altas concentracdes de zinco e a presenca de glifosato e
inibicdo de fitopatégenos. Também foi realizada a caracterizacdo morfologica,
bioquimica e o perfil de sensibilidade dos microrganismos; assim como testes de
compatibilidade e teste in vitro com pléantulas de tomates em condi¢des normais de
crescimento e sob estresse salino. O solo coletado foi analisado quanto a composi¢éo
quimica e de macro e micronutrientes. Foi encontrada uma maior densidade de
bactérias totais na area conservada de regido fechada (5,82 Log UFC g') e uma
diferenca de 79,75 % entre os pontos com e sem cobertura vegetal. A distribuicdo de
fungos totais ocorreu de forma oposta a distribuicdo de bactérias totais, com a maior
densidade observada na area degradada de regido fechada (1,23 Log UFC g'). Foram
selecionadas 16 cepas com melhor desempenho nos testes de caracterizacao, para
serem avaliadas quanto a sua capacidade de promogao de crescimento vegetal.
Destas foram selecionadas 4 cepas (IC3As, IC3Ds, RC1Dsll e RD1lsll) que
apresentaram os melhores resultados nos testes de caracterizacao para os testes in
vitro com tomate. A cepa que apresentou os melhores resultados foi a cepa RD1lslI,
proveniente da regido degrada de restinga e sem cobertura vegetal.

Palavras-chave: solubilizacao, fosdato, zinco, fixacao de nitrogénio, antropizacao.



ABSTRACT

ARPINI-COSTA, CLARISSE MAXIMO, DSc, Universidade Vila Velha - ES, july de 2023.
Prospecting for microorganisms that promote plant growth from restinga soil with
potential for agricultural use. Advisor: Alessandro Coutinho Ramos.

Climate change has become more intense and directly impacting the planet. For this
reason, agricultural activities have encountered daily challenges to maintain and
increase production. Abiotic factors such as temperature increases and desertification
processes have been responsible for crop losses. In this context, restinga biomes
represent an environment naturally characterized by high selection pressure on resident
organisms, high insolation, sandy soil, saline and low nutrient content, and may be
providers of resilient microorganisms capable of promoting plant growth, can be applied
in crops of economic interest. Therefore, the objective of this work was to isolate and
characterize microorganisms with biotechnological potential in two restinga areas
(degraded and conserved) in soils with and without vegetation cover. The
microorganisms were isolated by the serial dilution method and tested for their nitrogen
fixation capacity, calcium and zinc phosphate solubilization capacity, as well as
tolerance to increased zinc concentrations, rock phosphate solubilization, acid
production acetic indole, tolerance to abiotic stresses, inhibition of phytopathogens and
tolerance to the presence of glyphosate, as well as its morphological and biochemical
characterization and sensitivity profile. Compatibility tests and in vitro tests were also
carried out with tomatoes under normal growth conditions and under saline stress. The
soil was also analyzed for chemical composition and macro and micronutrients. A higher
density of total bacteria was found in the conserved area of the closed region (5.82 Log
CFU g-1) a difference of 79.75% between the points ocm and without vegetation cover.
The distribution of total fungi occurred opposite to the distribution of total bacteria with
the highest density observed in the degraded area of the closed region (1.23 Log CFU
g-1). There were selected sixteen strains with the best performance in the tests for
characterizing the ability to promote plant growth and with varied biochemical profiles.
Of these, 4 strains were selected (IC3As, IC3Ds, RC1Dsll and RD1Isll) that presented
the best results in the characterization tests for the in vitrotests with tomato. The strain
that presented the best results was the RD1Isll strain, from the restinga degraded
region and without vegetation cover.

Keywords: solubilization, phosphate, zinc, nitrogen fixation, anthropization.



INTRODUCAO GERAL

A historia da humanidade se desenvolve em torno das evolug¢des nos métodos
de conquista de alimentos como as praticas agricolas e a domesticagcao dos animais,
qgue permitiram a criacdo de comunidades fixas, o que trouxe um novo desafio: produzir
sem impactar (Tudi et al., 2021; Morell-Hart, Dussol, e Fedick, 2022). A velocidade de
crescimento populacional vem se tornando um desafio cada vez maior, devido a
necessidade de produzir alimentos em uma velocidade proporcional ao crescimento
populacional, e em um ambiente cada vez mais antropizado (Frona, Szenderak e
Harangi-Rakos, 2019; Molotoks, Smith e Dawson, 2021).

As mudancgas climaticas, que vem afetando principalmente as regides
consideradas menos desenvolvidas, como os processos de desertificacdo, salinizagcao
do solo, aumentos bruscos de temperatura e chuvas acidas representam uma grande
ameaca juntamente com o uso inadequado de recursos naturais e os problemas
associados a urbanizagdo, como contaminagao por residuos industriais e residenciais
(Fréna, Szenderak e Harangi-Rakos, 2019; Frona, Szenderak e Harangi-Rékos, 2021;
Molotoks, Smith e Dawson, 2021).

Nesse contexto temos as regides litoraneas que, além de serem naturalmente
um ambiente de alta pressao de selecao (altas temperaturas, infuéncia marinha, solo
arenoso e salino e alta insolacao), sofrem com o crescimento urbano tanto com a
construcao de residéncias e hotéis quanto com a extragcéo de areias que sao utilizadas
na costrucao civil e em outras industrias (Zhai et al., 2020; Zheng et al., 2020; Zakavi,
Askari and Shahrooei, 2022). As restingas sdo biomas que vém sendo constantemente
impactados por estas agoes, tendo sofrido redu¢des importantes nassuas areas o que
representa um desafio diario no processo de adaptacdo dos macroorganismos
residentes (flora e fauna) o que pode influenciar diretamente no perfil de
microrganismos residentes, incluindo os promotores de crescimento vegetal (Esser,
Neves and Jarenkow, 2019; Sorin et al., 2019; Pinto et al., 2020; Silva et al., 2020).

Portanto a hipotese deste trabalho é que em ambientes de restinga
(naturalmente hostis) podemos encontrar microrganismos promotores de crescimento
vegetal melhor adaptados aos fatores abiéticos que impactam uma plantagao, assim
como, em ambientes que sofrem por agdes antropicas (regido de restinga degradada)
podemos encontrar microrganismos com uma maior adaptacdo a essa pressao de

selecao que podem também ser utilizados para mitigar os impactos abiéticos. Com



base nesta hipdtese o objetivo deste trabalho é realizar a prospeccao de
microrganismos promotores de crescimento vegetal capazes de se desenvolverem em
ambientes hostis, como em solos cultivados e ou contaminados, provenientes tanto de
uma regiao conservada e de uma regiao degradada por agdes antropicas (extracao

ilegal de areia) e testa-los para a producao de bioinoculantes.



JUSTIFICATIVA

Em 1992, durante a Cupula da Terra no Rio de Janeiro, foi criada a UNFCCC
- Convencao Quadro das Nacgdes Unidas sobre Mudancga do Clima, e, desde entdo sao
discutidas medidas para minimizar os impactos que as mudancgas climaticas possam
causar sobre o planeta (Saath e Fachinello, 2018). Mudangas climaticas ocorrem
periodicamente, porém as influéncias provocadas pelo crescimento e desenvolvimento
populacional tém causado profundos impactos (Shahzad et al., 2021; Abbass et al.,
2022). A projecao é de que até o ano de 2050 a humanidade alcance 9,7 bilhdes de
pessoas (ONU, 2020). S6 no ano de 2020, foi calculado que, aproximadamente, 811
milhdes de pessoas no mundo ndo tiveram acesso a quantidade de alimento suficiente

para uma vida saudavel (ONU, 2020).

As alteragbes climaticas, como as mudancas dos padroes de chuvas, aumento
dos extremos de temperatura, processos de desertificacdo e inundagoes interferem
diretamente na producéo de alimentos (Hussain et al., 2019; Shahzad et al., 2021). O
aumento nas temperaturas pode causar estresse térmico, diminuindo a produtividade
nas colheitas e prejudicando areas de pastagens, assim como o aumento da ocorréncia
de pragas (Hussain et al., 2019; Harvey et al., 2020). Os padrées de chuvaalterados
podem levar a escassez de agua, prejudicando a irrigacao das lavouras (Hussain et al.,
2019). Para evitar o estresse hidrico, muitas vezes, séo realizadas técnicas que podem
acelerar os processos de salinizacdo do solo e desertificacdo (Okur and Orgen, 2020;
Haj-Amor et al., 2022). Todos esses fatores, sozinhos ou associados, podem provocar
prejuizos incalculaveis sobre a producao de alimentos (Malhi, Kaur e Kaushik, 2021;
Haj-Amor et al., 2022).

A producao de alimentos ndo tem acompanhado a velocidade de crescimento
populacional e (Pawlak e Kotodziejczak, 2020) com a expansao das cidades, as areas
de cultivo tém sido reduzidas, o que desperta a ocupacao ilegal de areas de
preservagao e, muitas vezes, a aplicacdo de técnicas de queimadas e derrubada de
arvores, refletindo mais uma vez nas mudancas climaticas (McDonald et al., 2020;
Zhuo e Salleh, 2021). A escassez de areas de cultivo, aumentam o seu valor para
aquisicao impactando no perfil das producgdes, que podem deixar de ser familiares (e
aumentarem o éxodo rural e a pressao nos centros urbanos) e se tornarem industriais
(Rosa et al., 2020; Corwin, 2021). A expansao urbana desenfreada provoca aumentos

de populagdo com menor acesso a infraestrura, saude e alimentag&o (Zhuo e Salleh,
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2021; Parmesan, Morecroft e Trisurat, 2022) e a falta de planejamento (urbano e
industrial) e de acesso a condi¢cdes saneamento basico, contribui para 0 aumento das

doencas e polui¢cdes ambientais (Parmesan, Morecroft e Trisurat, 2022).

O éxodo rural e o crescimento urbano provocam alteragdes ambientais também
em outras areas. A especulacao imobiliaria das areas litoraneas, seja para moradia ou
hotelaria e lazer, trazem impactos profundo nestes biomas, como a retirada da
vegetacdo para a construcao e a retirada de recursos para uso na construgao civil e
industrial (Karani e Failler, 2020; McDonald et al., 2020; Leal Filho et al., 2021).

Neste contexto, praticas mais sustentaveis tém sido adotadas com o intuito de
mitigar os impactos das mudancgas climaticas sobre a produgédo de alimentos (Malhi,
Kaur e Kaushik, 2021). O uso consciente de defensivos agricolas ainda esta muito além
do ideal, porém o desenvolvimento de produtos que podem diminuir o uso destes ou até
substitui-los tem aumentado nos ultimos anos (Samada e Tambunan, 2020; Deguine
et al., 2021; Elnahal et al., 2022).

Microrganismos (bactérias, fungos e cianobactérias) tém desempenhado um
papel de grande importancia na producao vegetal e biorremediacao, pelo seu uso como
via de promocao de nutricao (fésforo, nitrogénio, zinco, etc) de plantas, no controle de
pragas e recuperacao de areas contaminadas por metais pesados (Atuchin et al., 2023;
Mumtaz et al., 2023). Harman e Uphoff (2019) verificaram que o uso de rizobactérias,
fungos micorrizicos arbusculares, e fungos como Trichoderma e Serendipita indica sdo
capazes de diminuir os efeitos de espécies reativas de oxigénio (ROS) nas plantas e
aumentar o teor de carbono inorganico no solo. Em outro estudo realizado com Bacillus
subtillis, foi demonstrada sua capacidade de promover do crescimento de raizes e
partes aéreas de tomates, assim como aumento da resisténcia fitopatdgenos (Samaras
etal., 2021).

Um grande desafio este processo € encontrar microrganismos capazes de se
estabelecer em areas que, muitas vezes, apresentam desgastes por excesso de
praticas agricolas realizadas incorretamente ou em areas consideradas naocultivaveis
mas que apresentam potencial (Kour et al., 2019; White, 2020; Coban, Deyn e van der
Ploeg, 2022; Naorem et al., 2023).

Microrganismos provenientes, naturalmente, de locais onde existem fortes
pressdes de selecdo, seja por intempéries ou por agdées antrdpicas ou pelos dois

fatores associados, podem se tornar pecas-chave nesse processo (Mushtaq, 2021;
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Naorem et al., 2023). Dessa forma, microrganismos provenientes de solos de restinga,
um bioma caracterizado por alta influéncia solar, solo salino, arenoso e com baixo teor
de nutrientes, podem ser naturalmente adaptados a esses fatores abioticos e, seguindo
0 raciocinio, ambientes de restinga degradados por influéncia antrépica podem conter
microrganismos adaptados e selecionados por mais estes fatores de pressao
(Quintero, Castillo e Mejia, 2022; Guimaraes et al., 2023; Schaefer et al., 2023).

Em um levantamento realizado no PubMed, em um periodo de 40 anos,
encontramos 216 artigos sobre restinga, dos quais, 16 abordam pesquisas sobre
bactérias e/ou microbioma e 18 abordam pesquisas sobre fungos e/ou microbioma.
Quando ¢ incluida a palavra “solo” na busca, o numero total de trabalhos diminuipara
9. Na plataforma Scielo, em um periodo de 69 anos, utilizando os mesmos parametros de
busca foram encontrados 553 artigos sobre restinga. Deste total, 61 artigos relacionados
ao solo e 6 artigos envolvendo as palavras bactéria, fungo ou microbioma, demonstrando

gue existem ainda poucas pesquisas no campo da microbiologia com esta bioma.



OBJETIVOS

Objetivo Geral
O objetivo geral deste trabalho foi prospectar microrganismos promotores de

crescimento vegetal provenientes do solo de regiao de duas regides de restinga, uma

conservada e outra degrada por atividades antropicas.

Objetivos Epecificos

— Isolar e caracterizar microrganismos com potencial biotecnologico.

— Testar os microrganismos selecionados para reconhecer a sua capacidade de

resiliéncia aos fatores abibticos.

— Realizar testes in vitro com os microrganismos selecionados em plantas de
tomate sob condi¢bes normais de crescimento e sob condi¢coes de estresse

salino para verificagdo da promogao de crescimento vegetal.



REFERENCIAS

Abbass, K., Qasim, M. Z., Song, H., Murshed, M., Mahmood, H., & Younis, I. (2022). A
review of the global climate change impacts, adaptation, and sustainable mitigation

measures. Environmental Science and Pollution Research, 29(28), 42539-42559.

Coban, O., De Deyn, G. B., & van der Ploeg, M. (2022). Soil microbiota as game-
changers in restoration of degraded lands. Science, 375(6584), abe(0725.

Corwin, D. L. (2021). Climate change impacts on soil salinity in agricultural areas.
European Journal of Soil Science, 72(2), 842-862.

Deguine, J. P., Aubertot, J. N., Flor, R. J., Lescourret, F., Wyckhuys, K. A., & Ratnadass,
A. (2021). Integrated pest management: good intentions, hard realities. A review.

Agronomy for Sustainable Development, 41(3), 38.

Elnahal, A. S., EI-Saadony, M. T., Saad, A. M., Desoky, E. S. M., El-Tahan, A. M., Rady,
M. M., & El-Tarabily, K. A. (2022). The use of microbial inoculants for biological

control, plant growth promotion, and sustainable agriculture: A review. European
Journal of Plant Pathology, 162(4), 759-792.

Esser, L. F., Neves, D. M., & Jarenkow, J. A. (2019). Habitat-specific impacts of climate
change in the Mata Atlantica biodiversity hotspot. Diversity and Distributions, 25(12),
1846-1856.

Frona, D., Szenderak, J., & Harangi-Rakos, M. (2019). The challenge of feeding the
world. Sustainability, 11(20), 5816.

Frona, D., Szenderak, J., & Harangi-Rakos, M. (2021). Economic effects of climate

change on global agricultural production. Nature Conservation, 44, 117.

Guimaraes, P. H., Sobrinho, T. G., Cristiano, M. P., & Cardoso, D. C. (2023). Under the
sun or stars: how a dune ant (Hymenoptera: Formicidae) community is shaped along
the day and night. Austral Entomology, 62(2), 191-199.

Haj-Amor, Z., Araya, T., Kim, D. G., Bouri, S., Lee, J., Ghiloufi, W., ... & Lal, R. (2022).
Soil salinity and its associated effects on soil microorganisms, greenhouse gas
emissions, crop yield, biodiversity and desertification: A review. Science of the Total
Environment, 843, 156946.



Harman, G. E., & Uphoff, N. (2019). Symbiotic root-endophytic soil microbes improve

crop productivity and provide environmental benefits. Scientifica, 2019.

Harvey, J. A., Heinen, R., Gols, R., & Thakur, M. P. (2020). Climate change-mediated
temperature extremes and insects: From outbreaks to breakdowns. Global change
biology, 26(12), 6685-6701.

Hirt, H. (2020). Healthy soils for healthy plants for healthy humans: How beneficial
microbes in the soil, food and gut are interconnected and how agriculture can contribute
to human health. EMBO reports, 21(8), €51069.

Hussain, S., Shaukat, M., Ashraf, M., Zhu, C., Jin, Q., & Zhang, J. (2019). Salinity stress
in arid and semi-arid climates: Effects and management in field crops. Climate change
and agriculture, 13, 201-226.

Karani, P., & Failler, P. (2020). Comparative coastal and marine tourism, climate
change, and the blue economy in African Large Marine Ecosystems. Environmental
Development, 36, 100572.

Kour, R., Jain, D., Bhojiya, A. A., Sukhwal, A., Sanadhya, S., Saheewala, H., &
Mohanty, S. R. (2019). Zinc biosorption, biochemical and molecular characterization of

plant growth-promoting zinc-tolerant bacteria. 3 Biotech, 9, 1-17.

Leal Filho, W., Hunt, J., Lingos, A., Platje, J., Vieira, L. W., Will, M., & Gavriletea, M.
D. (2021). The unsustainable use of sand: Reporting on a global problem.
Sustainability, 13(6), 3356.

Malhi, G. S., Kaur, M., & Kaushik, P. (2021). Impact of climate change on agriculture
and its mitigation strategies: A review. Sustainability, 13(3), 1318.

McDonald, R. I., Mansur, A. V., Ascensao, F., Colbert, M. L., Crossman, K., EImqvist,
T.,...& Ziter, C. (2020). Research gaps in knowledge of the impact of urban growth on
biodiversity. Nature Sustainability, 3(1), 16-24.

Molotoks, A., Smith, P., & Dawson, T. P. (2021). Impacts of land use, population, and
climate change on global food security. Food and Energy Security, 10(1), e261.

Morell-Hart, S., Dussol, L., & Fedick, S. L. (2022). Agriculture in the ancient Maya
Lowlands (Part 1): Paleoethnobotanical residues and new perspectives on plant

management. Journal of Archaeological Research, 1-55.

10



Mushtaq, Z. (2021). PGPR: present role, mechanism of action and future prospects
along bottlenecks in commercialization. EQA-International Journal of Environmental
Quiality, 41, 9-15.

Naik, K., Mishra, S., Srichandan, H., Singh, P. K., & Sarangi, P. K. (2019). Plant growth
promoting microbes: Potential link to sustainable agriculture and environment.

Biocatalysis and Agricultural Biotechnology, 21, 101326.

Naorem, A., Jayaraman, S., Dang, Y. P., Dalal, R. C., Sinha, N. K., Rao, C. S., & Patra,
A. K. (2023). Soil constraints in an arid environment—challenges, prospects, and

implications. Agronomy, 13(1), 220.

Okur, B., & Orgen, N. (2020). Soil salinization and climate change. In Climate change

and soil interactions (pp. 331-350). Elsevier.

ONU - Organizacao das Nacodes Unidas. Global Issues - Food. 2022. Disponivel em:

< https://www.un.org/en/global-issues/food> Acesso em 15 de junho de 2023.

Parmesan, C., Morecroft, M. D., & Trisurat, Y. (2022). Climate change 2022: Impacts,

adaptation and vulnerability (Doctoral dissertation, GIEC).

Pawlak, K., & Kotodziejczak, M. (2020). The role of agriculture in ensuring food security
in developing countries: Considerations in the context of the problem of sustainable
food production. Sustainability, 12(13), 5488.

Pinto, A. L., Canei, A. D., de Armas, R. D., da Silva, E. P., Hernandez, A. G., Giachini,
A. J., & Soares, C. R. F. S. (2020). Structure of microbial soil communities in areas of
restinga: a case study in a conservation unit in the Atlantic Forest of the Southern

Brazilian coast. Tropical Ecology, 61, 594-600.

Quintero, |. J., Castillo, A. M., & Mejia, L. C. (2022). Diversity and taxonomy of soil
bacterial communities in Urban and rural Mangrove Forests of the Panama Bay.
Microorganisms, 10(11), 2191.

Refer introdugao geral

Rosa, L., Chiarelli, D. D., Rulli, M. C., Dell’Angelo, J., & D’Odorico, P. (2020). Global
agricultural economic water scarcity. Science Advances, 6(18), eaaz6031.

11


http://www.un.org/en/global-issues/food
http://www.un.org/en/global-issues/food

Saath, K. C. D. O., & Fachinello, A. L. (2018). Crescimento da demanda mundial de
alimentos e restricbes do fator terra no Brasil. Revista de Economia e Sociologia Rural,
56, 195-212.

Samada, L. H., & Tambunan, U. S. F. (2020). Biopesticides as promising alternatives
to chemical pesticides: A review of their current and future status. Online J. Biol. Sci,
20(2), 66-76.

Samaras, A., Roumeliotis, E., Ntasiou, P., & Karaoglanidis, G. (2021). Bacillus subitilis
MBI1600 promotes growth of tomato plants and induces systemic resistance contributing

to the control of soilborne pathogens. Plants, 10(6), 1113.

Schaefer, C. E., Filho, E. |. F., Francelino, M. R., Corréa, G. R., de Oliveira, F. S., & Ker,
J. C. (2023). The Soil Regions: A Framework for Stratifying the Brazilian Soilscapes. In
The Soils of Brazil (pp. 71-84). Cham: Springer International Publishing.

Shahzad, A., Ullah, S., Dar, A. A., Sardar, M. F., Mehmood, T., Tufail, M. A., ... & Haris,
M. (2021). Nexus on climate change: Agriculture and possible solution to cope future

climate change stresses. Environmental Science and Pollution Research, 28, 14211-
14232.

Silva, C. D. O., Delgado, R. C., Teodoro, P. E., Junior, C. A. S., & Rodrigues, R. D. A.
(2020). Spatially explicit modeling of land use and land cover in the State of Rio de

Janeiro-Brazil. Remote Sensing Applications: Society and Environment, 18, 100303.

Sorin, M., Matei, G. M., Monica, D., & Mocanu, V. (2019). Differences in organic matter
quality, chemical and microbiological characteristics of two Phaeozems under natural

and anthropic influence. The EuroBiotech Journal, 3(4), 182-189.

Tudi, M., Daniel Ruan, H., Wang, L., Lyu, J., Sadler, R., Connell, D., ...& Phung, D. T.
(2021). Agriculture development, pesticide application and its impact on the

environment. International journal of environmental research and public health, 18(3),
1112.

White, C. (2020). Why regenerative agriculture?. American Journal of Economics and
Sociology, 79(3), 799-812.

Zakavi, M., Askari, H., & Shahrooei, M. (2022). Characterization of bacterial diversity
between two coastal regions with heterogeneous soil texture. Scientific Reports, 12(1),
18901.

12



Zhai, T., Wang, J., Fang, Y., Qin, Y., Huang, L., & Chen, Y. (2020). Assessing ecological
risks caused by human activities in rapid urbanization coastal areas: Towards an
integrated approach to determining key areas of terrestrial-oceanic ecosystems

preservation and restoration. Science of the Total Environment, 708, 135153.

Zheng, Z., Wu, Z., Chen, Y., Yang, Z., & Marinello, F. (2020). Exploration of eco-
environment and urbanization changes in coastal zones: A case study in China over the
past 20 years. Ecological Indicators, 119, 106847.

Zhuo, W. X., & Salleh, S. H. (2021). The impact of urbanization on food production and
residential land disputes (A global perspective).

13



CAPITULO 1

Promocéao do Crescimento Vegetal: Aspectos Bioldgicos e Fisiologicos

(Norma de citacdo de estruturacdo seguida de acordo com a revista “Bioresource
Technology”, Elsevier)

1- Introducéo

A historia da humanidade esta diretamente ligada a histéria da agricultura, uma
vez que o desenvolvimento desta pratica permitiu que o ser humano estabelecesse
comunidades e aumentassem sua populacdo. Ha cerca de 10000 anos surgiram os
primeiros indicios de praticas associadas a agricultura com coletas de sementes,
técnicas de cultivo rudimentares e cultivos florestais (Tudi et al., 2021). Segundo
estudos de areas de biomas antropogénicos, conhecidos como antromas, as primeiras
mudangas ambientais comecgaram por volta de 8.000 a.C. com a criagao de pastagens
seguida da criagao de areas de cultivo, porém até 2000 a.C. a 1000 a.C. (Ellis, Beusen
and Goldewijk, 2020; Long et al., 2022; Tantau et al.,, 2022) estas mudangas nao
representavam nem 1% do total da superficie terrestre. Apenas a partirdoano 1d.C. é
gue comecgaram grandes assentamentos na regiao da Mesopotamia e Oriente Médio e,
a partir de 1880, ja havia cerca de 25% da superficie com alteracdes causadas pela
ocupacgao humana e apés 2020, esta mudanca ja alcangava 50% da superficie (Ellis,
Beusen e Goldewijk, 2020).

Essa velocidade de mudancas esta diretamente ligada ao crescimento
populacional que foi permitido pelo desenvolvimento das técnicas de agricultura, porém
esse crescimento, quase exponencial, tem se tornado um dos principais desafios da
atualidade uma vez que a produgéao de alimentos deve ser proporcional ao crescimento

da populacdao mundial (Schaal, 2019; Kooza et al., 2022).

A partir da Revolucao Industrial a populagdo mundial aumentou ainda mais e
passou a consumir combustiveis fésseis em alta quantidade, o que vem refletindo nas
mudancas climaticas que agravam os problemas de escassez de alimentos (Mohajan,
2019; Gowdy, 2020). Estudos predizem que a temperatura global pode ser elevada de
3°C a 4°C até o ano de 2100, podendo causar instabilidade climatica compativel com

o periodo Pleistoceno, quando nao havia possibilidade de pratica da agricultura
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(Gowdy, 2020). Dados do e Intergovernmental Panel on Climate Change - IPCC (2023)
apontam que, em um cenario de aumento na temperatura em torno de 4°C, aumentem
a frequéncia e a severidade das ondas de calor em até 9,4 vezes e, como
consequéncias, na severidade das tempestades e secas. A Organizacao das Nagdes
Unidas (ONU) calcula que a populagao humana deva alcancar 8,6 bilhdes de individuos
até 2030, o que significa o0 aumento na pressao pela producdo de mais alimentos,
juntamente com o aumento causado por fatores abioticos, como seca e salinidade,

sobre as plantas e o meio ambiente (Schaal, 2019).

Toda essa expansao populacional e de suas necessidades refletem problemas
que muitas vezes, passam despercebidos pelo publico leigo, como a escassez de
terras araveis devido a ocupagao humana, salinizagao, variagdes climaticas e poluigao
(Kooza et al., 2022). As plantas, por serem organismos sésseis, possuem varias formas
de se adaptar as alteragbes ambientais como forma de sobrevivéncia tais como:
mudancas de luminosidade, alteragcdes de temperatura, disponibilidade de agua e
presenca de patdégenos. Porém, mesmo lancando méo de varios recursos adaptativos,
a pressao exercida por fatores estressores pode agravar os impactos sobre seu

desenvolvimento (Ma et al., 2020; Miryeganeh, 2021; Kooza et al., 2022).

Calcula-se que os estresses abidticos possam afetar negativamente o
rendimento das culturas em 50% ou mais, reduzindo o rendimento e a produgéao (Cai
et al., 2020). Pode-se dividir os estresses abidticos em duas classes: de origem
atmosférica e de origem edafica. Os estresses de origem atmosféricas se caracterizam
por variacao de precipitacao pluvial intercaladas com periodos longos de estiagem,
chuvas acidas, temperaturas extremas e excesso de radiacao solar. Ja os fatores
abioticos de origem edafica se relacionam com processos de salinizagdo (como o0 uso
de agua salobra para a irrigacao), uso de lodo para fertilizacdo e aplicacdao de
agroquimicos (Ma et al.,2020; Igiehon et al., 2021; Mohammadi et al., 2021; Kooza et
al., 2022).

2- Fatores abidticos

Talvez o fator abidtico de maior impacto seja a baixa disponibilidade de agua
que pode ocorrer devido a baixa precipitagdo pluvial, precipita¢do pluvial inconstante
ou mesmo por processos de salinizagao. Estes dois processos estao interligados pois,
naturalmente quando ha forte precipitacao atmosférica em areas mais aridas, ha o
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acumulo de agua no lencgol freatico proximo a superficie que, apés a evaporagao,
provocara o acumulo de ions no solo (Corwin, 2020; Ma et al, 2020). Porém este
processo pode ser acelerado quando os processos agricolas utilizam irrigacdo de
maneira inapropriada como, por exemplo, quando em zonas aridas ha taxa de
evaporagao muito alta, contribuindo para o acumulo excessivo de sais minerais no solo.
Outras formas antropicas de acelerar o processo de salinizagao € a utilizagao deagua
salobra ou até salgada nas irrigagdes que, eventualmente em areas costeiras, pode
ocorrer de forma indireta devido a diminuicdo do lencol freatico por uso excessivo, o
que pode permitir a intrusdo de agua salgada, a aplicacdo excessiva de pesticidas e
fertilizantes e despejo de residuos industriais € municipais que contaminam o solo e
lencol freatico tanto com microrganismos quanto com residuos quimicos e metais
pesados (Corwin, 2020; Ma et al., 2020).

As alteragbes osmoticas causadas pelos processos de salinizagdo provocam
maiores impactos principalmente em regides aridas, semi-aridas e costeiras e podem
levar a sérias consequéncias, desde a reducao do crescimento das plantas até a perda
da colheita (Hussain et al., 2019; Ma et al., 2020). O acumulo de metabdlitos,causados
pelas alteracdes de homeostase, também podem ativar vias de sinalizacdoque podem
alterar época de floracéo, reducéo da fertilidade do pdlen e diminuicdo do numero de
sementes (Hussain et al., 2019; Ma et al., 2020).

Alteracbes de temperatura também podem provocar alteragdes no
comportamento das plantas, principalmente as sazonais. Mesmo diminui¢cdes de
temperaturas podem alterar a membrana plasmatica causando quadros de
desidratacdo e mesmo ativar vias de sinalizagdo de estresse hidrico e salino devido a
eventos de crosstalk (Piao et al., 2019; Corwin, 2020; Ma et al., 2020). Temperaturas
elevadas afetam negativamente o desenvolvimento vegetativo e reprodutivo e estudos
preditivos vém demonstrando aumentos progressivos na temperatura global, com
aumentos maiores para areas cultivadas (Corwin, 2020). O acumulo de diéxido de
carbono (CO2) atmosférico tem se mostrado benéfico quanto ao desenvolvimento das
plantas, porém o impacto desse acumulo sobre a temperatura se torna muito maior
principalmente que levando em conta todas as consequéncias negativas do
aquecimento global e efeito estufa provocando por este poluente atmosférico (Piao et
al., 2019; Corwin, 2020). Estudos demonstraram que, em tomates, o gene SIHSFA2
(relacionado a fatores de transcricdo de choque térmico), sob temperaturas

moderadas, aumenta a tolerancia ao calor, permitindo maior resisténcia das mudas
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quando expostas a temperaturas severas, porém, quando reprimido, ha reducao da

viabilidade do pdlen e diminuicdo das taxas de germinacao (Zhu, 2016; Ma et al., 2020).

A insolagdo ou radiagdo também pode influenciar negativamente o
desenvolvimento das plantas, mesmo estas sendo bastante adaptaveis a ampla faixa
de espectro de luz. O estresse por luz nas plantas ocorre quando a intensidade,
duragcdo ou qualidade da luz excede a faixa ideal para o crescimento e
desenvolvimento da planta (Ma et al., 2020; Giannakoula, Therios e Chatzissavvidis,
2021). Mesmo sendo essencial para a realizagdo da fotossintese, a luz excessiva pode
danificar o aparato fotossintético, levando a reducao do crescimento, diminui¢cdo da
produtividade e até a morte (Ma et al., 2020; Giannakoula, Therios e Chatzissavvidis,
2021).

Outro fator abiotico de grande importéncia € o acumulo de metais pesados no
solo que impactam todo o ecossistema (planta, animais, humanos e microrganismos)
causando toxicidade, uma vez que ndo sao biodegradaveis. Metais pesados como
cadmio (Cd), chumbo (Pb), mercurio (Hg), cobre (Cu) e zinco (Zn) podem se acumular
nas plantas causando estresse oxidativo, podendo interromper 0S processos
fisiolégicos e, por fim, levar a reducao do crescimento e da produtividade além de afetar
toda a cadeia alimentar (Giannakoula, Therios e Chatzissavvidis, 2021; Kidwai e Dhull,
2021). O cobre, por exemplo, € um micronutriente essencial para as plantas que esta
envolvido em muitos processos bioquimicos e fisiologicos, porém, em concentragoes
excessivas (acima de 200mg/Kg) pode causar danos oxidativos e, suatoxicidade no
solo dificilmente é eliminada (CONAMA, 2010; Giannakoula, Therios e Chatzissavvidis,
2021). Outro metal pesado porém, ndo essencial as plantas, € o chumbo. Este metal
tem como limite maximo em areas agricolas, a concentragdo de 180mg/Kg de solo, e
pode se acumular nas raizes devido ao descarte de esgoto doméstico e industrial, uso
excessivo de pesticidas e fungicidas e, devido a sua alta toxicidade pode afetar
diretamente seres humanos e animais (CONAMA, 2010; Giannakoula, Therios e
Chatzissavvidis, 2021; Kidwai e Dhull, 2021).

3- Fatores biobticos

Fatores bidticos referem-se a organismos vivos e suas interagdes uns com os

outros, podendo afetar o crescimento e o cultivo das plantas como insetos, acaros e
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nematdides (Sawicka e Egbuna, 2020; Singh et al., 2020). Estes fatores podem
danificar as raizes, folhas e frutos das plantas, reduzindo seu crescimento e o
rendimento, bem como favorecer a presenca de plantas competidoras que disputam
recursos como agua, nutrientes e luz solar. Microrganismos patégenos capazes de
causar doencas severas que podem culminar em perda da colheita (Sawicka e Egbuna,
2020; Singh et al., 2020; Beretta et al., 2022).

Porém, alguns fatores bidticos podem exercem influéncia positiva sobre a
cultura agricola, como a presenca de organismos do solo (bactérias, fungos e
anelideos) que podem afetar o crescimento e a saude das plantas decompondo a
matéria organica, fixando o nitrogénio e melhorando a estrutura do solo e promovendo
0 crescimento e a saude das plantas por meio de relagées mutualisticas (Nwokolo et
al.,, 2021; Kooza et al., 2022). Além disso, estudos comprovam que muitos
microrganismos sao capazes de auxiliar na fixagdo de nitrogénio atmosférico,
decomposi¢cdo de residuos organicos, eliminagcdo de residuos de agroquimicos,
resisténcia a fitopatégenos, melhora na disponibilizacdo de nutrientes, aumento na
producao de biocompostos como hormdnios, vitaminas e enzimas (Pacios-Michelena
et al., 2021; Kooza et al., 2022).

A relacao planta-microrganismo permite o aumento da capacidade das plantas
em se adaptar a varios tipos de estressores, muitas vezes, facilitando o seu
desenvolvimento e estas interagdes podem ocorrer por processos endofiticos, epifiticos
(sobre as superficies dos tecidos vegetais) ou rizosféricos, interagindo com as raizes
(figura 1). Os microrganismos endofiticos sdo bactérias ou fungos que residem no
interior das plantas, seja na parte aérea ou nas raizes (Wozniak et al., 2019; Verma et
al., 2021). Microrganismos rizosféricos abrangem bactérias fixadoras de nitrogénio
formadoras de nddulo e fungos micorrizicos além de outros microrganismos que
interagem com as raizes, mas sem processos invasivos capazesde contribuir, de forma

significativa com a solubilizacdo e mineralizacao de fésforo (Wozniak et al., 2019).
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b Microrganismos
endofiticos

Filosfera

Figura 1. Visao esquematica das interagées microrganismo-planta em regides de
filosfera e rizosfera (Fonte: Elaborada pelo autor)

4- Interacdo microrganismo-planta

Plantas e microrganismos tém uma relacdo complexa e importante, onde os
microrganismos desempenham papéis essenciais na ciclagem de nutrientes, controle
de doencgas e crescimento das plantas. Uma das interagbes mais importantes entre
plantas e microrganismos € a troca de nutrientes. As plantas requerem nutrientes como
nitrogénio, fosforo e potassio para crescer, mas esses nutrientes geralmente sao
limitados no solo. Por meio da decomposicao de matéria organica, nutrientes que
estariam indisponiveis ou em baixa quantidade séo disponibilizados (Wozniak et al.,
2019; Soong et al., 2020).

Além da troca de nutrientes, alguns microrganismos também formam relacdes
mutualisticas com as plantas, proporcionando-lhes beneficios adicionais, como os
fungos micorrizicos que formam essas relagdes com as raizes das plantas (Harman,
Gary e Norman, 2019; Songachan et al., 2023). Por meio da formacao de uma rede de
hifas, estes fungos aumentam a capacidade de retengdo de agua no solo e trocam
nutrientes por carboidratos produzidos pelas plantas melhorando o rendimento das

culturas (Ganugi et al., 2019; Songachan et al., 2023).

Existem dois tipos de micorrizas, as ectomicorrizas e as endomicorrizas. As
ectomicorrizas compreendem, geralmente, Basidiomicetos e ndo invadem as células
das raizes, mas se emaranham ao seu redor e espaco intercelular, formando a rede de
Hartig (Ganugi et al., 2019; Khullar e Reddy, 2019). As endomicorrizas se subdividem
em arbuscular, ericoides e orquidodides, sendo que estes dois ultimos tipos ocorrem
apenas em plantas das familias Ericaceae e Orchidaceae (Ganugi et al., 2019; Khullar

e Reddy, 2019). Ja as micorrizas arbusculares ocorrem na maioria das
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plantas e pertencem a ordem Glomales de Zigomicetos e formam arbusculos a partir
da penetracao das hifas nas células corticais por mecanismo de invaginagao destas.
Apenas algumas micorrizas arbusculares sdo capazes de formar vesiculas inter- ou
intracelulares ricos em lipideos, porém todas formam os arbusculos, aumentando
consideravelmente a superficie de absor¢édo de nutrientes das plantas e s6 germinam
na presenca destas (Ganugi et al., 2019; Khullar e Reddy, 2019; Songachan et al.,
2023).

Quando as plantas reconhecem a presenca de patdgenos, ha uma reacéo
natural, para sua preservagao, com o espessamento das células do parénquima e a
formacao de papilas contendo calose, fendis, proteinas e silicone (substancias com
acao defensiva), porém na interagdo com as micorrizas arbusculares ha a formacgéo de
apressorio porém sem que ocorra resposta exacerbada da planta, permitindo que o
fungo consiga modular o sistema de defesa da planta permitindo sua colonizagao
(Ganugi et al., 2019; Kaur et al., 2022; Songachan et al., 2023).

Fungos promotores de crescimento de plantas (FPCP) sdo um grupo de fungos
gue vivem no solo e colonizam a zona radicular das plantas promovendo o
crescimento e melhorando a saude das plantas por varios mecanismos, como
aquisicao de nutrientes, supressado de doencas e tolerancia ao estresse (Adedayo e
Babalola, 2023). Espécies como Trichoderma, Talaromyces, Penicillium, Aspergillus,
Gliocladium e Actinomucor tém sido frequentemente relatadas (quadro 1) como sendo
capazes de aumentar o rendimento das culturas por melhorar e desenvolvimento de
brotos e raizes, aumentar a germinacao das sementes e da producao de clorofila além
de aumentar a imunidade inata e a producao de metabdlitos secundarios importantes
nas plantas (Murali et al., 2021; Adedayo e Babalola, 2023).
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Quadro 1. Mecanismo de promogao de crescimento vegetal mediado por fungos em

diferentes plantas cultivadas.

Fungo

Efeito

Planta

Referéncia

Actinomucor elegans

Aumento dos teores de clorofila, carotendides,
proteinas, aminoacidos, atividades
antioxidantes, acido salicilico, glicose, frutose
e sacarose, e diminuicdo da producdo de
peroxido de hidrogénio e metabolismo lipidico
sob estresse salino

Solanum lycopersicum L.

Kazerooni et al.
(2022)

Aspergiﬁus flavus

Aumento de peso fresco, densidade de raiz
lateral, pelos radiculares, comprimento das
plantas e reisiténcia contra  Alternaria
phragmospora.

Solanum lycopersicum L.

Abdel-Motaal ef al.
(2020)

Gliocladium cibotii

Aumento dos teores de clorofila, biomassa
total, altura e reducdo de ROS sob estresse
térmico

Glycine max L. e Helianthus annuus
L

Hamayun et al.
(2021)

Mortierella elongata

Aumento da altura, area foliar e peso seco

Citrullus lanatus, Zea mays,
Solanum lycopersicum e Cucurbita

Ozimek and Hanaka
(2020)

Penicilium aurantiogriseum Dierckx

Inbicdo de thopatc’Jgenos, solubﬁzagéo de
fosfatos, secregdo de siderdforos e AlA, além
de aumento de comprimento de raia, peso
SECo

Trticum sp. (comprimento de raiz)
Sesamum indicum, Zea mays e
Nicotiana tabacum (peso seco total)

Zhao et al. (2021)

Podospara bulbillosa

Aumento dos teores de clorofila, carotendides,
proteinas, aminoacidos, atividades

Solanum lycopersicum L.

Kazerooni et al.
(2022)

antioxidantes, acido salicilico, glicose, frutose
e sacarose, e diminuicdo da producdo de
peroxido de hidrogénio e metabolismo lipidico
sob estresse salino

Talaromyces purpurogenus SW-10 Mineralizagdo de fosfato organico insolavel, | Zea mays Sun ef al. (2023)
aumento de peso seco de raiz e parte aérea e
da altura das plantas

Trichoderma koningiopsis T-51 Inibicdo de Botrytis e Fusarium por producao | Arabidopsis thaliana You ef al. (2022)

de compostos volateis orgdnicos e aumento
de tamanho e peso seco das plantas

Os FPCP’s promovem o crescimento das plantas aumentando a disponibilidade
de nutrientes, como fosforo e nitrogénio por meio da solubilizagdo e mobilizacdo de
nutrientes no solo, tornando-os mais acessiveis. Além disso, alguns fungos podem fixar
nitrogénio atmosférico, o que pode fornecer as plantas uma fonte desse nutriente
essencial (Murali et al., 2021; Adedayo e Babalola, 2023). Outra maneira pela qual os
FPCP’s promovem o crescimento das plantas é suprimindo o desenvolvimento de
fitopatogenos por meio da produgdo de compostos antifungicos (protease, quitinase e
B-1,3 glucanase), competicdo por recursos ou induzindo resisténcia sistémica em
plantas, inclusive por meio de estimulacdo da reagcdo de hipersensibilidade com
producao acelerada de ROS (espécies reativas de Oxigénio) e necrose local. Ao
reduzir o impacto de patégenos de plantas, os FPCP’s podem melhorar a saude das

plantas e aumentar o rendimento das culturas (Murali et al., 2021).

Além disso, os FPCP’s também podem ajudar as plantas a tolerarem estresses
ambientais, como seca, salinidade e altas temperaturas, regulando os niveis de

fitormbnios, produzindo compostos que eliminam espécies reativas de oxigénio, como
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ascorbato e glutationa, e aumentando a atividade de enzimas antioxidantes (Murali et
al., 2021; Verma et al., 2022; Adedayo e Babalola, 2023).

Outros tipos de microrganismos envolvidos nas interagbes com as plantas séo
as bactérias endofiticas. Estas s&do microrganismos que residem no interior dascélulas
vegetais, sem causar danos aparentes a planta, podendo ser encontrados em toda
estrutura vegetal (sementes, raizes, caule, folhas e frutos) sendo que as endobactérias
de sementes sao consideradas simbiontes primarios, podendo ser transferidas por
varias geracdes (Afzal et al, 2019; Verma et al, 2021). Varios tipos de bactérias
endofiticas tém sido descritos como os géneros Pantoea, Pseudomonas, Serratia,
Klebsiella e Herbaspirilum, (quadro 2) como capazes de solubilizar fosfatos
inorganicos, produzir proteases, lipases, celulases e sideroforos, podendo aumentar a
resisténcia as condigdes de estresses abioticos (Afzal et al, 2019; Wozniak et al, 2019).
Além desses géneros, estudos vém demonstrando que bactérias endofiticas dos
géneros Enterobacter, Rahnella, Rhodobacter, Pseudomonas, Stenotrophomonas e
Phyllobacterium (quadro 2) também s&o capazes de produzir auxinas a de se
desenvolver em meio livre de nitrogénio, melhorando desta forma, o crescimento e a
producao das culturas (Afzal et al., 2019; Wozniak et al., 2019). Algumas bactérias
endofiticas também podem sintetizar compostos antimicrobianos e antifungicos (como
Enterobacter hormaechei, Bacillus zanthoxyli) e que ajudam na prote¢do contra
fitopatdogenos além de serem descritas como capazes de produzir compostos bioativos
com propriedades farmacoldgicas uteis, como a producao de antibioticos e a sintese
de moléculas com atividade antitumoral e antiviral (Afzal et al., 2019; Monowar et al.,
2021; Wu et al., 2021; Li et al., 2022).
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Quadro 2. Mecanismo de promogao de crescimento vegetal mediado por bactérias
em diferentes plantas cultivadas.

Bactéria Efeito Planta Referéncia
Enterobacter cloacae Melhorou significativamente o|Oryza sativa (arroz), |Panigrahi, Mohanty
crescimento, além do indice de|Arachis hypogaea, and Rath (2020)

germinagao, biomassa da parte aérea e
radicular e indice de vigor da semente

Vigna mungo e
Brassica rapa var.
Toria

Herbaspirillum seropedicae SmR1

Aumento da area radicular e do namero
de raizes laterais

Setaria viridis

Alves et al. (2019)

Klebsiella sp. PD3

Aumento do desempenho de
crescimento, producdo de biomassa,
taxa de germinacdo de sementes,
capacidade fotossintética, niveis de
antioxidantes, conteudo relativo de agua
e acumulo de clorofila sob condigdes de
estresse com fenantreno.

Oryza sativa L.

Li et al. (2020)

Pantoea eucalypti M91

Aumento do acumulo de nitrogénio,
fosforo e zinco

Leptotes tenuis

Cumpa-Velasquez et
al. (2021)

Phyllobacterium endophyticum

PEPV15

Aumento do rendimento de brotos e
raizes

Lactuca sativa L.
(brotos) e Daucus

Flores-Félix et al.
(2021)

carota L. (raizes)
Aumento de comprimento de parte|Vigna radiata
aéreas, vagens, numero de graos e
rendimento total sob estresse hidrico.
Aumento da germinacdo e do|Zea mays
comprimento de raiz
Aumento do rendimento de brotos e|Lactuca sativa L. Flores-Félix et al.
raizes (brotos) e Daucus (2021)

carota L. (raizes)
Diminuiu o acido abscisico endogeno e| Vigna angularis
o acido jasmoénico e aumentou o acido
salicilico em plantas sob estresse de
inundacgéo e estresse hidrico

Aumento da resisténcia ao Cadmio (CD) | Oryza sativa

Pseudomonas aeruginosa Uzma, Igbal and

Hasnain (2022)

Rahnella aquatilis JZ-GX1 Li et al. (2021)

Rhizobium laguerreae PEPV16

Rhodobacter sphaeroides KE149 Kang et al. (2020)

Serratia marcescens S2/ Kotoky et al. (2019)

Stenotrophomonas maltophilia JVB |Aumento de peso fresco Helianthus anhnuus L |Adeleke, Ayangbenro
5 and Babalola (2022)

Por meio de alguns estudos € possivel observar que a diversidade microbiana
da rizosfera difere significativamente dos microrganismos endofiticos da raiz,
sugerindo que a raiz da planta influencia a entrada seletiva e na colonizagao interna

por microrganismos (Verma et al., 2021).

A simbiose entre microrganismos e plantas tém se mostrado muito mais
profunda, com estudos demonstrando a simbiose tripartida, na qual a persisténcia de
um microrganismo de importancia para a planta, depende da existéncia outro
microrganismo, ou mesmo quando a interagdo entre dois microrganismos beneficia
diretamente a planta hospedeira (Afkhami et al., 2020; Verma et al., 2021). Em estudo
de Verma et al. (2021) foi demonstrado que a interagdo entre o fungo Curvularia
protuberata e o virus CThTV (Virus de Tolerancia Térmica da Curvularia) permite que
a planta, colonizada por estes microrganismos, desenvolva tolerancia a altas
temperaturas. Em outro estudo foi demonstrado que a associacdo de fungos

micorrizicos arbusculares com bactérias do tipo rizébio foram capazes de aumentar a
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massa de raiz de Amorpha canescens em 280% (Afkhami et al., 2020). Em estudo de
Pérez-de-Luque et al. (2017) foi verificada que a interacdo entre fungos micorrizicos
e a Pseudomonas putida aumentaram, sinergicamente, a ativagdo do sistema

imunoldgico do trigo.

Os microrganismos endofitos, sejam bactérias ou fungos, podem ser
transmitidos verticalmente, por meio das sementes, ou horizontalmente, por meio da
entrada por aberturas ou feridas naturais na planta ou por meio do uso de enzimas,
como endo-glucanase e endo-poliglucanase, capazes de lisar as células vegetais e,
uma vez que conseguem penetrar na estrutura vegetal, passam a colonizar
inter/intracelularmente ou, até mesmo, nos espagos periplasmaticos. Porém seu
comportamento na colonizagdo depende de muitas variaveis, como cepa microbiana,
idade da planta, local de penetracao entre outros fatores (Afzal et al., 2019; Verma et
al., 2021). Rodriguez et al. (2009) propuseram uma classificacdo para fungos enddfitos:
classe 1 (colonizacdo de partes aéreas com transmissdo vertical), classe 2
(colonizacao sistémica e transmissao tanto horizontal quanto vertical), classe 3
(colonizacao das partes aéreas com transmissao tanto horizontal quanto vertical) e
classe 4, com a colonizagcdo apenas das raizes e transmissao, predominantemente,
horizontal. O fungo Serendipita indica foge a este sistema de classificacdo pois
apresenta fase saprofitica e fase simbidtica, expressando diferentes formas de
colonizacdo, dependendo do estagio de desenvolvimento da planta hospedeira.
Geralmente sua colonizagao se da a partir das pontas das raizes para as mais maduras
além do fato dele necessitar da morte celular da regido de iniciacdo da colonizag&o. As
repostas fisiolégicas da planta a este processo estimulam o fungo a modificar seu
comportamento saprofitico para simbiético havendo, como resultado, uma maior

colonizacao e beneficiamento de ambos, planta e fungo (Verma et al., 2021).

5- Mecanismos de promocdao de crescimento vegetal

Os mecanismos de promogao de crescimento podem ser classificados como
diretos e indiretos. Os diretos incluem fixacao biolégica de nitrogénio, solubilizacao de
nutrientes minerais como fosforo (P), zinco (Zn) e potassio (K), producédo de
fitohormdnios (auxinas, citocininas, giberelinas, etc) quelagem de ferro por sideréforos,

producao de aminociclopropano- 1- carboxilico acido (ACC), acetoina e
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2,3-butanodiol deaminase. Ja os mecanismos indiretos envolvem a producdo de
antibidticos, producao de enzimas liticas e inducao de resisténcia (Wozniak et al., 2019;
Verma et al., 2021).

5.1- Fixacéo de nitrogénio

O nitrogénio € um nutriente essencial para o crescimento e desenvolvimento das
plantas, mas muitas vezes é um fator limitante em muitos ecossistemas, devido asua
pouca disponibilidade. A fixagcao de nitrogénio é o processo pelo qual certas bactérias
e archaeas convertem o nitrogénio atmosférico em formas que podem ser assimiladas
pelas plantas, como aménia, nitrito e nitrato (Soumare et al., 2020; Aasfaret al., 2021;
Xiong et al., 2021). Estas formas de nitrogénio assimilaveis ndo sao encontradas em
abundancia no solo e, mesmo realizando processos de adubacgéo nitrogenada, ha uma

perda grande devido a processos de lixiviagao (Aasfar et al., 2021; Xiong et al., 2021).

Bactérias endofiticas, como Rhizobium e Bradyrhizobium, colonizam as raizes
das plantas, formando estruturas chamadas nodulos, onde convertem o gas nitrogénio
atmosférico em amdnia que pode ser utilizada pela planta. Em troca, a planta fornece
as bactérias energia na forma de carboidratos (Aasfar et al., 2021; Xiong et al., 2021).
Outros microrganismos fixadores de nitrogénio, como bactérias de vida livre
(Azospirillum,  Azoarcus, Azotobacter, Bacillus polymyxa, Burkholderia,
Gluconacetobacter ou Herbaspirilum) e cianobactérias (por  exemplo,
Trichodesmium), também desempenham papéis importantes na ciclagem de
nitrogénio. Esses microrganismos podem ser encontrados no solo e em ambientes

aquaticos (Soumare et al., 2020; Aasfar et al., 2021; Xiong et al., 2021).

O processo de fixacdo biologica de nitrogénio € realizado pelo complexo
enzimatico conhecido como Nitrogenase, que é composta por duas metaloproteinas,
[Fe-Mo]proteina (também denominada dinitrogenase ou componente |) e Fe-proteina
(também conhecida como dinitrogenase redutase ou componente Il), sendo que a
maioria das reacdes de fixacdo ocorrem na nitrogenase de molibdénio, que possui o
sitio ativo da reacdo de reducdo no nitrogénio, e que é encontrada em todos os
microrganismos diazotréficos (Harwood, 2020; Soumare et al., 2020; Strange, 2022).
Porém s6 é expressa em presenca de molibdénio. Quando nesta situagcao, porém na
presenca de vanadio, a Fe-proteina, que € mais sensivel ao oxigénio que a [Fe-Mo]-
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proteina, é modificada compensando este processo. Porém alguns estudos
demonstraram menor eficiéncia desta forma da nitrogenase (Harwood, 2020; Strange,
2022).

5.2- Solubilizagdo de fosforo

O fésforo é o segundo macronutriente de maior importancia para as plantas, e
€ considerado limitante do crescimento participando da composicao de &acidos
nucléicos, enzimas, coenzimas, nucleotideos e fosfolipideos e de varios processos
fisiolégicos como fotossintese, formagéo, desenvolvimento e maturagao, resisténcia a
doencas, divisdo e aumento celular, conversao de agucar em amido e na prépria
fixacao de nitrogénio (Muindi, 2019; Rawat et al., 2020).

Sua disponibilidade no solo ndo é alta devido a fixacdo das suas formas
insoluveis com ferro (Fe), aluminio (Al) e calcio (Ca). Este fato se torna ainda mais
importante em regides tropicais e subtropicais, onde ha alto grau de intemperismo e
presenca elevada de hidroxidos de ferro e aluminio (Muindi, 2019; Rawat et al., 2020).
Mesmo a adubacéo fosfatada pode nao surtir efeitos duradouros, devido a alta taxa
de formacgao de complexos de metalizagao que pode ocorrer em alta velocidade e, a
longo prazo, causar eutrofizacdo, esgotamento de fertilidade (devido a extracao
continua de nutrientes sem reposicao) e pegada de carbono, devido ao uso excessivo

de fertilizantes nitrogenados (Muindi, 2019; Elhaissoufi et al., 2022).

A imobilizacao do fésforo no solo ocorre pela unido com cations como calcio,
aluminio e ferro, formando complexos de fosfato como fosfato de calcio (Ca3(POa)2),
fosfato de aluminio (AIPO) e fosfato ferroso (FePO), que sdao formas insoluveis. Os
microrganismos solubilizadores de fésforo sdo capazes de hidrolisar compostos
organicos e inorganicos a partir de compostos insoluveis por meio de alguns
mecanismos, como a diminui¢do do pH do solo, quelagédo de cations que podem se
ligar ao fésforo e competicdo com o fésforo por sitios de adsorcao no solo (Elhaissoufi
et al., 2022).

A diminui¢do do pH do solo é um dos principais mecanismos, ocorrendo pela
liberagao de acidos organicos, protons, ions hidroxila e CO2 e producéao de sideroforos
controlando as reacgdes de quelagao, liberando o fésforo quelado e permitindo a sua

disponibilizacdo para as plantas (Rawat et al., 2020; Elhaissoufi et al., 2022). Os
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principais acidos liberados s&o os acidos glucdnico, oxalico, citrico, lactico, tartarico e
aspartico. O acido glucénico € o principalmente acido organico produzido por espécies
de Pseudomonas, Erwinia e Burkholderia (Ingle e Padole, 2017; Elhaissoufi et al.,
2022).

Além destes processos, fosfatos orgénicos s&o biodisponibilizados por
microrganismos solubilizadores de fosforo por meio de processos de mineralizagao de
restos de matéria organica em decomposi¢ado, por meio da acado de enzimas do tipo
fosfatases (acidas ou alcalinas) e fitases (Rawat et al., 2020; Elhaissoufi et al., 2022).
As fosfatases catalisam a hidrolise dos ésteres de fosfato, liberando fésforo inorgéanico,
sendo que as acidas apresentam melhor desempenho em solos acidos e as alcalinas,
em ambientes mais alcalinos, como sedimentos de rios e lagos. As fitases, por sua vez,
catalisam a hidrdlise do &cido fitico (fitato), uma forma complexa de armazenamento
de fésforo, geralmente presente nos grdos e sementes (Zhu e Wakisaka, 2020;
Bhattacharjee, Chakraborty e Bhaumik, 2022)

Ha diversas espécies microbianas solubilizadoras de fésforo, como bactérias,
fungos, actinomicetos e algas, porém a maioria dos relatos envolvem bactérias
(Pseudomonas, Bacillus, Rhodococcus, Arthrobacter, Serratia, Chryseobacterium,
Phyllobacterium, Azotobacter, Xanthomonas, Enterobacter, Pantoea e Klebsiella) com
populacdo que varia em até 50% em abundancia relativa do total do microbioma do
solo e destacam sua maior habilidade neste processo (Ingle e Padole, 2017; Rawat et
al., 2020; Elhaissoufi et al., 2022).

5.3- Producéao de fitohormdnios

A fitoestimulagao é a forma de modular o crescimento vegetal por meio da agéo
de fitormbnios produzidos por microrganismos promotores de crescimento. Os
principais fitorménios sdo as auxinas, citocinas e giberelinas (Mukherjee et al., 2022).
O acido Indol-3-acético (AIA), a principal auxina estudada, € responsavel pelo aumento
da massa radicular, por meio da sua agao sobre processos de divisao e diferenciagcao
celular, estimulagdo da germinagdo, aumento da taxa de desenvolvimento do xilema e
das raizes além de ajudar na maior exudacéao radicular fornecendo aporte para a
manutenc¢ao da populagao microbiana rizosférica (Gomes e Scortecci, 2021; Canceé et
al., 2022; Mukherjee et al., 2022).
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Plantas superiores sao capazes de exudar, em suas raizes, triptofano, que
€ o principal precursor do AIA, o que pode explicar uma grande concentracdao de

bactérias na rizosfera, capaz de produzir naturalmento o AlA (Kravchenko, et al., 2004).

O mecanismo de acgao da auxina (AlA) envolve a interacdo do horménio com
receptores especificos localizados na membrana celular, o que desencadeia a cascata
de sinalizacdo que resulta em alteracdes na expressao génica e no comportamento
celular. De modo geral, esta regulagdo ocorre por feedback negativo, onde a ligagao
da auxina ao seu receptor ativa o complexo proteico conhecido como SCF(TIR1/AFB)
E3 ubiquitina ligase (figura 2), que tem como alvo o grupo de proteinas repressoras
transcricionais chamadas Aux/IAAs para degradacao. Isso leva a ativagdo de genes
responsivos a citocina, que regulam varios aspectos do crescimento e desenvolvimento
da planta (Gomes e Scortecci, 2021; Cancé et al., 2022; Mukherjee et al., 2022). Outros
mecanimos, de menor ocorréncia, ainda podeme envolver feedbaks positovos ou

negativos (Mukherjee et al., 2022).

Figura 2. Mecanismo de regulacao da Via TIR1/AFB. A regulagado dos genes Aux/IAA,
mediada po ARF, estabelece um ciclo de feedback negativo como, por exemplo, o fator
de transcricao ARR1, que é responsivo a citocina, diminuindo a exprecao do sitioalvo
adaptado de Mukherjee et al., 2022).

As citocininas atuam sobre a divisao celular, melhorando o desempenho do
desenvolvimento vegetal, bem como promovem o atraso nos processos de
senescéncia, estimulam o crescimento das gemas laterais das raizes e regulam o
transporte de nutrientes (Oshchepkov et al., 2020; Wu et al., 2021; Mukherjee et al.,
2022).

28



O mecanismo de acdo da citocinina envolve a interacdo do hormdnio com
receptores especificos localizados na membrana celular, o que desencadeia a cascata
de sinalizagdo que resulta em alteragdes na expressao génica e no comportamento
celular. A ligagdo das citocininas aos seus receptores ativa a via de sinalizagdo da
histidina quinase, que envolve a fosforilagdo de varias proteinas, incluindo os
reguladores de resposta (RRs). Os RRs ativados entdo regulam a expressao génica
interagindo com proteinas de ligacdo ao DNA, levando a mudangas no comportamento

e crescimento celular (Oshchepkov et al., 2020; Wu et al., 2021).

As giberelinas também desempenham papel crucial na regulacdo do
crescimento e desenvolvimento das plantas. Algumas das principais fun¢des desse
horménio incluem alongamento do caule por estimulacdo da divisdo celular,
estimulagdo da germinacdo das sementes pela acdo de enzimas hidroliticas,
desenvolvimento dos frutos além do retardo nos processos de senescéncia por meio
de regulacao génica (Hernandez-Garcia, Briones-Moreno e Blazquez, 2021; Mukherjee
et al., 2022).

O mecanismo de acao da giberelina envolve a interacdo do horménio com
receptores especificos localizados na membrana celular, 0 que desencadeia a cascata
de sinalizacdo que resulta em alteracdes na expressao génica e no comportamento
celular. A ligagdo das giberelinas aos seus receptores ativa o complexo proteico
conhecido como complexo receptor GA-GID1-DELLA, que tem como alvo a familia
DELLA de repressores transcricionais para degradacdo. Isso leva a ativagao de genes
responsivos a giberelina, que regulam varios aspectos do crescimento e
desenvolvimento da planta (figura 3). A degradacdo das proteinas DELLA também
alivia a repressao de outras vias de sinalizacao, levando a integracao dos sinais da
giberelina com os de outros horménios e estimulos ambientais (Hedden, 2020;

Hernandez-Garcia, Briones-Moreno e Blazquez, 2021).

29



. GA
o -*&-’-*M

Repressdo Represséo

suprimida
Jcrescimento
Tcresclmento

Figura 3. Modelo de regulacdo da proteina DELLA em resposta a giberelina (GA).
Quando a molécula de GA se liga ao seu receptor, ha interagdo com as proteinas
DELLA, promovendo poliubiquitinagdo da proteina, e, por cansequéncia, sua
degradacao, e promovendo o crescimento da planta (Adaptado de Gao et al., 2011)

O acido aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) é um hormdnio vegetal de
ocorréncia natural que esta envolvido na regulacéo de varios aspectos do crescimento
e desenvolvimento da planta, incluindo amadurecimento de frutas, senescéncia e
respostas ao estresse (Verma et al., 2021; Wu et al., 2021). Este acido também é
produzido por algumas bactérias como parte de seus processos metabdlicos, e por
algumas bactérias associadas a plantas também como forma de modular o
crescimento e desenvolvimento da planta (Verma et al., 2021; Rodriguez Coca et al.,
2023). As plantas podem produzi-lo como resposta a varios estimulos ambientais
(estresses salinos e hidricos, presenca de patdogenos e de metais pesados) sendo,
entdo, convertido em etileno pela enzima ACC oxidase. Porém, em altas
concentragcdes, o etileno induz a processos celulares que levam a inibicdo do
crescimento e senescéncia prematura (Vocciante et al.,, 2022; Wu et al.,, 2021;
Rodriguez Coca et al., 2023).

Algumas rizobactérias (Agrobacterium, Azospirillum, Bacillus, Burkholderia,
Enterobacter, Pseudomonas, Rhizobium) produzem a ACC desaminase (acido
aminociclopropano- 1- carboxilico deaminase), que auxiliam no crescimento da planta
além de reduzir os niveis de etileno, aumentado a tolerancia da planta a diferentes tipos
de estresses. (Verma et al., 2021; Vocciante et al., 2022; Rodriguez Coca et al., 2023).
Ironicamente, em oposicao, algumas bactérias patogénicas também podem produzir
ACC para interromper o crescimento da planta e promover o desenvolvimento de

doengas, utilizando o ACC como fator de viruléncia para interferir nos mecanismos
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de defesa da planta e promover seu préprio crescimento e sobrevivéncia (Verma et
al., 2021; Vocciante et al., 2022).

5.4- Producédo microbiana de compostos organicos volateis

Os compostos orgéanicos volateis sdo de grande importancia na modulagao do
crescimento das plantas além de poderem modular o sistema de defesa vegetal. Eles
permitem que haja comunicagao inter e intra espécies de microrganismos e sao
capazes de modificar algumas vias fisiologicas e hormonais das plantas
(Chandrasekaran, Paramasivan e Sahayarayan, 2022; Sriram et al., 2023). Além disso,
sabe-se que estes compostos apresentam grande diversidade quimica, tendo sido
descritos como produtos de diferentes géneros microbianos (Bacillus, Pseudomonas,
Arthobacter, Serratia, Streptomyces e Trichoderma) e sendo propagados por via
aerogena, liquida ou mesmo pelo solo, podendo alcancar longas distancias (Bavaresco
et al. 2020; Dotson et al., 2020; Poveda, 2021; Chandrasekaran, Paramasivan e
Sahayarayan, 2022).

Dotson et al (2020) demonstram os efeitos regulatérios do composto 3-
octanona, um composto orgéanico volatil, atuando sobre a familia de genes conhecida
como Kiss me Deadly (KMD) responsavel pela regulagcdo negativa da sinalizacao
positiva de auxinas e citocinas, modificando a taxa de crescimento da raiz e alterando

a sua configuragao.

Varios estudos relatam que os compostos organicos volateis sdo capazes de
desencadear atividade contra fitopatogenos (antifungicas, antibacterianas,
antinematodeos e anti insetos considerados pragas) além de ativar a imunidade inata
da planta (Poveda, 2021; Chandrasekaran, Paramasivan e Sahayarayan, 2022; Sriram
et al., 2023). Du et al (2022) relataram que a producao de acetoina e de 2- heptanol,
dois compostos volateis produzidos por Bacillus subtilis foram capazes de reduzir em
até 41,3% e 35%, respectivamente, a incidéncia de Fusarium oxysporum, fungo

causador da podridao da coroa e raiz, em tomateiros.

Geralmente as acbes antagOnicas contra fungos estdo relacionadas as
producdes de compostos dos tipos cariofileno, cianeto de hidrogénio, dimetil dissulfeto,
dimetil trissulfeto, benzonitrila, entre outros. Ja as atividades antibacterianas estao

relacionadas a producao de agarofuran, 1-undeceno, metantiol,
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dissulfeto de dimetila e etc (Chandrasekaran, Paramasivan e Sahayarayan, 2022;
Sriram et al., 2023). Ja as atividades relacionadas as interagbes com insetos se
referem, geralmente, a producdo de compostos que se assemelham a feromdnios e
reconhecimento e adequacdo de habitat (Poveda, 2021; Chandrasekaran,
Paramasivan e Sahayarayan, 2022). Os compostos volateis também podem sinalizar
para a atragcao de insetos e microrganismos que, de alguma forma, trardo beneficios

seja para a planta ou para os microrganismos que os produziram (Poveda, 2021)

5.5- Producéao de sideréforos

Os sideroforos sdo metabolitos secundarios de baixo peso molecular produzidos
por microrganismos e algumas plantas, para capturar ferro do ambiente. O ferro € um
nutriente essencial para a maioria dos organismos e € o quarto elemento mais
abundante no solo, mas muitas vezes € limitado no ambiente devido a sua baixa
solubilidade por estar na forma de oxido férrico/hidréxido (Ferreira, Silva e Cunha,
2019; Ghosh, Bera e Chakrabarty, 2020).

Enterobactina, aerobactina e pioverdina sao exemplos de sideréforos
microbianos capazes de quelar o ferro do ambiente, permitindo sua biodisponibilidade,
tanto para os microrganismos quanto para a planta, sua producdo € aumentada em
condicdes de baixa disponibilidade de ferro (Garg, Kumar e Bhati, 2021; Kundu et al.,
2023).

A quelagao ocorre a partir da ligagédo do ion férrico (Fe3*) ao siderdforo, fora da
célula. Em seguida, receptores encontrados na membrana externa reconhecem o
complexo formado (Fe3®* - sideroforo) os transportando para o citosol onde sera
convertido na forma soltvel (Fe?*) para a disponibilizagdo para as plantas (Ferreira,
Silva e Cunha, 2019; Ghosh, Bera e Chakrabarty, 2020).

Segundo Schalk e Guillon (2013) os sideroforos podem ser classificados como
catecolato, hidroxamato, fenolato, carboxilato e misto, que possuem dois ou mais
grupos funcionais (Holden e Bachman, 2015). Os sider6foros do tipo catecolato séo
produzidos por algumas bactérias, como a Klebsiella psneumoniae, e contém
catecolato e um grupo hidroxila, permitindo que o ion férrico se ligue nas hidroxilas ou
catecolato adjacentes. Os sideroforos do tipo hidroxamato sdo os mais comuns, sendo
produzidos tanto por bactérias quanto por fungos e contendo, principalmente
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grupos com ligagdes de C(=O) N-(OH) associados a algum aminoacido. Ja os
sideroforos do tipo carboxilato sdo produzidos por poucos microrganismos, tais como
Rhizobium, Staphylococcus e fungos como Mucorales, e se ligam aos ions férricos por
meio de grupos carboxila e hidroxila apresentando alta hidrofilia. E, por fim, os
sideroforos do tipo misto, catecolato-hidroxamato, sdo produzidos por microrganismos
que possuem estes dois grupos de sideréforos, como Pseudomonas e Rhodococcus
(Schalk e Guillon, 2013; Holden e Bachman, 2015; Ghosh, Bera e Chakrabarty, 2020).

Metais pesados sao compostos por numero atdmico de pelo menos 20 e
densidade superior a 5 g/cm® sendo encontrados no ambiente em baixissima
gquantidade uma vez que muitos minerais e rochas podem conté-los e libera-los por
erosao e dissolucdo da dgua. Alguns desses metais sao considerados como essenciais
as plantas ou aos microrganismos, como ferro, cobre e zinco. Porém outros ndo sao
considerados essenciais, podendo estar presente no solo em concentragdes mais
elevadas, como resultados de contaminag¢ao, como o cadmio, mercurio, chumbo, cobre,
cromo, arsénico e niquel sendo, que estes citados, os mais comuns de serem
encontrados em solos contaminados e, dependendo da concentragdo, se tornam

toxicos (Grobelak e Hiller, 2017; Barra Caracciolo e Terenzi, 2021).

Os metais pesados podem se ligar fortemente a grupos sulfidrilos, fosfatos e
hidroxilos, gerar ROS, competir pela aquisicdo de ions essenciais e provocar
desequilibrio ibnico celular e osmético, causando prejuizos aos organismos intoxicados

(Caracciolo e Terenzi, 2021).

A resposta das plantas a presenca de altas concentracdes de metais pesados
pode variar, de acordo com a espécie. Algumas espécies, conhecidas com
hiperacumuladoras, podem acumular altas concentragcées de metais pesados, sendo
muito indicadas para processos de biorremediagdo, porém nao sao indicadas para
locais onde s&o cultivadas plantas para alimentacéo devido, ainda a poucas pesquisas,
e baixa garantia de qualidade nas concentragdes finais de metais pesado no solo
(Ojuederie e Babalola, 2017; Caracciolo e Terenzi, 2021). Ja outras espécies de
plantas podem sinalizar, por meio de exsudatos radiculares, para a agregacao de
microrganismos melhor produtores de sideréforos. Isto porque, a maioria dos
microrganismos produtores de sideréforos, sdo de vida livre (Grobelak e Hiller, 2017;
Caracciolo e Terenzi, 2021). Desta forma, os sideroforos, além de fornecerem
nutrientes essenciais as plantas, também podem se ligar a varios metais pesados,
auxiliando as plantas na resisténcia a intoxicacao por metaldides.
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Outras formas de resisténcia a metais pesados, com reflexos positivos para as
plantas, sdo as metalotioneinas, fitoquelatinas e a acil-homoserina lactona.
Metalotioneinas sao proteinas de baixo peso molecular, com alto teor de cisteina e
localizadas no citosol, capazes de fazer ligagbes com metais pesados, além de
atuarem nas respostas ao estresse. Sao produzidas por varios tipos de organismos,
incluindo plantas e bactérias e sua producao ocorre na presenca de metais pesados
(Ojuederie e Babalola, 2017; Balzano et al., 2020; Caracciolo e Terenzi, 2021).

Fitoquelatinas sdo peptideos compostos pelos aminoacidos gama-glutamato e
cisteina que sio sintetizados em resposta ao estresse por metais pesados em plantas,
bactérias, cianobactérias e fungos. S&o sintetizadas como uma resposta ao estresse
por metais pesados e desempenham um papel na prote¢cao do organismo contra a
toxicidade do metal. As fitoquelatinas se ligam a ions de metais pesados e os
sequestram no vacuolo celular, impedindo-os de danificar os componentes celulares.
Isso permite que o organismo sobreviva em ambientes com altas concentracdes de
metais pesados, como solos contaminados ou residuos industriais (Balzano et al, 2020;
Tripathi e Poluri, 2021).

A acil-homoserina lactona (acilHSL) é também um metabdlito secundario
definido como sinal autoindutor, relacionado a atividades de quorum sensing de
bactérias Gram negativas, que pode ativar vias de regulacao para resisténcia a metais
pesados, porém 0s mecanismos ainda nao estdo completamente elucidados. No
entanto, estudos sugerem que os metais pesados podem interferir na deteccédo de
qguorum sensing em algumas bactérias que usam acilHSL como moléculas de
sinalizagao por meio da inibicdo da produgao deste metabdlito (Caracciolo e Terenzi,
2021).

6- Biofertilizantes

A Integracao de tecnologias de ponta e praticas inovadoras para producao de
alimentos de forma mais sustentavel e eficiente € o que define as bases para a
aplicacdo de bioinoculantes (quadro 3). O desafio de aumentar a producédo de
alimentos, de acordo com a demanda populacional e, ao mesmo tempo, atender as
exigéncias de consumidores cada vez mais exigentes quanto a qualidade dos

alimentos produzidos, tém produzido estudos que calculam que a agricultura deva se
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tornar 70% mais produtiva até 2050 (Fraser e Campbell, 2019; Seenivasagan e
Babalola, 2021).

Quadro 3. Relagao de alguns biofertilizantes disponiveis no mercado.

Inoculante Nome comercial Fabricante Pais Referéncia

Azospirillum brasilense (AbV5) Biomax® Azum Vittia Brasil De Oliveira et al. (2021)

Azospirillum brasilense (Cepa COL-50) Nitrofix® BioFertilizar Colémbia Goémez Santiesteban et
al. (2019)

Azotobacter salinestris CECT 9690 NutribioN® Syngenta Suica Stamatov and Velcheva
(2020)

Bacillus simplex (Bacillus sp. S4) Biotrinsic™ W10 Indigo EUA Olmo et al. (2022)

Bacillus thuringiensis var. kurstaki, isolado CCT | BTFERT SC® Micro-Bio Brasil Meyer, Bueno and

1306 Mazaro (2022)

Bacillus thuringiensis, subsp. kurstaki CCT 1306 | TARIK WP® Vectorcontrol Brasil Meyer, Bueno and
Mazaro (2022)

Bradyrhizobium japonicum cepas SEMIA 5079 e | Rhizomax® Novozymes BioAg | Dinamarca | Matsumura et al. (2021)

5080

Glomus intraradices, Glomus mosseae, and | MycoGrow- Fungi Perfecti EUA Fernandez-Zarate et al.

Glomus aggregatum Complex (2022)

Neste contexto, o uso de biofertilizantes € uma alternativa sustentavel aos
fertilizantes quimicos, uma vez que, o uso destes podem reduzir a diversidade
microbiana natural do solo e inclusive de microrganismos endofitos (quadro 4), ja que
o estimulo intenso para reducao do tempo de crescimento da planta se torna um fator
estressante na populagcdo microbiana endofitica (Morris, 2020, Chakraborty e Akhtar,
2021, Seenivasagan e Babalola, 2021). Formulagdes de biofertilizantes provenientes
de consorcios microbianos podem ser a resposta para quem procura 0 aumento na
producao com relagédo ao desenvolvimento das plantas (raizes, caules, folhas, gréo e
peso seco, por exemplo). Além disso, processos de engenharia genética e de
nanotecnologias podem aprimorar ainda mais os produtos criados para aplicacao
(Chakraborty e Akhtar, 2021; Seenivasagan e Babalola, 2021).

Os biofertilizantes a base de Actinomicetos sdo interessantes pois estes
microrganismos ja sao de origem rizosférica. S&o microrganismos Gram positivos,
geralmente aerdbios e capazes de produzir compostos com atividades antibacteriana,
antifungica, antiviral, anticancerigena e antioxidante, além de fitorménios, realizar a
solubilizacao de fosfato, além de decompor matéria organica. Um dos representantes
mais utilizados para formulagbes de biofertilizantes € o Streptomyces sendo que,
algumas cepas (PC12, D4.1, D4.3 e W1) foram relatadas como capazes de controlar
infecgbes causada pelo Magnaporthe oryzae, fungo causador da brusone, uma doenca
que afeta culturas de arroz em todo o mundo. Estas cepas sao capazes de produzir

cianeto de hidrogénio, sideréforos e enzimas que degradam a parede celular
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(protease, celulose e quitinase), reduzindo a doenga em até 56% (Chaiharn, Theantana
e Pathom-Aree, 2020; Chakraborty e Akhtar, 2021; Jaitieng et al., 2021).

A utilizacao de micorrizas arbusculares como biofertilizantes esta cada vez mais
crescente devido a todas as vantagens que a interagédo destes fungos com as plantas
pode resultar. As espécies mais utilizadas tém sido Glomus microagregatum,
Funneliformis geosporum, Claroideo glomus etunicatum, Funneliformis mosseae,
Rhizophagus intraradices e Glomus claroideum e, se utilizadas junto a esterco
acrescido de fosfato de rocha, tém sua acao potencializada sobre o crescimento das
plantas aumentando a matéria organica do solo (Wahid et al., 2019; Chakraborty e
Akhtar, 2021).

O Bacillus thuringiensis, bactéria Gram positiva, aerobia e esporuladora é
amplamente conhecida por ter propriedades inseticidas, porém também é capaz de se
associar a raizes de plantas, leguminosas ou nao, formando nédulos, produzindo
auxinas, sideroforos e solubilizando fosfato. A cepa Bt KR1, quando consorciada com
Rhizobium leguminosarum PR1 tem sua agao na promogéao de crescimento vegetal de
lentilhas e ervilhas potencializada, assim como a jungdo desta cepa com
Bradyrhizobium japonicum-SB1 aumenta a crescimento da parte aérea de culturas de
soja, melhorando a formacao de nodulos, aumentando a biomassa da raiz (Jouzani,
Valijanian e Sharafi, 2017; Chakraborty e Akhtar, 2021).

O Bacillus thunrigiensis associado ao mix de micorrizas arbusculares
(Septoglomus constrictum, Diversispora aunantia, Archaespora trappei, Glomus
versiforme e Paraglomus ocultum), melhora a tolerancia de Lavandula dentata ao
estresse hidrico por meio da reducao do dano oxidativo de lipidios (acidos graxos) e

aumento da formacgao arbuscular (Armada et al., 2016).

A aplicacao de biofertilizantes a base de cianobactérias apresentam resultados
positivo devido, principalmente, a capacidade de fixagao de nitrogénio e solubiliza¢do
de fosfatos destes microrganismos, apresentar propriedades fitoestimulantes e ser
capaz de aumentar a porosidade do solo e de produzir material adesivo, 0 que permite
a formacao de agregados no solo que aumentam a retencao de agua. Além disso,
aumentam a biomassa do solo, apds a morte e decomposicao, diminuem a salinidade,
liberam varios tipos de fitormonios e quelam metais pesados (Chakraborty e Akhtar,

2021). Estes tipos de biofertilizante sdo muito utilizadas nas culturas de arroz, feijao,
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cevada, aveia, tomate, rabanete, algodao, cana-de-agucar, milho, pimenta e alface
(Chakraborty and Akhtar, 2021).

Quadro 4. Formulacao de biofertilizantes e seus efeitos de acordo com os cultivares.

Microrganismos

Efeito

Referéncia

Anabaena cylindrica

Aumento do rendimento

Alily el al, (2022)

Azofobacter chroococcum
e Pseudomonas fluorescens

Aumento de rendimento e de quelidade da
fruta (acido ascorbico, aclcar total,
contetido fendlico e capacidade
antioxidante)

Planta
Triticum sp
Fragaria ananassa Duch. cv.
Chandler

Negi ef al. (2021)

Bacillus subtilis Redugdo em 54% da perda de nitrogénio do | Zea mays em solo arenoso Sun ef al. (2020)
solo agricola, aumento da eficiéncia do uso
do nitrogénio em 11,2% e aumento de 5,0%
no rendimento da cultura

Bradyrhizobium Maior fixacdo de nitrogénio e de|Vigna radiata (L.) Wilczek Raji, Tzanakakis and

rendimentos da cultura

Dorsch (2019)

Glomus mosseae e Pseudomonas
fluorescens

Aumento da altura e peso da planta,
comprimento e largura das folhas, nimero

Helianthus annuus L.

Sharma, Delta and
Kaushik (2021)

de folhas, peso especifico da folha,
eficiéncia  fotossintética,  comprimento,
largura e area da semente, rendimento de
sementes por planta, nimero de sementes
por flor, melhora de 50% para os dias de
floracdo, dias para maturidade, didmetro da
flor e da cabega, indice de colheita, teor de
dleo, composicdo de acidos graxos e
rendimento total

Klebsiella planticola e Enterobacter | Aumento do rendimento
spp

Paenibacillus alvei, B. safensis, B.
pumilus, Lysinibacillus sphaericus
Rhizobium

Rhizobium

Zea mays e Triticum sp Latkovic et al. (2020)

Aumento de rendimento de 33% Zea mays Breedt, Labuschagnand
Coutinho (2017)
Koskey et al. (2017)

Wolde et al. { 2018)

Maiores rendimentos de sementes
Até 138% de aumento no rendimento

Phaseolus vulgaris L
Cicer arietinum L.

Niveis de nutrientes melhorados em | Solanum tuberosum
tubérculos
Streptomyces aureaverticillatus Redugdo da murcha de Fusanum, | Vigna unguiculata
HN6G promogdo do crescimento, do nimero de
folhas, altura e massa fresca

Serratia, Citrobacter Aloo et al. (2020)

Wang et al. (2022)

7- Conclusao

Embora o uso de fertilizantes quimicos possa aumentar a produtividade agricola,
ele pode ter impacto negativo na fertilidade do solo e na saude humana. O seu uso
inadequado pode causar o declinio rapido dos niveis de produgéo agricola mundial,
uma vez que impacta diretamente na populagcdo microbiana do solo, comprometendo
sua qualidade e a qualidade dos alimentos produzidos. Todas essas altera¢cdes podem
refletir também na saude de seres humanos e animais. O uso de microrganismos
promotores de crescimento nas praticas agricolas tem se mostrado, além de
econbmico, um meétodo sustentavel, devido a sua capacidade de nao causar
contaminacgoes e de ser uma energia renovavel, preservando a fertilidade do solo,
mesmo com O seu uso a longo prazo. Ainda ha muito a ser pesquisado e explorado,
porém os estudos estdo sendo realizados e os resultados apresentados tém se

mostrado muito promissores.
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CAPITULO 2

Prospeccao de Bactérias Provenientes de Solo de Restinga com Potencial para
a Promocéao de Crescimento Vegetal

(Norma de citagcao de estruturagcado seguida de acordo com a revista “Applied
Microbiology and Biotechnology”, Springer)

1- Introducéao

A Restinga é um ecossistema de Mata Atlantica caracterizado pela presencga
de altas temperaturas, salinidade (devido a influéncia marinha e fluvio-marinha), solo
arenoso, relevo plano, com formacgdes de praias, dunas e lagoas. A altitude varia de
0 a 50m acima do nivel do mar e sua vegetacao se apresenta em forma de mosaicos,
com plantas variando de rasteiras até arvores de grande porte (Talora e Morellato,
2000; Embrapa, 2018; Mendes et al., 2021). Os solos das regides de Restinga sao
arenosos, denominados Neossolos Quartzarénicos e, devido a especulagao imobiliaria
e turistica, a Restinga vem sofrendo um processo de degradacao constante, restando
poucas areas em estado original (Embrapa, 2018; Borges et al., 2018; Mendes et al.,
2021).

Por possuir composi¢céo arenosa, o que dificulta o acumulo de agua, baixo teor
de nutrientes na sua composi¢cado, além da alta salinidade e forte presenca de
insolacado, este ambiente exerce uma forte pressdo de sele¢do sobre os organismos
presentes, sejam eles plantas, animais ou microrganismos (Alsharif, Saad e Hirt, 2020;
Abdul Rahman, Abdul Hamid e Nadarajah, 2021; Ayangbenro e Babalola, 2021). Dessa
forma, microrganismos residentes em ambientes de alta pressao abiotica sdo capazes
de utilizar recursos para a aquisi¢cao de nutrientes (Carbono, Nitrogénio e Fésforo) com
uma frequéncia maior do que o uso de recursos para o crescimento, desempenhando
um papel fundamental no ecossistema (Santoyo et al., 2017; Ayangbenro e Babalola,
2021).

Pinto et al. (2020) avaliaram, por meio de PCR-DGGE, a microbiota do solo de
uma regido de Restinga onde houve introducdo de Pinus (Pinus elliottii), uma arvore

exotica capaz de contribuir para o desequilibrio ambiental, confirmou o grande efeito
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deletério tanto sobre a comunidade bacteriana, quanto a fungica. Segundo Pupin e
Nahas (2014), uma caracteristica importante dos solos de Restinga € a baixa
concentracao de oxigénio, principalmente nas camadas mais profundas, uma vez que
podem ocorrer inundagdes ocasionais, devido as variagées de mareés, o que influencia
positivamente sobre as comunidades de bactérias desnitrificantes e assimiladoras de

nitrogénio.

Atualmente uma das maiores ameacas a agricultura e ao ambiente € o processo
de desertificacdo que € uma consequéncia da associacdo entre as mudancas
climaticas e as influéncias antropicas, principalmente em areas de maior aridez e
regidoes semi-umidas, podendo impactar diretamente a seguranga econdmicae social
das regides afetadas (Gao et al., 2019; Ayangbenro e Babalola, 2021). Salinidade,
estresse hidrico e altas temperaturas causam impactos sobre o microbioma do solo e
suas consequéncias sobre as plantas vém sendo objeto de varios estudos, uma vez
que representam um dos maiores desafios da atualidade na agricultura devido as
limitacdes no desenvolvimento das safras (Balestrini et al., 2017; Zhang et al., 2019;
Mahmood et al., 2020).

O estresse salino por si s6, seja ele de origem natural ou antropogénica, pode
causar alteragbes osmoticas levando a processos de toxicidade dos organismos
residentes, pois permite o favorecimento de alguns elementos quimicos em detrimento
de outros, alterando a qualidade das aguas subterraneas e influenciando diretamente

no desenvolvimentos das plantas nesse solo (Ma, Su e Ma, 2020; Yildiz et al., 2020).

Alteracdes nos teores de matéria organica do solo provocam impactos direto na
fertilidade e biodiversidade de plantas e de microrganismos, portanto as modificacoes
dentro de uma comunidade microbiana sdo importantes indicadores do estado de
degradacao do solo (Zhou, Wang e Luo, 2017; Liu et al., 2020).

As interagdes microrganismo-planta sao afetadas diretamente por alteracdes
ambientais, tanto de forma positiva como de forma negativa (Schirawski aend Perlin,
2017; Cheng, Zhang e He, 2019). Um exemplo disto € a Pseudomonas putida GR12-
2, definida como uma bactéria promotora de crescimento vegetal capaz de produzir 1-
aminociclopropano-1-carboxilato desaminase (ACCD) que, sob condi¢des de estresse,
diminui os efeitos deletérios do etileno produzido pelas plantas. Porém, estamesma

cepa, quando infectando algumas espécies de plantas, como kiwi (Actinidia
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deliciosa) pode causar doengas (Schirawski e Perlin, 2017; Naing, Maung and Kim,
2021). Desta forma, analises filogenéticas indicaram a proximidade desta cepa com o
complexo Pseudomonas syringae, um conhecido fitopatégeno causador do cancro em
mais de 50 espécies de plantas, tendo sido recomendada a sua reclassificacdo (Naing,
Maung e Kim, 2021). No entanto, de forma geral, a presenca de microrganismos
simbiontes pode diminuir ou até neutralizar os efeitos estressores ambientais nas
plantas, aumentando sua tolerancia e permitindo um melhor desenvolvimento, porém
se atentando aos riscos da introdugdo de um novo microrganismo no ambiente (Naing,
Maung e Kim, 2021; Timmis e Ramos, 2021; Bastias et al., 2022; Vocciante et al.,
2022).

Com o reconhecimento da importancia do microrganismo no cultivo de plantas,
vem se tornando cada vez mais comum o uso de bioinoculantes e, se estes forem
adaptados aos estressores existentes, as chances de sucesso aumentam
consideravelmente (Ramakrishna, Yadav and Li, 2019; de Souza, Armanhi and Arruda,
2020; Magallon-Servin et al, 2020). Os biofertilizantes podem ser compostos por varios
tipos diferentes de microrganismos que exibam caracteristicas de serem promotores
de crescimento em plantas, auxiliando na absorcdo de nutrientes, na biossintese de
horménios, produzindo enzimas que interferem com os niveis de tolerdncias das
plantas aos estressores ambientais e inibindo a acdo de fitopatdogenos (Santos,

Nogueira e Hungria, 2019; Ramakrishna et al., 2019; Magallon-Servin et al., 2020).

Atualmente, quase 11% da area de solo do planeta foi transformada em area de
agricultura (FAO, 2017; Raven e Wagner, 2021). Calcula-se que, no mundo, mais de
830 milhdes de hectares de terras araveis estejam sendo afetadas pela salinizagcao
(Zhang et al., 2019). No Brasil, 30% dos 500.000ha de area irrigada no Nordeste estao
em processo de salinizacdo (da Silva et al., 2020; Pessoa et al., 2022), sendo que
estudos alertam, que até 2050, ocorrera um decréscimo na oferta de agua para a
agricultura, enquanto que, no mesmo periodo, havera um crescente aumento da
demanda por areas cultivaveis (Boretti e Rosa, 2019; Gupta, Rico-Medina e Caiio-
Delgado, 2020). A seca ou mesmo a diminui¢do da oferta de agua, é suficiente para
afetar profundamente o desenvolvimento de uma safra, talvez sendo o fator de stress
abiotico mais impactante, reduzindo a disponibilidade de nutrientes no solo (Eslamian
e Eslamian, 2017; Kour et al., 2020; Mahmood et al., 2020).
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Desta forma, o objetivo deste trabalho foi verificar a existéncia de
microrganismos no solo de restinga, adaptados as condi¢des extremas de temperatura,
salinidade e baixo teor de nutrientes capazes de promover crescimento das plantas
com potencial biotecnolégico e de biorremediacao; e se a influéncia antropica sobre a
regido de restinga contribui para a selegdo de microrganismos melhor adaptados as

pressoes ambientais.

2- Materiais e Métodos
2.1- Area de estudo e amostragem

Os locais de amostragem foram definidos em uma area conservada e uma
degradada por acao extracao ilegal de areia (antropizada) do Parque Estadual Paulo
Cesar Vinha (PEPCV), localizado no Municipio de Guarapari, Espirito Santo, Brasil
(Figura 1). O PEPCYV esta inserido em uma Area de Protecdo Ambiental, que funciona
como zona de amortecimento de impactos. Na area conservada foram definidos dois
pontos de coleta, sendo um ponto sem cobertura vegetal (-20.555730° -40.400350°)
e outro com cobertura vegetal (Figura 2), isto é, solo rizosférico (-20.555740° -
40.400260°). Na area degradada também foram definidos dois pontos de coleta, sendo
um ponto sem cobertura vegetal (-20.557030° -40.405380°) e o outro com cobertura
vegetal (Figura 3), isto &, solo rizosférico (DR) (-20.556955° -40.405284°).
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Figura 1. Foto aérea parcial do PEPCV. Marcados com pontos azuis as areas de
coletas da regiao conservada do parque. Marcados em vermelho, as areas de coletas
da regido degradada do parque.

e

Figura 2: Foto da regido conservada do PEPCV (A). Na seta verde, a formacéao
arbustiva onde foram realizadas as coletas de solo rizosférico. Foto da regiao
degradada do PEPCV (B). Na seta vermelha, a formacdo arbustiva onde foram

realizadas as coletas de solo rizosférico.

=
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As coletas foram realizadas por meio do uso de sondas de PVC (0 - 20 cm)
fincadas manualmente, em triplicata, com a retirada de cerca de 200g de solo de cada

ponto amostral.

As amostras foram imediatamente encaminhadas ao Laboratorio de
Microbiologia Ambiental e Biotecnologia da Universidade Vila Velha - UVV, sob
refrigeracao, onde foram pesadas e diluidas na proporcédo de 1:10 em solugao salina
0,85%. Em seguida, para dissolugao dos granulos e homogeneizacdo, as amostras
permaneceram sob agitagdo (180rpm), a 30°C por 30 minutos. Em seguida foi dada

sequéncia na diluicdo seriada (Grantina-levina et al., 2011).

Os in6culos foram transferidos para placas de Petri contendo Agar Nutriente
acrescido de 150ug/mL de Fluconazol e Agar NBRIP (National Botanical Research
Institute’s phosphate) acrescido de 150ug/mL de Fluconazol, todos em triplicata (Rai et
al., 2018). As placas permaneceram sob incubacédo a 30°C por até 10 dias. Para as
quantificagdo de bactérias diazotroficas, utilizou-se a metodologia do Numero Mais

Provavel (NMP) por meio da inoculagdo em tubos contendo meio semi-sélido NFb.

Apds a inoculagcdo, foram isoladas 267 cepas bacterianas e estas foram
submetidas a testes de caracterizagcado bioquimica, sensibilidade a antimicrobianos,
solubilizacdo de fosfato de calcio e fosfato de zinco, assimilagdo de nitrogénio,
producao de acido indol-acético, toleréncia a salinidade, tolerancia a variagoes de
temperatura, pH e atmosfera, capacidade de inibicdo de fitopatégenos, toleréncia a
presenca de glifosato e e promog&o do crescimento in vitro de plantulas de tomate

variacdo Santa Clara (Lycopersicon esculentum Mill.).

2.2- Analises Quimicas e nutricionais

O pH do material seco ao ar foi medido em solu¢do aquosa de CaCl20,01mol/L
e em agua na proporcao de 1:2,5 (EMBRAPA, 2009). Para as analises de macro e
micronutrientes foram realizadas as metodologias estabelecidas segundo a EMBRAPA
(1997) e Abreu, Andrade e Falcao (2006) e para as analises de substancias humicas,

seguiu-se as metodologias descritas por Canellas (2005).

2.3- Analises estatisticas

54



Os resultados foram analisados estatisticamente por two-way ANOVA e quando
um fator ou qualquer interacdo entre fatores foi considerado estatisticamente
significativo, realizamos comparac¢des pareadas por meio de um teste t e corrigimos os
resultados correspondentes para comparacdes multiplas usando o teste de Tukey em
p < 0,05. Todas as analises foram realizadas no programa GraphPad Prism 7.0, com

nivel de significancia de 5 % para teste de hipoteses.

2.4- Solubilizacéo de fosfato de calcio

Foi utilizado o protocolo segundo Nautiyal (1999), segundo o qual, apds a
diluicdo seriada do solo, estas foram plaqueadas em meio solido NBRIP cuja
composicao esta descrita na tabela 1. Em seguida as placas foram incubadas por 15
dias, a 302C. Ao final da incubacéo, as bactérias que apresentaram um halo claro ao
redor da col6nia foram consideradas capazes de solubilizar o fosfato tricalcico. As
colbnias foram contadas e o numero total foi expresso em unidades formadoras de
col6nias (UFC) por grama (g) de solo seco. Essas estirpes foram repicadas para novas
placas contendo meio solido NBRIP, apdés a segunda passagem os isolados foram

armazenados a -20°C para serem submetidos a novos testes posteriormente.

Tabela 1. Composicdo do Agar NBRIP utilizado para teste de capacidade de
solubilizacao de Fosfato de Calcio

Agar NBRIP
Reagentes Quantidade L
Glicose 10g
MgCL2.6H20 5g
MgS04.7H20 0,25¢
KCI 0,2g
(NH4)2S04 0,19
Ca3(POa4)2 5g
Agar bacteriolégico 15¢g

pH=7,0
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2.4.1- Medicdo dos halos provenientes da solubilizacdo de fosfato de

calcio

Foi utilizado o protocolo adaptado de Sunithakumari, Padma Devi e Vasandha.
(2016), segundo o qual, as bactérias previamente selecionadas nas culturas em agar
NBRIP foram repicadas e, a partir da cultura recente foi feita uma suspensao na
concentracao de 108 UFC/mL (0,5 MacFarland) e transferida, para uma nova placa de
agar NBRIP, 03 microgotas (volume de 8ul) para incubacgéo por, pelo menos 10 dias,
para medicao do halo total produzido. Os halos foram medidos por meio de paquimetro
em trés posicoes diferentes, sendo realizada a média de cada halo e ao final da

medic¢ao dos trés halos, o calculo da média final da bactéria.

2.5- Avaliacao quantitativa da solubilizacdo de fosfato de calcio

Para a avaliacdo da capacidade de solubilizagcdo em meio liquido foi feito um
pré-indculo com os isolados em caldo nutritivo. A metodologia foi adaptada de
D’Angelo, Crutchfield e Vandiviere (2001), onde o pré inéculo foi incubado a 30°C, 160
rom overnight e, em seguida, foi transferido 1mL do in6culo para frasco do tipo
erlenmeyer contendo 20 mL de meio NBRIP com fosfato tricalcico, seguida de nova
incubacgao a 30°C, 160 rpm por 24 horas. Ao final foi retirada uma aliquota de 2 mL de
cada inoculo, que foram foram centrifugadas a 12.000 rpm por 10 minutos para a
sedimentacao de particulas insoluveis presente no meio. O sobrenadante foi filtrado e
utilizado para avaliagao do fosfato soluvel pelo método verde malaquita. Para tal foram
utilizados dois reagentes: o reagente A e o reagente B, que deve ser preparado a 80°C
e, depois de resfriado a temperatura ambiente, antes de adicionar o verde malaquita
(tabela 2). Ao final, 180 pl de agua Miliq, 20 pl do sobrenadante e 40 pl do reagente A
foram adicionados a microplaca de 96 pogos, permanecendo sob agitagdo (900rpm)
por 10 minutos. Por fim, foi adicionado 40 ul do reagente B em cada poco, seguindo de
nova agitagao por mais 20 minutos. A absorbéancia foi lida a 630 nm ap6s os 20 minutos
e a concentracao de P inorgéanico dissolvida foi calculada a partir de uma curva padrao
com concentragao: 0; 0,025; 0,05; 0,1; 0,2; 0,4; 0,8; 1,6 ug mL (D’Angelo, Crutchfield e

Vandiviere, 2001). A metodologia foi realizada em triplicata para cada amostra.
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Tabela 2. Reagentes utilizados para a quantificagao de fosfato soluvel

Reagente A
Molibdato de aménio tetrahidratado 14.2 mmol L
H2SO4 3.1M
Reagente B
Solucdo aquosa de alcool polivinilico 35¢glL?
Verde malaquita 0.35gL"!

2.6- Solubilizagéo e tolerancia ao zinco

Para a verificagdo da capacidade de solubilizagado de zinco foi utilizado o 6xido
de zinco (ZnO) ao invés de fosfato de calcio na formulacdo do agar NBRIP na
proporcao de 0,1%. Em seguida as placas foram incubadas por 15 dias, a 30°C. Ao
final da incubacéo, as bactérias que apresentaram um halo claro ao redor da colénia
foram consideradas capazes de solubilizar o 6xido de zinco (Bapiri et al., 2012; Bokhari
et al., 2019). Além do teste de solubilizagdo de zinco, seguindo a metodologiade Kour
et al. (2019), submetemos todos os isolados a concentrac¢des crescente de ZnO (0,5%,
0,75%, 1%, 1,25%, 1,5%, 1,75% e 2%) para testar quanto a capacidade de tolerar

concentracdes crescente deste metal.

2.7- Solubilizacéo de fosfato de rocha

Para o teste de solubilizacdo de fosfato de rocha, foi utilizada a adaptacao da
metodologia descrita por Bhattacharjya et al. (2019) que desenvolveram uma
metodologia para triagem de microrganismos com potencial para solubilizagdo de
fosfato de rocha. Para tal foi preparado o caldo NBrib seguido da adicao de 100ml/L de
Solucédo de Azul de Bromotimol (0,5% em KOH 0,2N). Foi realizado um inéculo, em
solucado salina 0,85% e transferido 100ul para tubos contendo 0,5% de Fosfato de
Rocha Reativo. Foi realizada a incubagao em shaker, a 110rpm, 30°C, por 3 dias. Ao
final foi observada a mudanca de coloragdo de azul para amarelo (quando ocorre
acidificacdo do meio). Como controle, foi utilizado o meio NBrip acrescido do indicador

e sem inoculagao.
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2.8- Assimilagdo de nitrogénio

Para o teste de Assimilagdo de Nitrogénio foi utilizado o meio semi-solido NFb
(Nitrogen Free biotin-based), descrito na tabela 3, no qual as bactérias selecionadas
foram inoculadas em profundidade no meio e, com os frascos semi-tapados, foram
incubadas por 15 dias a 30°C. Ao final do periodo as bactérias que produziram
alteracdo da cor do meio foram consideradas capazes de assimilar nitrogénio

atmosférico (Dobereiner et al., 1995).

Tabela 3. Composic&do do semi-solido NFb para teste de assimilagdo de Nitrogénio

Meio semi s6lido NFB

Reagentes Quantidade L?

Acido malico 59
K2HPO4 0,5g
Mg2S04.7H20 0,2g
NaCl 0,1g
CaCl2 0,02g
KOH 4,5¢
Solugédo FeEDTA 4mL
Solucao de Azul de Bromotimol 2mL
Solugdo de micronutrientes 2mL
Solugéo de vitaminas 1mL
Agar 1,89

pH=7,0

Solucéo FeEDTA (1,64% - v/v)

Quantidade por 100mL

FeEDTA 1,649

Solucéo de Azul de Bromotimol (0,5% em KOH 0,2N)

Quantidade por 100mL

Azul de Bromotimol 0,5g

58



KOH 0,2N 100mL

Solucéo de micronutrientes

Quantidade por 100mL

CuSo4 0,04g
ZnS04.7H20 0,012g
H3BO3 0,149
Na2MoO4.2H20 0,1g
MnSO4.H20 0,159

Solucao de vitaminas (solucéo filtrada)

Quantidade por 100mL
Biotina 10mg
Vitamina B6 20mg

2.9- Producéao de acido indol-acético (AlA)

A avaliacdo da producdo do acido indol-acético foi desenvolvida a partir do
método colorimétrico por meio da utilizacdo do reagente de Salkowski (tabela 4). Apos
crescimento a 30°C e agitacao a 175 rpm do pré inéculo, 100ul das amostras foram
transferidas para tubos contendo 10mL de caldo DYGS (Dextrose Yeast Glucose
Sucrose), descrito na tabela 5, seguida de nova incubagdo com agitacdo até que o
inéculo alcance a fase exponencial. Apos foi realizada nova transferéncia de 100l para
tubos, em triplicata, sem a presenca de triptofano e com a adicao de 40ul de solugao
de triptofano (tabela 6). Os tubos foram incubados, em auséncia de luminosidade e sob
agitacao por mais 72h. Apos este periodo foi realizada a centrifugacao a 13.000 rpm
por 5 minutos, seguidos da transferéncia de 100ul de cada amostra para microplaca e
acrescida de 100pl do reagente de Salkowski. A microplaca, entdo, foi acondicionada
protegida da luz, permanecendo assim por 30 minutos. A leitura foi realizada em
espectrofotometro a 540nm e a concentracao da producado do AlA foi determinada
utilizando a equacéao da curva de calibracao de AlA, cuja composicao esta descrita na
tabela 7. (Sarwar e Kremer, 1995; Rodrigues, 2007).
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Tabela 4. Composi¢cao do Reagente de Salkowski para teste de producao de AlA

Reagente de Salkowski

Reagentes Quantidade
Solugédo de FeCI3.6H20 0,5 M (1,35 1mL
g/10 mL)
HCIO4 50mL

Tabela 5. Composi¢ao do caldo DYGS

Caldo DYGS
Reagentes Quantidade L-1
Glicose 69
Peptona bacterioldgica 1,5g
Extrato de levedura 2g
K2HPO4 0,5g
MgS04.7H20 0,5g
Acido glutamico 1,59

pH=6,0

Tabela 6. Composicao da solucao estoque de Triptofano

Solucgéo de Triptofano

Reagentes Quantidade
Triptofano 0,5g
Agua ultrapura 100mL

Esterilizar por filtragdo e armazenar em frasco &mbar

Tabela 7. Composicéo da solucdo de Acido Indol Acético para preparo da curva de
calibracao

Solucéo de AlA sintético

Reagentes Quantidade
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Acido Indol Acético 0,025g
NaOH 1M 5mL
Agua destilada gsp 100mL

Armazenar em frasco ambar

2.10- Caracterizacéo bioquimica e coloracao de Gram

Os isolados foram submetidos as analises de caracterizagdo bioquimica e
coloracao de Gram. Foram avaliadas quimicamente quanto a atividade da catalase e
oxidase, teste de ONPG, fermentacdo de e Lactose, utilizacdo de diferentes
carboidratos como unica fonte (Ramnose, Adonitol, Salicina, Arabinose, Inositol,
Sorbitol, Sacarose, Manitol e Rafinose), hidrélise da arginina e uréia, producao de
sulfeto de hidrogénio (H2S) e acetoina, descarboxilagdo da lisina e ornitina, teste de
Indol e utilizacdo do Citrato de sédio e Malonato como unica fonte de carbono (Tortora
et al., 2010; Koneman et al., 2012; Chawngthu et al., 2020).

2.11- Sensibilidade a antimicrobianos

Os testes de sensibilidade a antimicrobianos foram realizados segundo o CLSI
(2018). Para tal foram preparados inéculos, provenientes de culturas recentes, em
solucao salina estéril e ajustados quanto a turbidez na escala nefelométrica padrao de
0,5 MacFarland o que corresponde a, aproximadamente 1.5 x 108 UFC/ml. Com o
auxilio de um swab estéril foi realizada a transferéncia do inéculo para placa de Petri
contendo Agar Mueller-Hinton. Os discos de antibioticos selecionados foram dispostos
sobre as placas e estas permaneceram, sob incubacgéo, a 30°C por 48h. Foi realizada

a medicao dos halos formados com o auxilio de um paquimetro.

2.12- Tolerancia aos estresses abioticos

Os testes de tolerancia a salinidade, foram desenvolvidos a partir de um pré
inéculo de cada amostra sendo transferidos para tubos contendo Caldo Nutriente

acrescidos de Cloreto de Sodio (NaCl) em concentragdes variadas (0%, 1%, 2,5%,
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5%, 6%, 6,5% e 7%) e incubados por 48h a 30°C e 110rpm. Da mesma forma foram
conduzidos os ensaios de tolerancia ao pH (2, 3,4, 5,6, 7,8,9, 10, 11 e 12) e de
tolerancia a auséncia de oxigénio (Moradi et al., 2011; Li et al., 2016; Shultana et al.,
2020). O ensaio de tolerancia a auséncia de oxigénio foi desenvolvido com os tubos
controle sendo incubados em atmosfera ambiente (presenca de, aproximadamente,
21% de oxigénio e 0,035% de didxido de carbono) e os tubos testes sendo incubados
em microaerofilia (5-6% O2e 8-10% CO2) e em anaerobiose (<3% O2e 4-10% CO2)

com incubacéao por 48h (Li et al., 2016; Jenkins et al., 2021).

Os ensaios de tolerancia as variagbes de temperatura (25°C, 30°C, 36°C e
42°C), também foram realizados ap6s o preparo do pré-inéculo, com os testes sendo
realizados em Caldo Nutriente e incubacao por 48h (Moradi et al., 2011; Li et al., 2016;
Shultana et al., 2020).

2.13- Compatibilidade entre as cepas prospectadas e com outros

microrganismos promotores de crescimento vegetal

Os testes de compatibilidade foram desenvolvidos segundo Ruiz, Roman a
Sanchez (1996) e, para a conducdo foi realizado um pré-inéculo que, apos o
crescimento foi ajustado para a concentracao de de 0,5 MacFarland e transferidos, com
auxilio de swab estéril, para placas de Petri contendo Agar Mueller-Hinton. Estasplacas
foram incubadas a 30°C por 24h para servirem de base para o corte de discos de,
aproximadamente, 20mm de diametro contendo as bactérias desafiantes. Outros pré-
inoculos foram desenvolvidos, com os mesmos parametros para serem transferidos
para placas-testes. Desta forma uma placa-teste contendo uma das bactérias recebia
discos, pré-incubados, de cada uma das outras bactérias, em triplicata, para verificacao
da possibilidade de formacao de consércio microbiano. As placas foram incubadas a
30°C por 24h e verificada a formagao de halos de inibicdo ou se havia crescimento
normal da bactéria na placa-teste. A mesma metodologia foi aplicada para o teste com
a bactéria Herbaspirillum seropedicae, porém utilizando placas contendo o meio DYGS

(tabela 5) acrescido de 15g/L de agar bacteriologico.

Também foi desenvolvido o mesmo teste entre as bactérias e os fungos
Serendipita indica e Trichoderma sp., porém neste ensaio, o fungo micorrizico, obtido

da colec¢ao da professora Dra. Cristina Cruz (Universidade de Lisboa), foi inoculado
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no centro da placa contendo meio Kaefer modificado (tabela 8) e, ao seu redor, foi
aplicada 10ul da suspensao de cada bactéria. Para o teste com o Trichoderma sp, foi
utilizado o agar Sabouraud Dextrose, e o fungo foi inoculado em uma lado da placa e
os discos contendo as bactérias ja desenvolvidas foram dispostos na outra
extremidade. Em ambos os testes foram observados o desenvolvimento, tanto do fungo
quanto das bactérias e se havia formacao de halo de inibigdo. Todos os testes foram

realizados em triplicata (Kumar et al., 2015; del Barrio-Duque et al., 2019)

Tabela 8. Meio Kaefer modificado utilizado para cultivo do fungo Serendipita indica

Meio Kaefer modificado

Reagentes Quantidade L

Glucose 20g

Peptona 29

Extrato de Levedura 1g

Caseina hidrolisada 1g
Solucédo de macronutrientes (A) 50mL
Solucao de micronutrientes (B) 10mL
Ferro EDTA (C) 1mL
Solucéo de vitaminas (D) 1mL
Agar bacterioldgico 20g

Solucéo de Macronutrientes (A)

NaNO3 12,09
KCI 10,49
MgS0a4.7H20 10,49
KH2PO4 30,49

Solucao de micronutrientes (B)

ZnS04.7H20 2,29
MnS04.7H20 0,59
Acido Borico 1,1g
CoCl2.5H20 160mg
CuS04.5H20 160mg
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Molibidato de Aménio (C) 110mg

Solucéo de Ferro EDTA (C)

FeS04.7H20 556 mg em 50 ml de H20
EDTA 744 mg em 50 ml de H20

Solucéo de vitaminas (D)

Tiamina 100mg
Glicina 40mg
Piridoxina 10mg
Ac. Nicotinico 10mg

2.14- Capacidade de inibicao de fungos fitopatdogenos

Os fungos utilizados para o teste de inibicdo de fitopatégenos foram Alternaria
alternata, Phoma betae, Rhizopus stolonifer, Colletotrichum gloeosporioides,
Curvularia pallescens e Botrytis cinerea, todos cedidos pelo Departamento de

Micologia da Universidade Federal de Pernambuco.

O teste foi adaptado de Liu et al. (2019), com discos previamente inoculados
com as bactérias testadas quem foram dispostos a, aproximadamente, 0,5cm de
disténcia da borda da placa de Petri contendo Agar Sabouraud Dextrose e, na outra
extremidade foi inoculado 10ul de uma suspenséao feita com cada uma dos fungos
fitopatégenos em solucao salina 0,85% (0,5 MacFarland). Foi realizada a incubacao,
a 25°C por até 7 dias (de acordo com a velocidade de crescimento dos fungos nas
placas-controle). Foi realizada a medi¢ao diariamente e, ao final, foi realizada o calculo
da porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (PIC), segundo a formula abaixo
(PIC), e a medicao dos halos de inibicdo quando formados (Menten et al.,1976).
Também foi determinado o indice de velocidade do crescimento micelial (IVM),
expresso em mm dia”' por meio da formula abaixo (Oliveira, 1991), na qual T € o
tamanho médio atual da colénia, Ta é o tamanho médio da coldnia no dia anterior e N

se refere ao numero de dias apos a repicagem. Os testes foram realizados em triplicata.
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diametro do controle - didmetro do tratamento
PIC = X100

didmetro do controle

M= 2(T-Ta)

2.15- Toleréancia a presenca de glifosato

As bactérias a serem testadas foram cultivadas para a preparagdo de um pre-
in6culo para a realizacao da curva de tolerancia a presencga de glifosato. O inoculo foi,
entao, preparado a partir da suspensao bacteriana 0,5 MacFarland em solucéo salina
0,85% e entdo diluido até a concentragdo aproximada de 107 UFC/mL. Foi transferido
1mL do inéculo para tubos contendo Caldo Nutriente com concentragcdes crescentes
de glifosato (Omg/mL, 10 mg/mL, 12,5 mg/mL, 25 mg/mL, 50 mg/mL e 100 mg/mL). Os
tubos foram incubados por 5 dias, a 30°C e 110rpm. Ao final foram realizadas leituras
em microplacas de 96 pocos em leitor de ELISA a 600nm (Benslama e Boulahrouf,
2013; Wijekoon e Yapa, 2018).

2.16- Inoculagé&o in vitro em sementes de tomate variagcdo Santa Clara

(Lycopersicon esculentum Mill.)

Sementes de Lycopersicon esculentum Mill. foram desinfectadas,
superficialmente com uma solugéo de hipoclorito de sodio 2,5% por 5 minutos,seguida
de imersao sem solucao de alcool 70% por 2 minutos e finalizada com lavagem com
agua deionizada por 30 minutos (Lanna Filho, Romeiro e Alves, 2010) e inseridas em
placas contendo meio Murashige e Skoog Basal (¥2MS), pH 5,8 sem sacarose por 2
dias no escuro e depois germinadas por um periodo adicional 5 dias a 22 °C,

fotoperiodo de dia longo (16 h claro/8 h escuro), 70 Lux (Bokhari et al., 2019).

Para a realizacdo do potencial das bactérias isoladas em tomate, foram
selecionadas quatro cepas bacterianas, de acordo com o desempenho nos testes
anteriores, que foram cultivadas, individualmente, em Caldo Nutriente até a densidade
optica 1 (600 nm). Foi realizada a diluicdo até 10* UFC/mL e inoculada 10pl da
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suspensdao em cada uma das mudas de tomate, com 5 dias de idade. O controle
utilizado para este método foi de mudas n&o inoculadas. Foram preparadas 5 placas
com distribuicdo de 5 sementes em cada, totalizando 25 réplicas para cada tratamento.
Ao final de 8 dias foi calculada a densidade da raiz lateral, utilizando o calculo padréo,
isto €, o numero médio de raizes laterais/cm de comprimento da raiz (Ortiz-Castro,
Campos-Garcia e Lépez-Bucio, 2019). Também foi calculado o peso fresco das raizes
e das partes aéreas, seguida da secagem por 48h a 40°C, e calculo do peso seco de

cada regiao (Fossati e Nogueira, 2009; Bokhari et al., 2019).

2.17- Teste de cepas por sua capacidade de aumentar a tolerancia ao

estresse salino de tomate variagdo Santa Clara (Lycopersicon esculentum Mill.)

Sementes de Lycopersicon esculentum Mill. foram desinfectadas,
superficialmente com uma solucao de hipoclorito de sédio 2,5% por 5 minutos, seguida
de imersao sem solucao de alcool 70% por 2 minutos e finalizada com lavagem com
agua deionizada por 30 minutos (Lanna Filho, Romeiro e Alves, 2010) e inseridas em
placas contendo meio Murashige e Skoog Basal (*2MS), pH 5,8 sem sacarose, com
100mMol de NaCl, por 2 dias no escuro e depois germinadas por um periodo adicional
5 dias a 22 °C, fotoperiodo de dia longo (16 h claro/8 h escuro), 70 Lux (Bokhari et al.,
2019).

Para a realizacao do teste de capacidade de aumentar a tolerancia ao estresse
salino de tomate, foram selecionadas duas cepas que apresentaram maior produgao
de Acido Indol Acético (item 2.9) e maior tolerancia a salinidade (item 2.12). Estas foram
cultivadas, individualmente, em Caldo Nutriente até a densidade optica 1 (600 nm). Foi
realizada a diluigdo até 10* UFC/mL e inoculada 10pl da suspensdo em cadauma das
mudas de tomate, com 5 dias de idade. O controle utilizado para este método foi de
mudas nao inoculadas. Foram preparadas 5 placas com distribuicdo de 5 sementes em
cada, totalizando 25 réplicas para cada tratamento. Ao final de 8 dias foi calculada a
densidade da raiz lateral, utilizando o padrdo, isto €, o numero médio de raizes
laterais/cm de comprimento da raiz (Ortiz-Castro, Campos-Garcia e Lépez- Bucio,
2019). Também foi calculado o peso fresco das raizes e das partes aéreas, seguida da
secagem por 48h a 40°C, calculo do peso seco de cada regidao e calculo da

porcentagem de germinacgao (Fossati e Nogueira, 2009; Bokhari et al., 2019).
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3- Resultados e Discussao

3.1- Analises Quimicas e de macro e micronutrientes

O pH dos solos analisados foi predominantemente acido em todas as areas de
coleta (tabela 9), ndo tendo sido observada diferenca significativa entre os valores
encontrados nos pontos amostrais em ambas as técnicas utilizadas. A realizagao das
duas metodologias foi para eliminar qualquer possibilidade de interferéncia, uma vez
que, a medi¢cdo em agua pode resultar em resultados erréneos, devido a presenca de
turbidez e sujidades no eletrodo. Além disso, por ser de regido salina, o solo analisado
apresenta maior condutividade elétrica, o que também pode interferir com os
resultados. Portanto a solucao de cloreto de calcio corrige a condutividade elétrica além
de melhorar o processo de decantacdo das fragcdes argilosas do solo, impedindoa
contaminacgao do eletrodo. De modo geral, a leitura do pH em Cloreto de Calcio é 0,5
pontos abaixo do pH em agua (EMBRAPA, 2009).

Kooijiman et al. (2020) verificaram que o pH influencia profundamente na
disponibilidade de fésforo e nas estratégias das plantas, onde em dunas com alto pH
ha forte ligacdo do fosforo com ferro e, mesmo havendo grandes quantidades de
fésforo inorganico, este se torna indisponivel. Dessa forma, ha uma prevaléncia de
plantas de baixa competitividade associadas a micorrizas arbusculares para melhorar
a aquisicao de fosfatos (Kooijiman et al., 2020). Ja em dunas acidas, além da maior
disponibilidade de fésforo, devido a dissolugdo dos fosfatos de calcio, ha
predominéncia de plantas ndo micorrizicas, que aumentam a absorgao de fosforo por
meio da exsudacdo de carboxilatos e enzimas fosfatase, destacando uma maior
importancia das vias bacterianas do que as vias fungicas, neste tipo de solo, em

relacédo a aquisicao de fosfatos (Kooijiman et al., 2020).
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Tabela 9: Dados das analises bioquimicas e nutricionais das amostras de solo

coletadas
Conservada comConservada sem| Degradada com | Degradada sem
unidade cobertura cobertura cobertura cobertura
vegetal vegetal vegetal vegetal

pH em agua 4,50 4.85 4.05 4,70
pH em CaCl2 3,65 3,95 3,20 3,65
Carbono Organico total gikg 23.05 9.70 13.90 8,33
Fosforo-Mehlich mg/dm 4.00 1,50 3.00 1,00
Fosforo-remanescente mg/L 4350 43.00 44 00 44 00
Nitrogénio total gikg 0.74 0.20 041 07
Matéria organica dag/dm3 685 0.75 3.70 085
Aluminio cmels/dm 0.85 0.65 1,30 0.75
Calcio cmelsfdm 2.30 0.20 0.30 0.30
Magnésio cmols/dm 1,70 0,10 0,25 0,10
Potassio cmols/dm 46.00 8.50 19.00 4.50
Ferro mg/dm? 18,50 10,00 19,50 13,50
Zinco mg/dm® 1.50 0.20 0.95 0.30
Cobre mg/dm* 014 0.10 0.10 0.10
Manganés mg/dm? 16,60 1,60 1.60 1.00
Boro mg/dm* 0,52 0,10 0.7 0,08
Sodio mg/dm® 27.00 2.50 10,50 3,50
Cadmio total mg/kg 0,50 0,50 0,50 0.50
Cromo total mg/ig 225 1.75 225 275
Niguel total mg/kg 0.50 0.50 0.50 0.50
Chumbo total mg/kg 0,50 0,50 0,50 0,50
CTC efetiva cmalz/dm 5,10 0,95 1,95 1,15
CTCapHT.0 cmalsfdm 23.55 1,95 15,15 2.30
Saturacéo de bases % 18.60 16.85 4.50 18.35
Saturacdo de aluminio % 17.50 66,00 65,00 64,50
Saturacdo deCanaCTCapHT.0 %% 10,25 10,20 2,10 13,00
Saturacdode MgnaCTCapH 7,0 % 7,35 510 1,80 4,30
Saturacdode KnaCTCapH 7.0 % 0,50 1.10 0,35 0,50
Saturagio de Na % 0,50 0,40 0.30 0,50
Relagao C/N 36/ 351 36/ 341
Razao atémica C/N 9,20 10,18 8,66 6,83
Grau de humificagao %a 92.06 84,30 82.23 76,42
Carbono da fragio humina gikg 3,65 2,00 2,58 1,35
Carbono da fracéo acido hiumico g/kg 11.31 4.1 6,76 3,75
Carbono da fracio acido filvico a/kg 297 1,29 2,07 1,25
Porcentagem de sédio trocavel (P5ST) Yo 50,60 7,90 26,10 26,60
Relacio de adsorgéo de sodio (RAS) 1,70 0,10 0,80 0,90
Condutividade elétrica dS/m 0,205 0,048 0,046 0,040

Os teores de carbono nao apresentaram diferenca significativa entre as areas

estudadas. Segundo Nayak, Behera e Dash (2019), nos ecossistemas de areia, ha uma

menor disponibilidade de carbono devido a baixa cobertura vegetal, o que pode

influenciar diretamente no microbioma. Ainda segundo um levantamento de teores de

carbono total em areas cultivaveis arenosas e costeiras ao longo do Oceano Pacifico,

foram descritos valores que variaram desde 4,4 g/Kg até 24,35 g/Kg, na profundidade
de 0 a 20cm (Schlesinger, 1999; Cui et al., 2012; Bai et al., 2013; Hubbard, Strickland

e Phatak, 2013; Nayak, Behera e Dash, 2019). Desta forma, nossos valores se

encontram, de modo geral, proximos aos valores descritos em outros trabalhos.
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Os valores de matéria organica encontrados também correspondem ao
esperado, pois a cobertura vegetal e formacao de serapilheira na base da formacéao
arbustiva contribui para uma maior retencdo de matéria organica nesta regiao do que
nas regides sem cobertura vegetal, contribuindo na humificacdo pela agdo de acidos
organicos liberados por microrganismos e facilitando a dissolu¢cdo de minerais e
formando complexos com elementos de baixa solubilidade, como ferro e aluminio
(Barcelos et al., 2012; Silva, Melo Junior e Matilde-Silva, 2022).

Todos os teores de carbono das fragdes de acido humico, acido fulvico e humina
estdo dentro dos valores de proporgcédo geralmente descritos em relagao ao carbono
total, porém pdde-se verificar um valor maior na amostra proveniente do soloda regiao
conservada com cobertura vegetal, bem como o maior valor de grau de humificagéo foi
encontrado também na mesma regido, tendo sido encontrada diferenca significativa

entre os pontos amostrados (figura 3).
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Figura 3. Gréafico de teores de Acido humico no solo em area conservada e area
degradada, com cobertura vegetal (CV) ou sem cobertura vegetal (SV) do PEPCV,
Guarapari, ES. UFC = unidades formadoras de col6nia. Os dados foram analisados por
ANOVA two-way combinado com teste de Tukey. Para uma mesma area (conservada
ou degradada), as médias seguidas pela mesma letra maiuscula, em diferentes tipos
de area (com cobertura vegetal ou sem cobertura vegetal), ndo possuem diferenca
significativa pelo teste de Tukey ao p<0,05. Para o mesmo tipo de area, as médias
seguidas pela mesma letra minuscula, em diferentes areas, ndao possuem diferenca
significativa pelo teste de Tukey ao p<0,05 (n=3).

Foi observada uma correlacao positiva entre o grau de humificagao e o teor de
carbono organico total (figura 4A) o que é esperado, pois o grau de humificacao reflete
o grau de ciclagem de nutrientes e estabilidade do solo (Haouas et al., 2021). Da

mesma forma foi observada a correlacao positiva entre os valores da relacédo C/N e o
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grau de humificagao (figura 4B). Esta relacdo possui grande importancia pois reflete a

atividade bioldgica do solo, isto €&, as atividades microbianas (Kurganova et al., 2021).
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Figura 4. Graficos de correlagao por analise de regressao de Pearson entre valores de
carbono e grau de humificagao (A) e entre os a relacdo C/N e o grau de humificacao (B)
em area conservada e area degradada, com cobertura vegetal ou sem cobertura
vegetal do PEPCV, Guarapari, ES.

Foi verificada diferenca significativa nos teores de nitrogénio total entre todas

as areas, exceto entre as areas sem cobertura vegetal de ambas regides (figura 5).
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Figura 5. Grafico de teores de Nitrogénio total no solo em area conservada e area
degradada, com cobertura vegetal (CV) ou sem cobertura vegetal (SV) do PEPCV,
Guarapari, ES. UFC = unidades formadoras de col6nia. Os dados foram analisados por
ANOVA two-way combinado com teste de Tukey. Para uma mesma area (conservada
ou degradada), as médias seguidas pela mesma letra maiuscula, em diferentes tipos
de area (com cobertura vegetal ou sem cobertura vegetal), ndo possuem diferenca
significativa pelo teste de Tukey ao p<0,05. Para o mesmo tipo de area, as médias
seguidas pela mesma letra minuscula, em diferentes areas, ndo possuem diferenca
significativa pelo teste de Tukey ao p<0,05 (n=3).

Estas diferengcas podem ser explicadas pela formacao arbustiva do local de

coleta, que, nos dois pontos com cobertura vegetal (conservado e degradado) haviam
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formacgdoes arbustivas com presenca de Clusia hilariana, uma espécie dominante deste
bioma capaz de atrair dispersores de sementes afetando a densidade de mudas e
riqueza de sub-bosque (Loureiro et al., 2022) e, segundo Brito et al. (2018), o solo sob
essas formacdes arbustivas permite um maior acumulo de nitrogénio devido a
comunidade microbioldégica que se forma neste local do que em comparagao a
formacgdes arbustivas sem Clusia hilariana. Portanto a preservacdo da formacao
arbustiva da regido conservada também contribuiu notadamente para a diferenca entre

este ponto e o da formagéao arbustiva ndo preservada.

Os valores de potassio foram consideravelmente maiores nas regides com
cobertura vegetal, com destaque maior para a regido conservada. Houve diferenca
significativa em todas as areas estudadas, exceto entre as areas sem cobertura vegetal
(Figura 6). Foi observada uma correlacdo positiva entre os valores de potassio e a
capacidade de troca catidnica (CTC), tanto a afetiva quanto em pH 7 (Figura 7), e um
maior valor na regido conservada com cobertura vegetal, isto significa que esta regiao
apresenta maior capacidade de retencdo de potassio o que permite uma maior

disponibilidade para as plantas e microrganismos.
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Figura 6. Grafico de teores de Potassio no solo em area conservada e area degradada,
com cobertura vegetal (CV) ou sem cobertura vegetal (SV) do PEPCV, ES. UFC =
unidades formadoras de col6nia. Os dados foram analisados por ANOVA two- way
combinado com teste de Tukey. Para uma mesma area (conservada ou degradada),
as médias seguidas pela mesma letra maiuscula, em diferentes tipos de area (com
cobertura vegetal ou sem cobertura vegetal), ndo possuem diferenca significativa pelo
teste de Tukey ao p<0,05. Para o mesmo tipo de area, as médias seguidas pela mesma
letra minuscula, em diferentes areas, nao possuem diferenca significativa pelo teste de
Tukey ao p<0,05 (n=3).
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Figura 7. Graficos de correlagao por analise de regressdo de Pearson entre valores de
potassio e CTC efetiva (A) e entre valores de potassio e CTC em pH 7 (B) em area
conservada e area degradada, com cobertura vegetal (CV) ou sem cobertura vegetal
(SV) do PEPCV, Guarapari, ES.

Em comparacdo com o trabalho realizado por Bonilha et al. (2012), nossos
valores de potassio foram muito maiores do que os encontrados por eles em diferentes
regides de Restinga no Estado de Sao Paulo, enquanto que os teores de aluminio
foram muito mais baixos que o os descritos, porém, ainda assim, acima do considerado
seguro do ponto de vista toxicologico para a vegetagao, pois para algumas espécies
de plantas mais sensiveis, valores acima de 0,5 cmolc dm-3 podem causar inibicdo do
crescimento radicular e interferéncia nos processos de mineralizacdo da matéria
organica (Sobral et al., 2015; Mabagala, 2022).

Entre os valores de Manganés (Mn) nao foi observada diferenca significativa,
assim como entre os valores de Boro. Os valores de Mn geralmente se encontram
acima de 100mg/kg e o teor disponivel, entre 1 e 50 mg/dm3, o que demonstra que
todos os pontos estdo muito abaixo do limite minimo (Lindsay, 1972; Dias dos Santos
et al., 2021). Os teores de Boro, de modo geral, estdo também abaixo do limite minimo
e apenas o valor correspondente a regidao com cobertura vegetal conservada,
apresentou um valor considerado mediano, isto &, entre 0,36 e 0,60 mg/dm? (Lindsay,
1972; Dias dos Santos et al., 2021). Geralmente os teores de Mn em solo acido estao
mais elevados, principalmente na forma de ions, porém o tipo de solo (arenoso) pode
contribuir para a baixa retengdo de minerais. Este micronutriente é de grande
importancia para a planta por participar diretamente do metabolismo de fotossintese,
porém em altas concentragdes, se torna toxico. A sua deficiéncia interfere diretamente
na formacéao da clorofila e, consequentemente, no desenvolvimento vegetal (Dias dos
Santos et al., 2021). Da mesma forma, com o Boro que, em solo acidos, tende a ser

encontrado em maiores concentra¢des, sendo um micronutriente essencial para as
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plantas, mas que em altas concentragcdes pode causar intoxicacdo e, em baixas
concentragdes, também prejudicara o desenvolvimento radicular e foliar além do
metabolismo do acido nucléico e fungdes da membrana (Dias dos Santos et al., 2021;
Tomicioli Leal and Coelho, 2021).

Os teores de cobre também se encontram muito abaixo do limite minimo (0,6
mg/dm?3), provavelmente ao tipo de solo e sua baixa retengdo de nutrientes. Este
elemento estd associado as reagdes de oxirredugdo, metabolismo proteico e a fixagao
de nitrogénio. A melhor disponibilidade de cobre se encontra em solo com pH
levemente acidos (entre 5,0 e 6,5) podendo se tornar toxico, quando em maior

concentragdo em em solo muito acidos (Dias dos Santos et al., 2021).

Apesar das areas de amostragem pertencerem a um bioma com solo de maior
salinidade, foram observados valores considerados moderados para um solo arenoso
(de 20 a 50 mg/dm?3) e, apesar do maior teor de sodio nas areas com cobertura vegetal,
s6 foi observada diferenga significativa entre as areas com e sem cobertura vegetal

conservadas (figura 8).
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Figura 8. Grafico de teores de Sodio no solo em area conservada e area degradada,
com cobertura vegetal (CV) ou sem cobertura vegetal (SV) do Parque Estadual Paulo
César Vinha, Guarapari, ES. UFC = unidades formadoras de colonia. Os dados foram
analisados por ANOVA two-way combinado com teste de Tukey. Para uma mesma
area (conservada ou degradada), as médias seguidas pela mesma letra maiuscula, em
diferentes tipos de area (com cobertura vegetal ou sem cobertura vegetal), nao
possuem diferenga significativa pelo teste de Tukey ao p<0,05. Para o mesmo tipo de
area, as meédias seguidas pela mesma letra minuscula, em diferentes areas, nao
possuem diferenga significativa pelo teste de Tukey ao p<0,05 (n=3).

Ainda assim, de acordo com os valores da condutividade elétrica, porcentagem
de sédio trocavel (PST), relagdo de adsorgcédo de sédio (RAS) e o pH e, utilizando os

valores de referéncia descritos por Sobral et al. (2015), todos os pontos amostrados
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podem ser classificados como solos salinos. O sodio, em condi¢des naturais, ndo € um
elemento essencial para as plantas e, geralmente, quando em maiores concentragoes,
pode causar efeitos deletérios, porém nos biomas de restinga, os organismos
naturalmente residentes, apresentam uma adaptag&do para o seu desenvolvimento e

preservacao (Bonilha et al., 2012; Dias dos Santos et al., 2021).

As analises de saturacao de aluminio apresentaram valores extremamente altos
para todas as areas, exceto a conservada com cobertura vegetal. Foram observadas
diferencas significativas entre as regibes com e sem cobertura vegetal da area
conservada e também entre os dois pontos de coleta da area degradada (figura 9).
Apesar do aluminio ser um micronutriente de ocorréncia natural em solos acidos, uma
alta concentracao pode ser prejudicial para o desenvolvimento das plantas (Sobral et
al., 2015). A saturacdo de aluminio indica a porcentagem de bases de trocado solo
ocupadas pelo aluminio e, quando esta esta acima de 30%, pode causar limitagoes ao
desenvolvimento de certas plantas, entre 30% e 50% ha possibilidades de toxicidade e
acima de 50% a saturacao indica uma alta saturacado do solo (Ferreira, Moreira and
Rassini, 2006; Sobral et al., 2015).
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Figura 9. Grafico de Saturacdo de Aluminio no solo em area conservada e area
degradada, com cobertura vegetal (CV) ou sem cobertura vegetal (SV) do PEPCV,
Guarapari, ES. UFC = unidades formadoras de colénia. Os dados foram analisados por
ANOVA two-way combinado com teste de Tukey. Para uma mesma area (conservada
ou degradada), as médias seguidas pela mesma letra maiuscula, em diferentes tipos
de area (com cobertura vegetal ou sem cobertura vegetal), ndo possuem diferenca
significativa pelo teste de Tukey ao p<0,05. Para o mesmo tipo de area, as médias
seguidas pela mesma letra minuscula, em diferentes areas, nao possuem diferenca
significativa pelo teste de Tukey ao p<0,05 (n=3).

Teores de saturacao por aluminio acima de 30% causam limitagdes em culturas

perenes, entre 30 e 50% € considerado um grau médio de toxidez, acima de 50% o
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solo apresenta uma toxidade alta, sendo necessario uma corre¢cdo imediata da

subsuperficie do solo (Roquim, 2010).

Ja os valores de saturacao por base ndao apresentaram diferenga significativa,
porém destacou-se o valor muito inferior da area degradada com cobertura vegetal que,
segundo Almeida Filho et al. (2013) que trabalhou com biomas de restinga, deveser
maior que 10. Este menor valor pode estar relacionado aos menores valores de Ca,
Mg e K nesta regidao com relagao aos outros pontos de coleta, que indicam baixa
reserva nutricional no solo. A retirada da cobertura vegetal, como ocorre com a regiao
degradada com cobertura vegetal, € responsavel pelo desequilibrio na regido

rizosférico, incluindo o desequilibrio nutricional (Ako et al., 2014; Touré et al., 2019).

Nao foi observada nenhuma diferenca significativa entre os valores encontrados
na analise de fésforo remanescente, porém nas analises de fosforo Mehlich, foi
verificada diferenga significativa entre os pontos dentro de cada area, isto €, entre o
ponto com cobertura vegetal e o ponto sem cobertura vegetal da area conservada, e
entre 0 ponto com cobertura vegetal e o ponto sem cobertura vegetal da area
degradada (figura 10). A metodologia utilizada na técnica de fosforo-Mehlich indica a
quantidade de fésforo no solo disponivel para a absor¢do pelas plantas. Ja na
quantificacao de fosforo remanescente, dosa a fracdo de fésforo ndo extraida pela
metodologia de Mehlich, quantificando as formas de fésforo menos soluveis ou
queladas no solo (Sobral et al.,, 2015). Uma maior presenca de microrganismos
solubilizadores de fosfatos nas regides de rizosfera pode explicar os valores maiores
encontrados nas analises de fésforo Mehlich, da mesma forma que os valores altos do
fésforo remanescente podem estar diretamente ligados ao pH do solo e aos altos teores
de ferro que, apesar de nao terem se diferenciado significativamente entre os pontos
de coleta, estdo todos altos, isto &, acima de 10 mg/dm3 (Sobral et al., 2015). Uma alta
concentracao de ferro pode interferir diretamente na disponibilidade de fosforo para as
plantas, uma vez que, principalmente em pH acido, abaixo de 5,5 como o do nosso
estudo, este se liga ao fosforo, formando compostos insoluveis, o tornando indisponivel
além de o influenciar na sua biodisponibilidade, o tornando téxico causando danos nas

raizes e interferindo na nutricdo das plantas. (Kooijman et al., 2020).
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Figura 10. Grafico de valores de Fosforo Mehlich no solo em area conservada e area
degradada, com cobertura vegetal (CV) ou sem cobertura vegetal (SV) do PEPCV,
Guarapari, ES. UFC = unidades formadoras de col6nia. Os dados foram analisados por
ANOVA two-way combinado com teste de Tukey. Para uma mesma area (conservada
ou degradada), as médias seguidas pela mesma letra maiuscula, em diferentes tipos
de area (com cobertura vegetal ou sem cobertura vegetal), ndo possuem diferenca
significativa pelo teste de Tukey ao p<0,05. Para o mesmo tipo de area, as médias
seguidas pela mesma letra minuscula, em diferentes areas, ndao possuem diferenca
significativa pelo teste de Tukey ao p<0,05 (n=3).
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De modo geral os teores de zinco encontrados estdo muito abaixo dos valores
de referéncia que estabelecem um limite minimo de 10 mg/dm?3 para solo considerados
com baixo teor de zinco (Lindsay, 1972) porém, se comparados aos valores descritos
por Bonilha et al. (2012), os nossos valores das duas regides com cobertura vegetal,
foram até cinco vezes mais altos. Apesar das diferencas de valores, nao foi verificada
nenhuma diferenga significativa. Este elemento € um micronutriente essencial as
plantas, porém em concentragcdes mais elevadas pode se tornar toxico, inclusive para
microrganismos promotores de crescimento vegetal. Geralmente em solos arenosos, €
encontrado em teores mais baixos pois apresentam capacidade baixa de retencao,
porém provavelmente devido a alta concentragcdo de matéria organica encontrada
nesta area associada ao baixo pH, o teor de zinco também se mostrou maior que nas

outras areas (Hou et al., 2019; Pikuta and Stepien, 2021).

Os valores de Chumbo, Niquel, Cromo e Cadmio estao todos muito abaixo dos
limites estabelecidos pelo CONAMA - Conselho Nacional de Meio Ambiente (2010)
para solo com influéncia antrépica que é de 72mg/kg, 30mg/kg, 75mg/kg e 1,3mg/kg,

respectivamente.

3.2- Quantificacdo de bactérias totais e fungos
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A maior densidade de bactérias totais foi encontrada na area conservada com
cobertura vegetal (5.82 Log UFC g') (figura 11A). Na area conservada, a densidade
de bactérias totais foi significativamente maior na regido fechada do que na regiao
aberta, com uma diferenca de 79,75% entre elas. Nao houve diferencga significativa
entre as regides com cobertura vegetal (CV) e sem cobertura vegetal (SV) quando

analisada somente a area degradada.

A distribuicdo de fungos totais ocorreu de forma oposta a distribuicdo de
bactérias totais (figura 11B). A maior densidade de fungos foi observada na area
degradada com cobertura vegetal (1,23 Log UFC g'), sendo 76,5% maior do que na
regiao sem cobertura vegetal da mesma area. Dentro da area conservada, a densidade
de fungos foi significativamente maior na regido com cobertura vegetal em relacao a
sem cobertura vegetal, com uma diferenca de 40% (figura 11B). N&o houve diferenca

significativa entre as areas conservada e degradada com cobertura vegetal.

Nossos resultados foram muito préximos aos descritos por Pupin e Nahas
(2014), que quantificaram bactérias totais de solo de restinga, porém eles também
relatam contagens muito maiores nos solos de manguezal e mata atlantica, o que esta

dentro de um esperado devido as caracteristicas abiéticas do solo de restinga.
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Figura 11. Densidade de bactérias totais por grama de solo (A) e densidade de fungos
totais por grama de solo (B), em area conservada e area degradada, com cobertura
vegetal (CV) ou sem cobertura vegetal (SV) do PEPCV, Guarapari, ES. UFC =
unidades formadoras de colénia. Os dados foram analisados por ANOVA two-way
combinado com teste de Tukey. Para uma mesma area (conservada ou degradada),
as médias seguidas pela mesma letra maiuscula, em diferentes tipos de area (com
cobertura vegetal ou sem cobertura vegetal), ndo possuem diferenca significativa pelo
teste de Tukey ao p<0,05. Para o mesmo tipo de area, as médias seguidas pela mesma
letra minuscula, em diferentes areas, ndo possuem diferenca significativa pelo teste de
Tukey ao p<0,05 (n=3).
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Em um trabalho desenvolvido em areas de dunas no norte da China, foi relatado
que, além da maior abundancia e diversidade bacteriana encontradas em solos
rizosféricos, em relagcdo as areas de solo bruto (sem cobertura vegetal), também
verificou-se uma maior presenca de nutrientes nessas regides principalmente de
fésforo (Gao et al., 2019). Rousk et al. (2010) verificou a influéncia do pH sobre a
formagcdo da comunidade microbiana de solos, e observou que a comunidade
bacteriana € muito mais suscetivel a influéncia do pH, podendo até dobrar o seu
numero e aumentar significativamente sua diversidade, quando o pH do solo esta entre
4 e 8 (com a taxa de aumento do numero e diversidade aumentando de acordo com o
aumento do pH), enquanto que a comunidade fungica praticamente ndo se altera
(Rousk et al., 2010). No entanto, Kooijman et al. (2020), comparando também
comunidade microbianas em diferentes dunas, relataram uma maior comunidade
fungica em dunas acidas, porém nao observaram influéncia direta do pH sobre a
comunidade bacteriana pois, em dunas acidas, a presencga de plantas ndo micorrizicas
pode provocar um efeito positivo sobre a comunidade bacteriana, pois a exsudagao de
citratos e oxalatos (para a mobilizacdo de moléculas de fosforo fracamente absorvidas)
podem ser utilizadas como fontes de carbono pelas bactériasgarantindo o seu equilibrio
(Gerke, 2015; Kooijman et al., 2020).

3.3- Quantificagdo de bactérias solubilizadoras de fosfato e fixadoras de

nitrogénio

A quantificacdo de bactérias solubilizadoras de fosfato e fixadoras de nitrogénio
apresentou um perfil semelhante (figura 12). Para ambos tipos de bactérias, a maior
densidade foi observada na area conservada de regido com cobertura vegetal, sendo
4,13 e 4,06 Log UFC g, para solubilizadoras e fixadoras, respectivamente. A
densidade das bactérias solubilizadoras e fixadoras foi significativamente menor na
area conservada sem cobertura vegetal em relagcéo a regido com cobertura da mesma
area, porém, nao foi observada diferenca significativa quando comparada a regidao sem

cobertura vegetal de area degradada (figura 12).
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Figura 12. Densidade de bactérias solubilizadoras de fosfato (A) e densidade de
bactérias fixadoras de nitrogénio por grama de solo (B), em area conservada e area
degradada, com cobertura vegetal (CV) ou sem cobertura vegetal (SV) do PEPCYV,
Guarapari, ES. UFC = unidades formadoras de colénia. Os dados foram analisados
por ANOVA two-way combinado com teste de Tukey. Para uma mesma &rea
(conservada ou degradada), as médias seguidas pela mesma letra maiuscula, em
diferentes tipos de area (com cobertura vegetal ou sem cobertura vegetal), ndo
possuem diferenca significativa pelo teste de Tukey ao p<0,05. Para o mesmo tipo
de area, as médias seguidas pela mesma letra minuscula, em diferentes areas, nao
possuem diferenca significativa pelo teste de Tukey ao p<0,05 (n=3).

Nos estudos desenvolvidos por Gao et al. (2019) foi descrito um maior teor de
fésforo nas regides com maior quantificacao de bactérias totais, o que pode justificar
0s nossos resultados de densidade de bactérias solubilizadoras de fosfato inorgéanico,
em que observamos o mesmo perfil de densidade em relagdo a contagembacteriana

total.

Mendes e Tsai (2017) analisaram o microbioma de solos de restinga, mata
Atlantica e mangue, e encontraram uma maior abundancia de genes de relacionados
ao metabolismo de fésforo e carboidratos, além de genes relacionados a mecanismos
de viruléncia e defesa em solos de restinga em relagédo aos solos de demanguezais e
de mata Atlantica. Ainda, segundo Pupin e Nahas (2014), a presenca de
microrganismos solubilizadores de fosfato em solos caracterizados por uma maior
acidez, como os de restinga, é de grande importancia, pois nesses solos ha uma alta
quantidade de fosfatos inorganicos, principalmente, aluminio e ferro, aumentando,

assim, a biodisponibilidade de fosforo soluvel para as plantas.

Segundo Pupin e Nahas (2014), a menor disponibilidade de oxigénio nas
regidoes mais profundas do solo favorecem a proliferacdo de bactérias diazotroficas.

Em seu trabalho, foram quantificadas bactérias diazotroficas em solos de restinga a
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uma profundidade de até 10 cm, e foram encontrados valores crescentes com o
aumento da profundidade. Shay, Winder e Trofymow (2015), demonstraram uma
correlagcado entre comunidades microbianas e fatores abioticos do solo no perfil de
genes relacionados a fixacdo de nitrogénio (nifH), em que uma presenca maior de um
tipo de comunidade microbiana pode aumentar o teor de certos nutrientes no solo,
como o carbono, que pode influenciar na quantidade de bactérias nitrificantes (NifH)
em até 91%. Além disso, foi verificado que o pH do solo exerce grande influéncia
negativa em bactérias NifH, o que pode, também, ter influenciado em nossas

contagens.

3.4- AvaliacGes qualitativa e quantitativa da capacidade de solubilizar

fosfato de célcio

Das 96 cepas com capacidade de solubilizacao de fosfato, 16,3% apresentaram
halos maiores que 20 mm e 34,3% apresentaram halos entre 15 e 20 mm (figura 13).
O restante apresentou halos de tamanhos inferiores (<15 mm). MelvinJoe et al. (2018),
testaram bactérias previamente isoladas de solos de diversos locais quanto a
capacidade de formar halos, encontrando halos de no maximo 8,6 mm de diametro em

presenca de fosfato de calcio, sendo que parte destas eram capazes de solubilizar

fosfato de rocha e fosfato de aluminio.

Figura 13. Placas de agar NBrip com culturas de diferentes cepas bacterianas,
mostrando a formacéao de halos de solubilizacdo de fosfato de diferentes diametros.
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Marra et al. (2015) relataram que o pH inicial do meio, apesar de afetar a
producao de alguns acidos organicos, nao interfere na solubilizacao de fosfatos, porém
sabe-se que a solubilizacédo de fosfatos além de depender de uma reducéo do pH do
meio, pela liberacdo de acidos organicos de baixo peso molecular, também depende
de outros fatores, como a producao de exopolissacarideos capazes de reter fésforo,
cepa de microrganismo, fonte de carbono e tipo de fosfato (Marra et al., 2019; Dey et
al., 2021; Barrow and Lambers, 2022). Portanto, apds o teste qualitativo, foi realizada
a quantificacado do fésforo soluvel (tabela 10), uma vez que alguns autores criticam a
validade da metodologia de medigc&o de halos, muitas vezes por sua imprecisao, além
de ser um consenso que, em meios liquidos, ha maior contato dos microrganismos com
o fosfato insoluvel, favorecendo uma maior difusdo de acidos organicos e permitindo
gue o microrganismo demonstre todo seu potencial, além disso, em meios solidos, pode
haver precipitacdo do fosfato, o que o distancia da superficie do meio, onde o
microrganismos esta se desenvolvendo. (Marra et al., 2019; Barrow and Lambers,
2022; Elhaissoufi et al., 2023).

Tabela 10. Quantificacdo de fosforo solubilizados por cada uma das cepas testadas,
apos selecao de acordo com calculo do didametro do halo formado no teste qualitativo.

mg P/L
RC1Nsll 0,126
CC5Bs 0,104
IC3As 0,357
CC6As 0,440
IC3Ds 0,392
IC3Gs 0,167
IC3Cs 0,096
RD3AslI 0,008
CC5AsRX 0,092
RC1Ksll 0,189
RC2EsllI 0,260
RC2CslV 0,001
RC1Dsll 0,106
RC1Rsll 0,314
RD1islI 0,078
RC2Hsll 0,292
RC1Csll 0,067
RC1Fsll 0,072
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Foram realizadas as analises de correlacao (figura 14) e, assim como no trabalho
desenvolvido por Melvin Joe et al. (2018), encontramos uma correlagéo positiva entre

a formacéao e tamanho dos halos e a capacidade de solubilizar fosfato em meio liquido.
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Figura 14. Grafico de correlagcdo entre valores encontrados de diametro formados
devido a solubilizacdo de foésforo em meio solido (teste qualitativo) e valores
encontrados de fosforo solubilizados em meio liquido (teste quantitativo).

Ainda, segundo Marra et al. (2019) uma correlagdo positiva significativa foi
observada de forma crescente de acordo com o acido organico, sendo maior na
presenca de glicose, que € o componente majoritario do meio NBRIP, utilizado em

nosso trabalho.

3.5- Solubilizacéo e tolerancia ao zinco

Todas as cepas capazes de solubilizar fosfato foram testadas quanto a
capacidade de solubilizar zinco, onde foi verificada a capacidade de solubilizagdo de
zinco em 10 isolados (8,7%), com diametros de variaram de 5mm a 15mm. Jerlin et al.
(2017) pesquisaram bactérias solubilizadoras de diferentes fontes de zinco em solode
areas de manguezal, encontrando um valor préximo de 9,5% de bactérias
solubilizadoras de zinco. Isto pode ser em fung¢do do tipo de fonte de zinco (ZnO)
utilizada e do teste ter sido realizado em placas com meio solido, apesar de Jerlin et al.
(2017), em suas pesquisas, ter verificado maior eficiéncia na solubilizacao em meios

contendo ZnO que nos meios preparados com ZnCO3 e ZnSOa4.
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Em baixos niveis, o zinco desempenha um papel fundamental na nutricdo das
plantas, porém, se em concentragdes elevadas, pode se tornar altamente toxico, tanto
para as plantas quantos para os microrganismos do solo, incluindo os solubilizantes.
Em um trabalho de prospecc¢éo de rizobactérias promotoras de crescimento vegetal
com capacidade de biossorver zinco em solos contaminados, foram encontradas 30
cepas bacterianas capazes de tolerar e solubilizar o ZnO na concentragao de 0,25%
e, destas, 12 cepas mostraram essa capacidade em presenca de 2% de ZnO (Kour et
al., 2019). Em nossa pesquisa, os isolados bacterianos foram também submetidos ao
meio NBrip com concentragdes crescentes de ZnO, a partir de 0,5% e, do total, 14
isolados (87,5%) foram capazes de tolerar e solubilizar o zinco insoluvel na
concentracdo de 0,5%. Destes, 50% foram capazes de solubilizar ZnO na
concentracao de até 1,75% e dois destes isolados se mostraram aptos em solubilizar
Zn0O na concentragao de 2% (Quadro 1 e figura 15). Apesar de termos encontrado
valores menores que os descritos por Kour et al. (2019), nossos resultados ainda
podem ser considerados promissores, uma vez que a toxicidade do zinco é de
relevancia tanto para microrganismos quanto para plantas, seres humanos e animais
(Rahimzadeh et al., 2020; Pereira et al., 2021).

Quadro 1. Relacdo de bactérias com capacidade de solubilizar ZnO, expostas a
concentragdes crescentes do metal. O traco indica que ndo houve formagao de halo de
solubilizacdo. A letra S indica que houve formacao de halo de solubilizagao.
Concentracdo de Zinco
01% | 05% | 0,75% 1% 1,25% | 1,50% | 1,75% 2%
RC1Nsll S
CC5Bs
IC3As
IC3Ds
IC3Gs
IC3Cs
RD3Asll
CC5AsRX
RC1Ksll
RC2Eslil
RC1Dsll
RC1Rsll
RD1Isll
RC2Hsll
RC1Csll
RCA1Fsll
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Figura 15. Placas contendo agar NBrip acrescido de diferentes concentra¢des de ZnO
e com cultivo de bactérias solubilizadoras de zinco (formacdo de halos ao redor da
colénia. As concentracdes de ZnO foram, respectivamente: 0,1% (A), 0,5% (B), 0,75%
(C), 1% (D), 1,25% (E), 1,5% (F), 1,75% (G) e 2% (H).

3.6- Solubilizacéo de fosfato de rocha

Todas as cepas apresentaram mudancga de cor do indicador presente no meio,
com o pH do meio reduzindo de 7 para até pH 3, dependendo da cepa (figura 16).
Segundo Bhattacharjya et al. (2019), a mudanca de coloracao do indicador indica a
acidificacdo do meio a provavel producao de acidos orgéanicos, como acidos citrico,
latico, glucénico, 2-cetogluconico, oxalico, glicélico, acético, malico, fumarico,
succinico, tartarico, malénico, glutarico, propidnico e butirico (Kalayu, 2019; Rawat et
al., 2021). A reducédo do pH é o principal mecanismo para a solubilizacdo de fosfatos
pois, em solos alcalinos, os fosfatos podem precipitar formando fosfatos de calcio,
fluorapatita e francolita (fosfato de rocha), que sao insoluveis (Kalayu, 2019; Rfaki et
al., 2020; Rawat et al., 2021).
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Figura 16. Tubos contendo Caldo NBrip com Fosfato de Rocha Reativo, acrescidos de
de Solucao de Azul de Bromotimol. No primeiro tubo, a esquerda, meio controle, sem
inoculacdo. Nos outros tubos, de coloragdo amarelada, mostrando a redugao do pH
apos crescimento bacteriano.

Segundo Rfaki et al. (2020), o uso de microrganismos solubilizadores de fosfato
de rocha diminui consideravelmente os altos custos com fertilizantes além de
solubilizar fertilizantes quimicos insoluveis que sdo aplicados no solo, reduzindo os
impactos negativos no solo. No trabalho desenvolvido por Bhattacharjya et al. (2019),
foram encontrados apenas uma bactéria e dois fungos solubilizadores de fosfato de
rocha, sendo que os fungos apresentaram um melhor desempenho neste processo.
Em outro trabalho de prospecc¢ao de bactérias solubilizadoras de fosfato de rocha, apés
testes de triagem, foram selecionadas 29 cepas com potencial, porém s6 5,5% destas
realmente foram consideradas capazes de solubilizar fosfato de rocha (Rfaki et al.,
2020). Ja com relagéo a prospecc¢ao de bactérias solubilizadoras de fosfato de rocha
provenientes de lodo, no trabalho desenvolvido por Maharana e Dhal (2022) foram
encontradas apenas trés cepas com potencial para uso na agricultura, evidenciando a
importancia da prospeccdo destes microrganismos, uma vez que O Seu USO na
agricultura representa uma grande economia e sustentabilidade (Bhattacharjya et al.,

2019).
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3.7- Assimilagdo de nitrogénio

O teste de assimilagdo de nitrogénio atmosférico foi realizado com todas as
cepas capazes de solubilizar fosfato. Do total dos isolados, 63% deles foram positivos
para o teste, que se baseia na observacao da alteracao da cor verde-amarelado para

azul intenso (figura 17).
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Figura 17. Teste de assimilacdo de nitrogénio atmosférico. Na figura A é visualizada
a mudanca gradativa de cor, de acordo com o desenvolvimento do microrganismo
capaz de assimilar o nitrogénio e, na figura B, estdo dispostos varios frascos com cepas
que positivaram para esta reacao.

Poly et al. (2001) quantificaram a presenca de genes nifH em diferentes tipos de
solo (de acordo com local, uso, granulometria, composi¢cao) e encontraram variagao
tanto entre os tipos de solo quanto entre os pontos de coleta dentro de cada tipo de
solo, demonstrando que ha uma adaptacao, tanto aos fatores flutuantes quanto aos
fatores constantes. Em outro trabalho também foi verificada uma forte influéncia das
caracteristicas do solo (salinidade, umidade, pH, nitrogénio total, carbono, enxofree
nitrito) na comunidade diazotréfica em solos de dunas, sendo maior o numero de copias

do gene nifH em solos salinos (Song et al., 2022).

Segundo Chakraborty e Tribedi (2019) a diversidade funcional abrange diversas
caracteristicas funcionais e depende tanto da riqueza microbiana quanto da sua
uniformidade, facilitando a ocorréncia de bactérias solubilizadoras de fosfato que
também sao fixadoras de nitrogénio. Portanto, a partir dos resultados obtidos com os
testes em meio solido de solubilizacao de fosfato, solubilizagcao de zinco e assimilagcao

de nitrogénio, foi gerada uma arvore por meio do indice Bray-Curtis (Figura 18). Esta
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analise nos permitiu selecionar 16 cepas para dar sequéncia aos testes de capacidade

mais especificos e caracterizagcdo morfolégica e bioquimica (Quadro 2).
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Figura 18. Analise de dendrograma gerada a partir do cruzamento dos resultados
obtidos com os testes de capacidade. Em destaque (retangulo preto) estdo as cepas
selecionadas para testes de capacidade mais especificos e caracterizacdo
morfoldgica e bioquimica

Quadro 2. Relacao de bactérias com os locais onde foram coletadas.

CEPA
CC5Bs
CC5AsRX
RC2EsllI
RC2Hsl|
RCINslII
RCIKsll
RC1Dsll
RC1RslI
RC1Csll
RCIFsll
IC3As
IC3Ds
IC3Gs
IC3Cs
RD3AslI
RD1lIsl

Area de coleta

com cobertura vegetal (solo
rizosférico)

area conservada

sem cobertura vegetal

com cobertura vegetal (solo
rizosférico)

area degradada

sem cobertura vegetal
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3.8- Producéao de 4cido indol-acético (AIA)

Os testes de producéo de acido indol-acético foram realizados com as 16 cepas
selecionadas pelo indice de Bray-Curtis, no qual foi possivel verificar que houve
producao que variaram de 0,758 pg/mL até 25,258 pug/mL como pode ser verificado na
tabela 11.

Em seu trabalho, Lan et al. (2019), isolaram 202 bactérias do solo de regido
costeira nas Filipinas e, deste total, 10 cepas se mostraram produtoras de AlA, tendo
sido caracterizadas como Gram negativas. No seu trabalho também foi verificado que,
quando o meio era suplementado com 3% ou 5% de NaCl, algumas cepas eram
capazes de aumentar sua producao de AIA apresentando producao variando desde
33,05 mg/ml a 61,82 mg/ml. Ja no trabalho desenvolvido por Joshi, Kumar e
Brahmachari (2021), com prospecc¢ao de bactérias de dunas, foram encontradas cinco

cepas com producdo de AlA variando entre 0,054 a 0,183 g/L.

Tabela 11. Quantificagdo de producédo de acido indol-acético por cada uma das cepas
testadas, apods selecao de acordo com o indice de Bray-Curtis.

Indois pg/mL (com trip)

RC1NslI 5,804
CC5Bs 10,996
IC3As 2,042
IC3Ds 2,625
IC3Gs 4,317
IC3Cs 1,954
RD3Asll 11,929
CC5AsRX 6,388
RC1Ksll 0,758
RC2Eslll 16,596
RC1Dsll 25,258
RC1Rsll 9,950
RD1isll 18,054
RC2HslI 11,900
RC1Csll 16,567
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3.9- Caracterizacdo bioquimica e coloragcdo de Gram

Todos os isolados se apresentaram como bacilos Gram-negativos, positivos
para o teste de Lisina, Ornitina e Citrato, assim como para o teste de utilizacdo de
Malonato como unica fonte de carbono e negativos para Oxidase e producao de H2S.
Do total, 44% foram positivos para catalase, 13% positivos para o teste de Indol, 94%
positivos para o teste de ONPG, 34% fermentadores de Lactose, 63% positivos para
a prova de producao de Acetoina a partir da fermentacédo da Glicose, 63% hidrolisam
Arginina, 25% hidrolisam a Uréia. Quanto a utilizagcdo de um tipo de carboidrato como
unica fonte, todos as cepas foram positivas quanto a utilizacdo de Arabinose, 69%
positivas quanto a utilizagao de Sorbitol e Manitol, 56% positivas quanto a utilizacao de
Adonitol, 50% positivas para utilizacdo de Sacarose e 38% positivas para os testesde

assimilagdo de Ramnose, Salicina e Rafinose (quadro 3).

89



06

Quadro 3. Caracteristicas bioquimicas dos isolados bacterianos.

rahinos
GRAM _(Cat Oxi Lc ONPG__lArginina_|Lisina _Ornitina H2§ _ |Ureia [Glicose |Indol _[Citrato [Malonato [Ramnose Adonitol |Salicina t Inositel |Sorbitol |Sacarose [Manitol |Rafinose
RCINsll | negativo [+ N I\ + + + + \ N + N + + i + N + + + I + I
CCHBs | negativo [+ N N + + + + il N + + + + N + N + N i N I !
IC3As | negativo N N + + i + + \ N + N + + + I + + N + + + +
|ICSDs negativo [+ N I\ + + + + \ + \ N + + i + N + + + N + N
|IC:iGs negativo N N + + i + + N N N N + + + N + + N + + + +
IC3Cs | negativo N N + + i + + \ N + N + + + N + + N + + + +
RD3Asll | negativo N N + + N + + il N + N + + + N + + N + + + +
CC5AsRX| neqativo N N + + i + + il N + N + + + N + + N + + + +
RC1Ksll | negativo N N + + i + + ] N + i + + + I + + N + + + +
RC2Eslll | negativo [+ N i + + + + il + + N + + N + N + N il N I N
RCADsll | negativo [+ N N + + + + il N il N + + N + \ + N il ! i !
RCARsll | negativo [+ N i + + + + il + il + + + N + N + N il N I N
RDAlIsll | negativa |N N N + + + + il + il N + + N + \ + N + + + !
RC2Hsll | negativo N N i + + + + il N + N + + N + N + + + + + N
RCACsIl | negativa N N N ! + + + il N + N + + N + N + + + ! + !
RCAFsll | negativo [+ N N + + + + il N il N + + N ! N + N il N I !




De forma interessante, Chodak et al. (2015), descreveram que bactérias Gram
positivas apresentam melhor tolerancia a solos acidos, assim com o Kooijiman et al.
(2020) que encontraram uma maior proporgao de bactérias Gram- positivas em dunas
acidas, porém essa microbiota do solo pode ndo depender das suas caracteristicas
intrinsecas, mas também a sua capacidade de adaptacao, principalmente, frente a
estressores abidticos, como seca, reumedecimento do solo, metais pesados e pH
(Chodak et al., 2015).

3.10- Sensibilidade a antimicrobianos

Foi realizado o teste de disco-difusdo em placa para verificagdo do perfil de
sensibilidade as principais classes microbianas. Todas as cepas demonstraram
sensibilidade ao Cotrimoxazol (Sulfametoxazol - Sulfadiazina associada a
Trimetoprima) e a Ciprofloxacina. Do total, 81% foram sensiveis ao Cloranfenicol, 69%
sensiveis a Estreptomicina e Ceftriaxona, 56% a Azitromicina, 37% ao Imipenem 31%

sensiveis a Tetraciclina (Figura 19 e Tabela 12).

Figura 19. Testes de disco-difusdo em agar demonstrando perfis variados de
sensibilidade das nossas cepas aos antibidticos testados.

Com base no perfil de multirresisténcia, de 3 a 5 antibioticos, 70% das cepas
provenientes da area conservada, apresentaram este perfil, e destas, 86% séo cepas
provenientes da area de coleta de solo sem cobertura vegetal (Tabela 12).
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Tabela 12. Medidas dos halos (mm) encontrados no teste de disco-difusdo em agar.
Os quadros destacados em cinza indicam valores considerados abaixo do limite minimo
de sensibilidade, de acordo com a tabela padrao do CSLI (2018). AZIl (Azitromicina),
EST (Estreptomicina), CRO (Ceftriaxona), SUT (Sulfametoxazol), CLO (Cloranfenicol),
CIP (Ciprofloxacina), IMP (Imipenem), TET (Tetraciclina).

AZl EST CRO SUT cLo cip IMP TET
RC1NslI 26 20 0 33 27 33 10 0
CC5Bs 22 0 34 25 23 27 0 0
IC3As 0 38 24 17 13 38 0 23
IC3Ds 27 22 0 23 25 39 0 10
1C3Gs 18 18 23 24 12 29 25 16
1C3Cs 15 17 24 27 16 27 25 9
RD3AslI 0 19 26 24 14 29 32 21
CC5AsRX 0 18 24 14 0 28 31 19
RC1KslI 0 16 22 21 10 30 29 11
RC2EsllI 33 14 42 25 28 37 38 19
RC1Dsll 10 0 0 22 21 40 0 11
RC1RslI 23 22 16 18 20 40 0 14
RD1lslI 16 0 16 31 24 30 11 8
RC2HslI 28 19 0 29 30 34 13 10
RC1CslI 17 0 0 17 13 33 0 0
RC1Fsll 18 0 14 16 20 25 12 0

A resisténcia intrinseca apresentada por bactérias provenientes do solo pode
variar bastante, muitas vezes devido a transferéncia horizontal de genes de resisténcia
e a capacidade de adaptacao, além do fato de poder existir uma influéncia positiva na
presenca de cobertura vegetal, contribuindo para uma populagdo microbiana
equilibrada. Porém estressores abidticos podem ativar mecanismos de respostas ao
estresse e aumentar a expressao de genes de resisténcia a antibiéticos ou mesmo a
aquisicao de novos genes (lwu, Korsten and Okoh, 2020; Nguyen et al., 2020; Perry,
Meirelles and Newman, 2022), como evidenciado no trabalho de Mendese Tsai (2018)
onde verificaram uma maior presenca de genes de viruléncia e de respostas de defesa

em solo de restinga.

Em seu trabalho, Nguyen et al. (2020) discutiram a como as interagdes
biolégicas no solo sao potenciais condutores de resisténcia a antibioticos em
ambientes de baixa influéncia antropogénica, principalmente levando-se em conta, o
desenvolvimento de resisténcia cruzada a antibidticos frente a estressores, inclusive

de origem predatéria por parte de outros protistas. Muitas vezes cepas bacterianas,
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presentes em ambientes com nenhuma ou limitada influéncia antropogénica, podem
produzir metabolitos antimicrobianos, ou desenvolver outras formas de autoprotecéao,
devido a competicdo por espaco ou nutrientes com outros organismos, incluindo
plantas, desenvolvendo, desta forma, mecanismos de resisténcia inclusive para se
protegerem dos efeitos toxicos de seus proprios metabdlitos e de outras espécies (Zhu
et al., 2019; Nguyen et al., 2020). Além dos fatores bidticos influenciarem diretamente,
acredita-se que os estressores abioticos também influenciam no equilibrio do
ambiente, estimulando a evolu¢cdo e proliferacdo de bactérias resistentes a

antimicrobianos (Zhu et al., 2019; Nguyen et al., 2020).

3.11- Toleréancia a salinidade, variacdes de temperatura, pH e atmosfera

by

Em nossos ensaios de tolerdncia a salinidade, 69% dos nossos isolados
apresentaram uma boa resposta de crescimento de acordo com a elevacao da
concentragado de NaCl no meio, porém a cepa RC1Ksll se mostrou tolerante a presencga
de 6% de NaCl no meio (figura 20).

A salinidade tem sido considerada um dos principais fatores que regulam a
comunidade bacteriana associada as raizes das halofitas portanto, acredita-se que, os
microbiomas de plantas sob estresse salino fornecam microrganismos aptos a
neutraliza¢do dos efeitos nocivos do estresse salino nas culturas cultivadas (Slama et
al., 2023).

Vu et al. (2022) descreveram em suas pesquisas com microrganismos
provenientes de dunas haldfitas, uma forte correlagdo entre a abundéancia de varias
espécies bacterianas com a salinidade e o conteudo mineral do solo, sugerindo que
existe uma resposta de bactérias promotoras de crescimento vegetal de acordo com
as mudancgas na salinidade e no conteudo mineral do solo. Além disso, trabalhos vém
demonstrando que essa resposta ndo se restringe apenas as plantas-hospedeiras
haléfitas naturais, podendo haver interagdo com plantas cultivadas promovendo, além
da tolerancia ao estresse salino, as deficiéncias minerais, principalmente com relagcao
a deficiéncia de fésforo, zinco, potassio, nitrogénio e ferro (Sharma, Kulkarni and Jha,
2016; Xiong et al., 2019; Vu et al., 2022; Slama et al., 2023), além de promover o

crescimento, por meio da producdo de horménios, como o acido indol-acético, e
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equilibrar a acao de fitormdnios ligados ao estresse salino como 1-aminociclopropano-

1-carboxilato (ACC) e acido abscisico (Slama et al., 2023).
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Figura 20. Grafico de curva de tolerancia a salinidade as cepas bacterianas que se
apresentaram com melhor desempenho. Para melhor visualizagcdo, foram excluidas

as cepas com menor desempenho.

Todas as cepas testadas se desenvolveram bem, mesmo com o aumento

gradativo da temperatura, sendo que as cepas IC3As e RD1lIsll se destacaram por

suportar a temperatura de 42°C (figura 21).
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Figura
21. Grafico de curva de tolerancia a variacdo de temperatura das cepas

bacterianas que se apresentaram com melhor desempenho. Para melhor
visualizacao, foram excluidas as cepas com menor desempenho.

Reid, Howes e Emery. (2019), relataram que a temperatura exerce forte
influéncia sobre a comunidade bacteriana, e de suas fungdes fisioldgicas. Barcenas-
Moreno et al. (2009) desenvolveram um estudo, submetendo solo e microrganismos
provenientes destes solo a aumentos gradativos de temperatura, demonstrando que,
isoladamente ha uma queda rapida das fungées dos fungos e uma queda mais
gradativas das fungbes bacterianas frente ao aumento de temperatura até 35°C,
enquanto que, quando houve o aumento gradativo do solo, houve uma adaptacao
melhor dos microrganismos, alcancando a temperatura de 50°C. No trabalho de
Nottingham et al. (2019), foi demonstrado que o aumento gradual da temperatura
influencia diretamente na velocidade de crescimento bacteriano, onde um aumento de
6°C aumenta a adaptacao bacteriana em 1,2%, se tornando, essa adaptacao, mais

evidente em locais com menor temperatura ambiente.

Quanto a tolerancia a variacdo de pH, 88% das nossas amostras se
desenvolveram em meio acido (pH 4), assim como em meio alcalino (pH 8) também
encontramos 88% das cepas com crescimento, sendo que a cepa RC1Ksll conseguiu
tolerar o meio com o pH 10 (figura 22).
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Figura 22. Grafico de curva de tolerancia a variacédo de pH das cepas bacterianas que
se apresentaram com melhor desempenho. Para melhor visualizagdo, foram
excluidas as cepas com menor desempenho.

Ainda se sabe pouco sobre a influéncia do pH sobre a acdo de exoenzimas
relacionadas a ciclagem de carbono, nitrogénio e fosforo e o quanto este fator é
mediado pelas comunidade microbianas, porém Puissant et al. (2019) demonstraram
gue existe uma resposta adaptativa das mudangas da comunidade microbiana ao
solo, havendo producéao de diferentes versées da mesma enzima, deacordo com o
pH.

Todas as cepas de desenvolveram tanto em presenca de oxigénio, quanto em
atmosfera de microaerofilia e anaerobiose. Isto pode ser explicado pelo fato de todas
serem assimiladoras de nitrogénio, o que implica no fato da expressao das proteinas
ser realizada em auséncia ou baixa concentracao de oxigénio, devido a sua alta
sensibilidade ao oxigénio (Pupin and Nahas, 2014; Bennett, Murray and Isalan,
2023). Em condi¢cées de presenca de oxigénio, a expressao dos genes nifH é
geralmente reprimida para evitar danos a nitrogenase, havendo ativacao de
mecanismos de regulacado negativa que inibem a transcricdo dos genes nifH e a

producao do complexo enzimatico (Bennett, Murray and Isalan, 2023).

3.12- Compatibilidade entre as cepas prospectadas e com outros

microrganismos promotores de crescimento vegetal

Todas as cepas demonstraram compatibilidade entre elas e com a bactéria

Herbaspirillum seropedicae (figura 23). Apenas uma cepa (IC3Ds) apresentou
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compatibilidade com o fungo endofitico Serendipita indica (figura 24). A capacidade de
promover crescimento em plantas do fungo S. indica esta bem estabelecida, porémtém-
se realizados varios estudos sobre o efeito sinérgico da associagcdo deste
microrganismo com bactérias promotoras de crescimento, como Azotobacter sp.,
Sinorhizobium sp., Enterobacter sp., Pseudomonas sp. e Agrobacterium sp.
aumentando o crescimento vegetal, modulando os efeitos toxico de altas
concentragdes de zinco e resposta ao estresse hidrico e aumentando a biomassa das
plantas (Dabral et al., 2020; Jangir et al., 2021; Tabande et al., 2022).

Figura 23. Fotos das placas de teste de compatibilidade entre as cepas bacterianas
prospectadas e bactéria Herbaspirillum seropedicae. Foi realizada a cultura em placas
com agar KM por meio do uso de swabs da bactéria H. seropedicae seguida da
inoculagao das cepas isoladas por meio de microgotas e por disposi¢ao de discos
previamente inoculados com a mesma para a verificacao de possivel halo de inibicao,
0 que nao ocorreu.

Figura 24. Fotos das placas de teste de compatibilidade entre as cepas bacterianas
prospectadas e o fungo Serendipita indica. A esquerda (A), placa com resultado
positivo mostrando crescimento abundante tanto do fungo (inoculado ao centro)
quanto da cepa testada (inoculada em trés pontos & margem da placa. A direita (B),
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placa com resultado negativo ao teste de compatibilidade, mostrando baixo
desenvolvimento tanto do fungo quanto da cepa testada.

Todas as cepas testadas apresentaram compatibilidade com o fungo
Trichoderma sp. (figura 25). O Trichoderma € um género de fungos muito utilizado na
promocado de crescimento vegetal e controle bioldégico de fitopatdgenos e a sua
associagao com outros microganismos promotores de crescimento tém demonstrado
efeitos sinérgicos positivos na agricultura, principalmente com bactérias dos géneros
Bacillus, Pseudomonas, Rhizobium e Azotobacter como o aumento da biomassa
vegetal, aumento do crescimento radicular além do aumento da resisténcia aos
estressores abioticos e bidticos (El-Sharkawy et al., 2021; Poveda and Eugui, 2022;

Tyskiewicz et al., 2022).

Figura 25. Fotos das placas de teste de compatibilidade entre as cepas bacterianas
prospectadas e o fungo Trichoderma sp. Setas verdes indicam ponto onde foi
disposto o disco inoculado com as cepas bacterianas e as setas vermelhas indicam
o local onde foi inoculado o fungo. Houve o crescimento normal das cepas
bacterianas e do crescimento radial do fungo que cobriu os discos nas duas placas.

3.14- Capacidade de inibicdo de fungos fitopatdogenos

Apesar do reconhecimento da importancia na avaliacdo da porcentagem de
inibicdo de crescimento micelial, o célculo o IVM se torna de maior relevancia quando

se leva em consideracdo o controle biologico, pois este reflete a velocidade de
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colonizacgao do fitopatdégeno, portanto, se ha uma reducao neste indice, ha uma boa

indicacao de um possivel biocontrole (Medeiros, Silva and Pascholati et al, 2018).

Todas as cepas testadas contra o Botrytis cinerea, apresentaram alguma
reducédo tanto do desenvolvimento da col6nia (PIC), quanto do indice de velocidade
de crescimento micelial (IVM), sendo que a menor redugéo do IVM foi calculada em
32%, enquanto que, deste total sete foram capazes de reduzir o IVM em mais de 50%
e, por consequéncia, obtiveram os melhores resultados em relagdo a porcentagem de
inibicdo (figura 26 e tabela 13). Os halos de inibicdo formados variaram, de acordo com

a cepa, de 2mm a 6mm.

O B. cinerea é um fitopatégeno de ocorréncia mundial que pode afetar as mais
diversas espécies, incluindo cultivares e plantas ornamentais, uma vez que, além de
ter alta velocidade de propagacao, pode colonizar tanto tecidos vivos quanto mortos.
As perdas em lavouras causadas por este patdogeno sao estimadas em milhdes de
dolares por ano, podendo chegar a alcangar perdas que variam de 10 a 70% tanto pré-
colheita, quanto pés colheita. Se incluir nos custos os investimentos para controle, as
perdas podem passar de 1 bilhdo por ano (Dean et al., 2012; Yahaya et al., 2019;
Orozco-Mosqueda et al., 2023).

Quando o desafio foi realizado contra o Curvularia pallescens, oito cepas
diminuiram o IVC em mais de 50%, porém destas, apenas seis apresentaram PIC
acima de 50% (figura 26 e tabela 13). Muito conhecido por causar problemas em
culturas de cereais e gramineas, pode causar varios sintomas dependendo da espécie
e variedade de planta afetada, sendo alguns dos sintomas comuns as manchas foliares
marrons ou roxas, necrose tecidual, malformacdes e crescimento reduzido (Kumar and
Srivastava, 2020; Soesanto et al., 2020).

Nove cepas diminuiram o IVM do fungo Alternaria alternata em mais de 30%,
e todas elas reduziram a PIC em mais de 50%, formando halos com média de 5mm
de didametro (figura 26 e tabela 13). Alternaria alternata € muito conhecido por causar
doencas em culturas como tomate, batata e frutas citricas, assim como em plantas
ornamentais e, apesar da variagao de sintomas de acordo com a planta afetadas, os
principais sintomas incluem manchas foliares caracteristicas com um centro necroético
circundado por um halo amarelo ou marrom, murcha, podriddo e escurecimento dos

tecidos infectados (Soesanto et al., 2020; Balamurugan and Kumar, 2023)
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De modo geral, os resultados dos calculos de PIC frente ao fungo Colletotrichum
gloeosporioides foram menos expressivos, porém a RC2Hsl| foi capaz de reduzir em
100% o IVM do fungo, formando um halo de inibigdo com média de 5,3mm (figura 26 e
tabela 13). Muito conhecido por causar a antracnose, o C. gloeosporioides bem como
outras espécies deste género apresentam grande importancia na agricultura,
principalmente em local de alta temperatura umidade, causando, inicialmente,
manchas avermelhadas nos frutos, seguido da formacdo de manchas puntiformes
escuras e salientes que levam ao enrugamento dos frutos causando graves perdas

econdmicas na lavoura (Dean et al., 2012; Li et al., 2021; Zhang et al., 2022).

Figura 26. Placas de teste de inibicdo. Na letra A é possivel visualizar a inibicdo do
fungo Colletotrhichum gloerosporioides. Na letra B, inibicdo do fungo Botrytis cinerea.
Na letra C é possivel visualizar a inibicdo do fungo Alternaria alternata. Na letra D,
inibicdo do fungo Curvularia pallescens. Nas letras E e F, & possivel visualizar, pelo
reverso das placas, os halos de inibicdo (setas pretas) formados contra o fungo
Rhizopus stolonifer.

Apenas trés cepas foram capazes de reduzir o IVM do Rhizopus stolonifer em
mais de 40%, com formacao de halos que variaram de 4,1mm a 6,6mm (figura 26 e
tabela 13). De menor importancia econémica na agricultura, o R. stolonifer pode
colonizar uma variedade grande de plantas, invadindo o tecido hospedeiro por meio

de ferimentos pré-existentes, causando podridao dos frutos, permanecendo apenas
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a cuticula, ja tendo sido descrito em tomates, maracuja, morango e, mais

recentemente, em jaca (Li et al., 2016; Oliveira et al., 2019; Haque et al., 2023).

Embora tenhamos encontrado valores acima de 50% no calculo da PIC,
nenhuma das cepas apresentou porcentagem acima de 25% na diminui¢do do IVM
frente ao fungo Phoma betae (figura 26 e tabela 13). Conhecidos por serem as
espécies de fitopatogenos mais prevalentes, os fungos do género Phoma sao
capazes de causar sérias perdas econdbmicas nas mais diferentes espécies de
plantas, como cebola, beterraba, feijao, alface, cucurbitaceas por exemplo, causando
manchas necroticas nas raizes e partes aéreas, levando a morte da planta,
provocando perdas econémicas substanciais (Soesanto et al., 2020; Avila-Quezada
and Rai, 2022; Sultana and Hossain, 2022)
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Tabela 13: Valores de Porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (PIC), valores dos indices de velocidade de
crescimento micelial (IVC) e porcentagem de reduc¢do do indice de velocidade de crescimento micelial (PrIlVM) de cada
fitopatogeno frente a cada uma das cepas.

B. cinerea C. pallescens A. alternata C. gloerosporioides R. stolonifer P. betae
PIC IVM | PrivM PIC IVM Privil PIC IVM | PrivM PIC IVM Privil PIC IVM | PrivM PIC IVM | PrivM

controle - 11,25 - 487 - 408 - 5,33 - 2433 ; 3,38
RCINsIl | 34% 5,30 53% 19% 408 16% 86% 2,69 34% 26% 3,62 32% 0% 2425 0% 59% 2,50 26%
ccsBs | 11% 7,10 37% 39% 2,23 54% 53% 2,91 28% 14% 4,85 9% 0% 2425 0% 32% 3,18 6%
IC3As | 19% 6,50 42% 38% 3,03 38% 72% 3,40 16% 18% 4,40 17% 0% 2425 0% 55% 3,03 10%
IC3Ds 8% 7,33 35% 13% 2,21 55% 56% 3,80 6% 32% 453 15% 0% 2425 0% 32% 2,75 19%
IC3Gs | 15% 6,80 40% 16% 473 3% 55% 2,85 30% 33% 4,50 16% 0% 2425 0% 32% 2,96 13%
IC3Cs | 18% 6,57 42% 63% 1,96 60% 55% 282 31% 5% 515 3% 0% 2425 0% 54% 3,17 6%
RD3Asll | 5% 7,63 32% 63% 2,00 59% 53% 2,96 27% 0% 4,65 0% 0% 2425 0% 36% 2,86 15%
CCHAsRX| 15% 6,83 39% 62% 2,12 57% 54% 2,85 30% 3% 465 0% 0% 24,25 0% 57% 2,83 16%
RC1Ksll | 34% 525 53% 53% 2,62 46% 85% 272 33% 9% 5,15 3% 0% 2425 0% 32% 3,17 6%
RC2Eslll| 36% 512 55% 26% 4,00 18% 51% 3,08 25% 16% 4,85 13% 0% 2425 0% 38% 3,07 9%
RC1Dsll | 33% 540 52% 62% 2,09 57% 56% 277 32% 19% 4,72 11% 0% 2425 0% 31% 2,77 18%
RC1Rsll | 35% 517 54% 67% 2,18 52% 56% 2,81 31% 11% 4,85 9% 27% 1463 | 40% 30% 3,33 1%
RD1Isll | 29% 5,67 50% 29% 3,69 24% 56% 3,69 9% 30% 4,00 25% 27% 1467 | 40% 49% 3,36 1%
RC2Hsll | 31% 553 51% 34% 2,69 45% 57% 274 32% 35% 0,00 100% 0% 2425 0% 32% 2,97 12%
RCACsll| 23% 6,13 45% % 483 1% 86% 2,76 32% 9% 467 12% 0% 2425 0% 37% 2,57 24%
RC1Fsll | 29% 570 49% 50% 2,08 57% 52% 3,10 24% 25% 4,23 21% 28% 1450 | 40% 27% 3,33 1%




representar um alto custo na manutencéao e prevencgao da ocorréncia de pragas (Brauer
et al., 2019; Scortichini, 2022). O controle biolégico, além de ser uma alternativa de
menor custo, seja por usar 0os agentes vivos ou seus metabdlitos, ja se mostrou capaz
de produzir baixos impactos no ambiente, assim como, efeitos positivos de longo prazo

sobre algumas doencas (Wei et al., 2015; Scortichini, 2022).

3.14- Toleréancia a presenca de glifosato

Metade das cepas demonstraram tolerar a presenca de glifosato a uma
concentragcdo de 10%. Destas, seis cepas suportam o aumento da concentragao para
12,5% e, apenas a RC2EslII suportou a concentragao de 25% no meio de cultura (figura
27).
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Figura 27. Grafico da curva de tolerancia ao Glifosato. Para melhor visualizacéo,
foram excluidas as cepas com menor desempenho.

O ¢lifosato (N-(fosfonometil)glicina) € um herbicida amplamente utilizado na
agricultura para o controle de ervas daninhas, porém, devido a sua pouca
especificidade, atinge outros tipos de plantas, incluindo microrganismos do solo. Sua
acao se deve a inibicdo da enzima EPSPS (5- enolpiruvilshiquimato-3-fosfato
sintase), responsavel pela catalizagcdo da sintese dos aminoacidos aromaticos
fenilalanina, tirosina e triptofano, além de atuar inibindo a produgcdo de clorofila
(Priyanto et al., 2020).
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Uma superexpressao da enzima EPSPS pode levar a um perfil de resisténcia
antimicrobiana assim como o inverso pode ocorrer e, por haver uma maior proporgao
de bactérias Gram negativas com perfil de resisténcia e multirresisténcia (pelo seu
potencial para sofrer mutagdes e sua ampla capacidade de compartilhar elementos
moveis de DNA), muitos trabalhos vém tentando correlacionar esses dois perfis de
resisténcia (Barroso et al., 2018; Hertel et al., 2021; Barbosa da Costa et al., 2022;
Patriarcheas, Momtareen and Gallagher, 2023), porém no nosso trabalho n&o
encontramos correlacao entre a tolerancia ao glifosato e o perfil de resisténcia (figura
28).

y=-22,83x%+13,834x+1,8815
R?=0,2801

1 y=0,9131x+2,3838
R? =0,0281

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7

Figura 28: Gréfico de correlagao por analise de regressao de Pearson entre
tolerancia de glifosato e o perfil de resisténcia apresentado pelas nossas cepas.

O uso de microrganismos promotores de crescimento vegetal em solos
contaminados com glifosato também pode representar uma estratégia interessante,
pois 0s microrganismos podes degradar o glifosato diminuindo sua toxicidade ou
mesmo o inativar além de estimular o crescimento radicular, melhorando a absorgao
de nutrientes, porém além de ter que resistir a pressao causada pela toxicidade do
glifosato e se estabelecer, os microrganismos promotores de crescimento vegetal
podem ter seu desempenho afetado (Castrejon-Godinez et al., 2021; Zhumakayev et

al., 2021). Desta forma, mais testes devem ser realizados posteriormente.
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3.15- Inoculagéo in vitro em sementes de tomate variagdo Santa Clara
(Lycopersicon esculentum Mill.)

As cepas bacterianas utilizadas nos testes in vitro com sementes de tomate
foram selecionadas de acordo com o seu desempenho nos testes anteriores (quadro
4), sendo as cepas IC3As, selecionada devido ao valor apresentado no teste de
quantificacdo da solubilizacdo de fosfato de calcio, IC3Ds, selecionada pela
compatibilidade com o fungo S. Indica, e as cepas RC1Dsll e RD1lsll, selecionadas

pelo valor apresentado no teste de producao de AlA.
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Na avaliacao do peso fresco foi verificada diferenca significativa entre o controle

e todos os tratamentos, ndo havendo diferenga entre os tratamentos entre si (figura

29A e figura 30). Quando foram comparados o peso seco das partes aéreas, apenas

a cepa RC1Dsll apresentou diferenca significativa (figura 29B e figura 30). Nas analises

de peso fresco de raiz as cepas RD1Isll e RC1Dsll foram semelhantes entre si, assim

como entre as cepas IC3Ds e IC3As. Houve diferenca significativa entre o controle e

todos os tratamentos, exceto com a cepa IC3As (figura 29C e figura30). Com relagéo ao

peso seco de raiz, houve diferenga significativa entre o controle
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e as cepas IC3Ds e RC1Dsll, enquanto que houve semelhanga entre as cepas IC3Ds
e RC1Dsll e entre as cepas IC3As e RD1lIsll (figura 29D e figura 30). As analises de

densidade de raiz lateral ndo evidenciaram nenhuma diferencga significativa (figura 29E

e figura 30).
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Figura 29. Grafico de comparacao entre diferentes parametros das plantulas de
tomate frente a presenca das cepas bacterianas testadas: Peso fresco de parte
aérea (A), peso seco de parte aérea (B), peso fresco de raiz (C), peso seco de raiz
(D) e densidade de raizes laterais (E). Os dados foram analisados por ANOVA two-
way combinado com teste de Tukey. Para uma mesma area (conservada ou
degradada), as médias seguidas pela mesma letra maiuscula, em diferentes tipos de
area (com cobertura vegetal ou sem cobertura vegetal), ndo possuem diferenca
significativa pelo teste de Tukey ao p<0,05. Para o mesmo tipo de area, as médias
seguidas pela mesma letra minuscula, em diferentes areas, ndo possuem diferenca
significativa pelo teste de Tukey ao p<0,05 (n=3).
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Figura 30. Fotos das placas com cultivo de tomates, ap6s 15 dias de cultivo, sob
diferentes tratamentos: Controle (A), cepa IC3As (B), cepa IC3Ds (C), cepa RC1Dsl|
(D) e cepa RD1Isll (E).

Nos testes realizados apenas com a cepa IC3Ds e sua associagao so fungo
S.indica (consoércio), foi observada diferenga significativa, no peso fresco de parte
aérea, apenas entre o controle e o consorcio (figura 31A e figura 32). Entre os valores
de peso seco de parte aérea foi observada diferenga apenas entre a cepa IC3Ds e o0
fungo isoladamente e entre a cepa IC3Ds e o consorcio (figura 31B e figura 32).
Quando analisadas as raizes, houve diferenca significativa, no peso fresco, entre
todos os tratamentos (figuras 31C e figura 32). Com relagdo ao peso seco de raiz,
houve diferencga significativa entre todos os tratamentos, exceto entre o controle e o
fungo sozinho e entre este ultimo e a cepa IC3Ds (figura 31D e figura32). As analises
de densidade de raiz lateral mostraram diferenga significativa entre todos os
tratamentos, exceto entre o controle e a cepa IC3Ds e entre o fungo sozinho e o
consorcio (figura 31E e figura 32).
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Figura 31. Grafico de comparacao entre diferentes parametros das plantulas de
tomate frente a presenca de cepas bacterianas IC3Ds, ao fungo S.indica e a
associacao de ambos microrganismos: Peso fresco de parte aérea (A), peso seco de
parte aérea (B), peso fresco de raiz (C), peso seco de raiz (D) e densidade de raizes
laterais (E). Os dados foram analisados por ANOVA two-way combinado com teste de
Tukey. Para uma mesma area (conservada ou degradada), as médias seguidas pela
mesma letra maiuscula, em diferentes tipos de area (com cobertura vegetal ou sem
cobertura vegetal), ndo possuem diferenca significativa pelo teste de Tukey ao
p<0,05. Para o mesmo tipo de area, as meédias seguidas pela mesma letra minuscula,
em diferentes areas, ndo possuem diferenga significativa pelo testede Tukey ao
p<0,05 (n=3).

Figura 32. Fotos das placas com cultivo de tomates, apds 15 dias de cultivo, sob
diferentes tratamentos: Controle (A), cepa IC3Ds (B), Serendipita indica (C) e cepa
IC3Ds associada ao S. indica (D).
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De modo geral as cepas selecionadas se mostraram interessantes para uso na
promogado de crescimento vegetal quando testadas in vitro com tomates. A que
demonstrou menor desempenho foi a cepa IC3Ds, porém, se associada ao fungo S.

indica, esta modifica seu potencial.

3.16- Teste de cepas por sua capacidade de aumentar a tolerancia ao

estresse salino de tomate variacdo Santa Clara (Lycopersicon esculentum Mill.)

Para o teste de tolerédncia ao estresse salino foram selecionadas as cepas
RC1Dsll e RD1Isll, selecionadas pelo valor apresentado no teste de producao de AlA.
Com relagdo aos valores de peso fresco de parte aérea, houve diferencga significativa
entre todos os tratamentos (figura 33A e figura 34) e com uma melhora de, pelo menos,
89%. Com relacdo ao peso seco de parte aérea, a cepa RD1lIsll ndo apresentou
diferenca significativa com o controle, porém os dois tratamentos diferiram
significativamente quando comparados ao tratamento com a cepa RC1Dsl| (figura 33B
e figura 34), havendo uma melhora também de 89%. Na anélise de peso fresco de raiz,
o tratamento com a cepa RC1DslI foi semelhante ao controle, porém, houve diferenca
significativa entre a cepa RD1Isll e todos os tratamentos (figura 33C e figura 34)
apresentando uma melhora de 39%. O peso seco de raiz apresentou diferenca
significativa apenas entre os tratamentos com as cepas RC1Dsll e RD1lsll, ndo
havendo diferenca com o controle (figura 33D e figura 34). Por fim, a densidade de raiz
lateral ndo apresentou diferenca significativa entre os tratamentos (figura 33E e figura
34). Ainda, com relagédo a porcentagem de germinacéo, foi verificada uma melhora de

50% com a presenca de cepa RC1Dsll e de 75% com a presenca da cepaRD1Isll.
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Figura 33. Grafico de comparacao entre diferentes parametros das plantulas de
tomate coltivadas sob estresse salino: Peso fresco de parte aérea (A), peso seco de
parte aérea (B), peso fresco de raiz (C), peso seco de raiz (D) e densidade de raizes
laterais (E). Os dados foram analisados por ANOVA two-way combinado com teste
de Tukey. Para uma mesma area (conservada ou degradada), as médias seguidas
pela mesma letra maiuscula, em diferentes tipos de area (com cobertura vegetal ou
sem cobertura vegetal), ndo possuem diferenga significativa pelo teste de Tukey ao
p<0,05. Para o mesmo tipo de area, as médias seguidas pela mesma letra
minuscula, em diferentes areas, ndo possuem diferenca significativa pelo teste de
Tukey ao p<0,05 (n=3).

Figura 34. Grafico de comparacao entre diferentes parametros das plantulas de
tomate coltivadas sob estresse salino: controle (A), cepa RC1Dsll (B) e cepa RD1lsll
(C).
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Em seu trabalho, também com exposi¢cao ao estresse salino, Ali et al. (2023),
verificaram que o uso da cepa PM31 de Bacillus sp. em milho (Zea mays L.), melhorou
o crescimento de parte aérea em 6%, bem como o comprimento da raizem 22%, além
do peso fresco total aumentar em 39% e do peso seco em 29%, e de reduzirem
indicadores de estresse oxidativo em 12%, quando comparados com plantas nao
inoculadas. As diferengas entre 0s nossos parametros podem se tornar mais
evidentes uma vez que os testes sejam realizados em casa de vegetacao, onde é

possivel expor a planta a um maior tempo aos tratamentos.

4- Conclusao

No presente trabalho foi possivel selecionar 16 cepas bacterianas com
diferentes perfis para a promocéao de crescimento vegetal. Por serem provenientes de
areas onde existem, naturalmente, uma forte pressdo de selegcdo, essas cepas se
mostram aptas ao desafio de se estabelecerem em solos ja desgastados tanto pelas
intempéries quanto pelas agdes antropogénicas. Um maior numero de cepas foi isolado
da regido sem cobertura vegetal da area conservada, o que destaca sua importancia
na manutencdo do ambiente, mesmo em solos nao rizosféricos. Foi selecionada
apenas uma cepa proveniente da area degradada sem cobertura vegetal e essa cepa
foi uma das que mais se destacou com relagao a producao de inddis, tendo também se
destacado no teste de tolerancia a salinidade, o que pode estar diretamente ligado ao
fato de esta regiao ser a mais impactada pelas agbes antropicas. Por fim, ainda sao
necessarios testes em casa de vegetacdo e no campo para a ratificacdo dos nossos

resultados e desenvolvimento de bioinoculantes.
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