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RESUMO

Diante da fome e inseguranca alimentar globais, a salinidade do solo agricola representa uma
ameaca adicional, especialmente em nacfes dependentes da agricultura. Isso pode levar a
diminuigdo da produtividade agricola e aumentar a dependéncia de importa¢Ges alimentares.
Portanto, a prospeccdo de bactérias halotolerantes promotoras do crescimento vegetal surge
como uma alternativa na busca por opcdes sustentaveis. Este trabalho teve como objetivo
prospectar bactérias associadas a Blutaparon portulacoides e avaliar sua capacidade de
promocgdo de crescimento vegetal e resisténcia a salinidade. Para isto, os individuos foram
coletados em um remanescente de restinga localizado em Sao Jodo da Barra - RJ. O produto
da maceracdo de 1 g de raiz, folha e colmo foi submetido a diluicdo seriada e plaqueado em
meio sélido NB em diferentes concentracdes de NaCl (0%, 5% e 20% (p/v), e meio de cultura
semi-sdlido JNFb para obtencdo de bactérias diazotréficas. Os isolados selecionados foram
testados quanto a capacidade de fixacdo biol6gica de nitrogénio, solubilizacdo de fosfato de
calcio e solubilizacdo de 6xido de zinco e producdo de compostos indolicos na presenca e
auséncia de NaCl. Atraves das andlises moleculares, foram identificadas 12 isolados
halotolerantes. Desses, nove foram capazes de crescer em até 5% de NaCl (p/v):
Paramesorhizobium deserti, Microbacterium sp., Bacillus siamensis, Aeromicrobium sp.,
Bacillus altitudinis, Enterobacter hormaechei, Bacillus safensis, Pseudomonas aeruginosa,
Bacillus velezensis; dois foram capazes de crescer em até 10% de NaCl (p/v): Nitratireductor
kimnyeongensis, Isoptericola saltitolerans; e uma foi capaz de crescer em até 20% de NaCl
(p/v): Salinicola tamaricis, apds analise deste isolado a curva de tolerdncia ao NaCl 0-30%
NaCl (p/v). Todos os isolados identificadas foram capazes de fixar nitrogénio no meio JNFb,
enquanto apenas S. tamaricis, conseguiu fixar nitrogénio na presenca de 5% de NaCl. Dos
isolados testados, todos demonstraram capacidade de produzir compostos ind6licos. Para o
teste de solubilizacdo de fosfato de célcio os isolados P. aeruginosa, P. deserti, B. velezensis,
S. tamaricis, E. hormaechei e B. safensis apresentaram capacidade de solubilizagéo, enquanto
as ultimas trés também apresentaram capacidade de solubilizacdo em meio contendo 5% de
NaCl. Salinicola tamaricis também foi testada quanto a capacidade de solubilizacdo de
fosfato de calcio em contragdes crescentes de NaCl e apresentou resultados positivos em até
15% de NaCl. Apds analise deste isolado, a curva de tolerancia ao NaCl, variando de 0 a 30%
(p/v), indicou que o mesmo foi identificado como capaz de tolerar até 25% de NaCl (p/v).
Além disso, observou-se que S. tamaricis apresenta um crescimento melhor na presenca de

NaCl (5%), em comparacdo com o controle (0%). Apenas P. aeruginosa demonstrou



capacidade de solubilizar 6xido de zinco na auséncia de NaCl, enquanto nenhuma estirpe foi
capaz de realizar essa solubilizacdo em meio com NaCl. Os resultados deste estudo destacam
0 potencial da planta hal6fita B. portulacoides como uma fonte de microrganismos
halotolerantes que podem promover o crescimento vegetal. As bactérias identificadas
exibiram habilidades diversas, incluindo, fixacdo de nitrogénio, solubilizacdo de fosfato de
calcio e producao de compostos inddlicos, mesmo em condic¢des de salinidade. Esses achados
reforcam a importancia das espécies vegetais de restinga, como B. portulacoides, como fontes

promissoras para a prospeccao de microrganismos tolerantes a condi¢cGes ambientais adversas.

Palavras-Chave:  Bioprospeccdo;  Biodiversidade  Microbiana; ~ Microrganismos
Halotolerantes; Restinga; Salinidade.
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ABSTRACT

Global hunger and food insecurity are exacerbated by soil salinity in agricultural lands,
particularly affecting nations dependent on agriculture. Soil salinity can lead to reduced
agricultural productivity and increased dependence on food imports. Thus, exploring
halotolerant plant-growth-promoting bacteria emerges as an alternative in the search for
sustainable options. This study aimed to prospect bacteria associated with Blutaparon
portulacoides and evaluate their capacity for plant growth promotion and salinity resistance.
For this purpose, specimens were collected from a coastal dune remnant in S&o Joéo da Barra
- RJ. The maceration product of 1 g of root, leaf, and stem was subjected to serial dilution and
plated on NB solid medium at different NaCl concentrations (0%, 5%, and 20% w/v) and
JNFb semi-solid medium to obtain diazotrophic bacteria. Selected isolates were tested for
their ability to fix biological nitrogen, solubilize calcium phosphate, solubilize zinc oxide, and
produce indolic compounds in the presence and absence of NaCl. Molecular analyses
identified 12 halotolerant isolates. Among these, nine could grow in up to 5% NaCl (w/v):
Paramesorhizobium deserti, Microbacterium sp., Bacillus siamensis, Aeromicrobium sp.,
Bacillus altitudinis, Enterobacter hormaechei, Bacillus safensis, Pseudomonas aeruginosa,
and Bacillus velezensis; two in up to 10% NaCl (w/v): Nitratireductor kimnyeongensis,
Isoptericola saltitolerans; and one in up to 20% NaCl (w/v): Salinicola tamaricis, following
the analysis of this isolate's NaCl tolerance curve from 0-30% NaCl (w/v). All identified
isolates were capable of nitrogen fixation in JNFb medium, while only S. tamaricis was able
to fix nitrogen in the presence of 5% NaCl. All tested isolates demonstrated the capacity to
produce indolic compounds. For the calcium phosphate solubilization test, the isolates P.
aeruginosa, P. deserti, B. velezensis, S. tamaricis, E. hormaechei, and B. safensis showed
solubilization ability, with the latter three also demonstrating this ability in a medium
containing 5% NaCl. Salinicola tamaricis was also tested for its ability to solubilize calcium
phosphate in increasing NaCl concentrations, and positive results of up to 15% NaCl were
found. After analyzing this isolate, the NaCl tolerance curve, ranging from 0 to 30% (w/v),
indicated that it could tolerate up to 25% NaCl (w/v). Additionally, it was observed that S.
tamaricis exhibits better growth in the presence of NaCl (5%), compared to the control (0%).
Only P. aeruginosa demonstrated the ability to solubilize zinc oxide in the absence of NaCl,
while no strain was able to perform this solubilization in a medium with NaCl. The results of
this study highlight the potential of the halophyte B. portulacoides as a source of halotolerant
microorganisms that can promote plant growth. The identified bacteria exhibited diverse
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abilities, including nitrogen fixation, calcium phosphate solubilization, and indolic compound
production, even under saline conditions. These findings underscore the importance of coastal
dune plant species, such as B. portulacoides, as promising sources of microorganisms tolerant

to adverse environmental conditions.

Keywords: Bioprospecting; Microbial Biodiversity; Halotolerant Microorganisms; Coastal

Sand Dunes; Salinity.
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1 INTRODUCAO

O mundo, atualmente, gera uma quantidade suficiente de alimentos para suprir as
necessidades de toda a populacdo global. No entanto, dados de 2020 indicam que
aproximadamente 786 milhdes de pessoas enfrentaram a fome, e cerca de 2,4 bilhdes
experimentaram algum grau de inseguranca alimentar, seja moderada ou grave (FAO, 2021,
Wilmoth, Menozzi & Bassarsky, 2021). Importante destacar que a fome e a inseguranca
alimentar estdo intrinsecamente ligadas a pobreza, afetando especialmente aqueles que
encontram barreiras significativas para acessar quantidades adequadas de alimentos seguros e
nutritivos, sobretudo em nagdes de baixa ou média-baixa renda (Heger, Zens & Bangalore,
2020).

Em paises onde a agricultura desempenha um papel fundamental como fonte priméria
de subsisténcia, a salinidade do solo emerge como um fator de impacto substancial na
seguranga alimentar (Kumar & Sharma, 2020). A reducdo da produtividade agricola devido a
salinidade do solo pode resultar em menor renda para 0s agricultores, aumentando a
inseguranca alimentar e a dependéncia de importacbes de alimentos (Sultan, Mahmud &
Khan, 2023). Além disso, a falta de acesso a recursos financeiros e tecnoldgicos adequados
para lidar com a salinidade do solo representa um obstéaculo significativo para os agricultores
em paises pobres (Sing, 2020; Molotoks, Smith & Dawson, 2021). Portanto, a gestdo eficaz
da salinidade do solo € crucial para reduzir a pobreza e garantir a seguranca alimentar nessas
regides (Daba & Qureshi, 2021).

Além disso, a instabilidade nos mercados globais de alimentos, intensificada por
eventos como a guerra na Ucrania, destaca a fragilidade desses sistemas e ressalta a urgéncia
de estratégias que assegurem a estabilidade e acessibilidade dos alimentos, especialmente em
contextos de instabilidade geopolitica e econdémica (Abay et al., 2023; Leal Filho et al., 2023;
Zang et al., 2023). A busca por solugcbes sustentaveis ndo apenas responde aos desafios
ambientais, mas tambem se torna uma necessidade imperativa para mitigar as instabilidades
nos sistemas alimentares globais (Rabbi et al., 2023).

Nesta perspectiva, pesquisas extensivas em todo o mundo tém sido realizadas para
desenvolver estratégias para lidar com o estresse salino, como o desenvolvimento de
cultivares tolerantes ao sal, manejo de agua e do solo, melhorias na eficiéncia do uso da agua,
bioengenharia e modificagdo genética, além do uso de microrganismos benéficos (Singh et
al., 2016; Liu et al., 2019; Morton et al., 2019; Wani et al., 2019; Munir et al., 2021).
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A utilizacdo de microrganismos tolerantes ao sal, capazes de promover o crescimento
vegetal sob condicGes de estresse salino, emerge como uma alternativa promissora na
tolerancia a salinidade em culturas agricolas e recuperagéo de solos (Kearl et al., 2019; Yang
et al., 2020). Essa abordagem ndo sO atenua as necessidades de variedades resistentes a
salinidade, mas também reduz a pressdo sobre as terras agricolas (Etesami & Glick, 2020).
Além disso, a prospeccédo e identificagdo de microrganismos tolerantes a salinidade abrem
novas perspectivas para a descoberta de mecanismos envolvidos na resisténcia ao estresse
salino (Soussi et al., 2016; Etesami & Beattie, 2018).

A eficiéncia desses microrganismos na promocéao de resisténcia das plantas a estresses
ambientais esta relacionada a aspectos ecoldgicos e genéticos, incluindo a dindmica interagdo
com a flora microbiana, clima e caracteristicas fisico-quimicas do solo (Etesami et al., 2020;
Li et al., 2021; Hartmann & Six, 2023). Alem disso, comprovou-se que as comunidades
bacterianas sdo especificas para seus hospedeiros vegetais, e que, em certa medida, 0s
hospedeiros sdo capazes de determinar a composicao de seus microbiomas (Hassani, Duran &
Hacquard, 2018; Trivedi et al., 2020).

A eficiéncia desses microrganismos na promocdo de resisténcia das plantas a estresses
ambientais esta relacionada a aspectos ecoldgicos e genéticos, incluindo a dindmica interacdo
com a flora microbiana, clima e caracteristicas fisico-quimicas do solo (Etesami et al., 2020;
Li et al.,, 2021; Hartmann & Six, 2023). Comprovou-se também que as comunidades
bacterianas sdo especificas para seus hospedeiros vegetais, e que, em certa medida, 0s
hospedeiros sdo capazes de determinar a composicao de seus microbiomas (Hassani, Duran &
Hacquard 2018; Trivedi et al., 2020).

Plantas expostas a estresses abidticos, como o estresse salino, podem recrutar e
selecionar bactérias especificas para mitigar os efeitos da salinidade através de varios
mecanismos. Essas interacdes sdo cruciais para a saude das plantas, influenciando desde a
disponibilidade de nutrientes até a resposta imune contra patégenos (Hassani, Duran &
Hacquard, 2018; Trivedi et al., 2020; Ali et al., 2022). A colonizagdo por microrganismos
benéficos também pode desencadear uma resposta de resisténcia sisttmica nas plantas,
aumentando sua capacidade de defesa contra diversos patdgenos (Chauhan et al., 2019; Liu et
al., 2024). Alem disso, estudos tém demonstrado que essa interacdo pode afetar a expressao
génica das plantas, influenciando sua resposta a estresses ambientais. A observacdo de um
grande nimero de genes com expressao alterada em plantas submetidas a estresse salino e
colonizagdo bacteriana sugere o papel essencial desses microrganismos na promocgao da

tolerancia sistémica nas plantas (Liu et al., 2017; Sharma et al., 2019; Heydarian et al., 2021).
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Um dos ecossistemas sob influéncia de uma ampla gama de condigdes ambientais
adversas sdo as vegetacOes da Restinga, que estdo submetidas a altos indices de salinidade do
solo, déficit hidrico, vento constante, alta irradiancia e falta de nutrientes (Scarano et al.,
2002; Marques et al., 2015; Cooper et al., 2017). As plantas que se consolidaram nessa
formacdo, principalmente as que se instalam mais proximas ao mar, selecionam inimeras
adaptacbes anatdmicas e fisioldgicas, incluindo superficies foliares menores, aumento de
tecidos parenquimaticos, producao de raizes adventicias, estoldes e rizomas, para melhorar o
armazenamento e captacdo de agua e nutrientes (Dickson, 2000; Kuster et al., 2018; Green &
Miller, 2019). Blutaparon portulacoides (A. St.-Hil.) Mears (Amaranthaceae) ¢ uma das
espécies mais frequentes e indicadoras da vegetacdo de restinga. Trata-se de uma
angiosperma halofita, reconhecida por sua natureza pioneira, que se estabelece na faixa entre
as zonas de marés e dunas, sob forte influéncia fluviomarinha (Assumpc¢do & Nascimento,
2000).

A busca de novas bactérias com aplicabilidade biotecnoldgica tem respaldo crescente
nas pesquisas, visando o desenvolvimento de uma agricultura sustentavel. Partindo dessa
premissa, 0 presente trabalho busca prospectar bactérias associadas a B. portulacoides

resistentes ao estresse salino com fatores de promocéo de crescimento.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Solos afetados por sais

A salinidade representa um dos fatores ambientais mais severos que limitam a
produtividade das culturas agricolas (Shrivastava & Kumar, 2015). A sensibilidade da maioria
das culturas a salinidade, causada por altas concentrac6es de sais no solo, resulta em um custo
estimado de cerca de 12 bilhGes de ddlares anualmente, um valor que se espera que aumente
com o agravamento dos solos afetados (Gnassemi et al., 1995; Etesami & Beattie, 2018).
Além do impacto financeiro, a salinidade acarreta sérias consequéncias para as
infraestruturas, o abastecimento de &gua, as relagfes sociais, estrutura e estabilidade das
comunidades (Dasgupta et al., 2015; Kumar & Sharma, 2020).

Registros histéricos evidenciam o colapso de diversas civiliza¢cdes devido ao aumento
da salinidade nos campos agricolas, sendo a Mesopotamia (atual Iraque) um exemplo notavel
(Pitman & Lduchli, 2002; Zaman et al., 2018). A salinidade compromete 0s recursos
fundamentais ao diminuir a qualidade do solo, podendo ocorrer por causas naturais ou devido
ao uso inadequado e ma gestdo, ameacando a capacidade autorreguladora do solo (Sing et al.,
2021)

A salinizacdo do solo é um fendmeno multifatorial que impacta negativamente o
crescimento vegetal de diversas maneiras (Panhwar et al., 2019). O acimulo de sais solUveis
na camada superficial do solo desencadeia efeitos adversos, como toxicidade dos sais,
reducdo da disponibilidade hidrica, desorganizacdo da estrutura do solo e competi¢do ibnica
(Arif et al., 2020; Hartmann & Six, 2023). Essa condicdo compromete a absor¢do de
nutrientes essenciais pelas raizes, como fésforo, nitrogénio, potassio e magneésio, devido a
formacdo de complexos insollveis, que reduzem a disponibilidade desses nutrientes para as
plantas (Abbas et al., 2019; Arora et al., 2020).

De modo geral, a salinizacdo do solo possui origens primarias e secundarias
(Gnassemi et al., 1995). A origem primaria esta relacionada a processos naturais de longo
prazo, resultando no gradual acimulo de sais no solo ou nas aguas superficiais (Butcher et al.,
2016). Esse fenémeno ¢é influenciado pela intemperizagdo de rochas ou sedimentos com alto
teor de sais, liberando sais soluveis. Em regides aridas, a concentragdo progressiva de sais
ocorre devido a baixa precipitacdo e as elevadas taxas de evaporacdo e transpiracao.
Adicionalmente, depdsitos fosseis de sais, provenientes de ambientes marinhos e lacustres,

desempenham um papel crucial na salinizagdo (Steiger et al., 2011; Yadav et al., 2011,
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Montoroi, 2018). Nas regides costeiras, a intrusdo da agua do mar e a influéncia de ventos
carregados de sal afetam significativamente essas areas, aumentando os niveis de salinidade
(Hassani, Azapagic & Shokri 2021; Singh, 2021).

A salinizacdo secundaria esta predominantemente associada a praticas inadequadas de
irrigacdo (Abebe et al., 2015; Gebrehiwot, 2018). O emprego inadequado de agua salina,
juntamente com deficiente drenagem e elevacdo do lencol freético, propicia a salinizagdo de
terras e recursos hidricos (Mohanavelu, Nagana & Al-Ansari, 2021). A extracdo excessiva de
agua subterranea transporta sais a superficie do solo, precipitando-se durante a evaporacao
(Salama, Otto & Fitzpatrick 1998; Angelakis et al., 2020). O uso intensivo de agroquimicos,
como fertilizantes, também pode contribuir para a salinizacdo (Cuevas et al., 2019). Além
disso, alteracGes no uso da terra, como a transicdo de florestas naturais para cultivos anuais,
resultam na diminuicdo da evapotranspiracao e na intensificacdo da lixiviacdo (Egamberdieva
et al., 2010; Shahid, Zaan & Heng, 2018).

Aproximadamente 340 milhGes de hectares de terras ao redor do mundo s&o irrigados,
representando cerca de 38% do valor da producdo agricola mundial (Rengasamy, 2006;
Fraiture & Wichelns, 2010). Regides com menor irrigacdo e temperaturas mais elevadas
enfrentam aumentos significativos nos niveis de salinidade, afetando cerca de 33% das terras
agricolas irrigadas globalmente e 20% da area total cultivada (Mohanavelu, Naganna & Al-
Ansari, 2021). Previsfes indicam a possibilidade de paisagens mais salinas devido as
mudangcas climéticas (Hassani, Azapagic & Shokri, 2021). Para 2050, estima-se que mais de
50% das terras agricolas araveis podem estar sujeitas a salinizacdo (Jamil et al., 2011). A
salinizagcdo do solo impacta aproximadamente 424 milhGes de hectares, dos quais 76,6
milhdes correspondem éreas cultivadas em todo o mundo, com cerca de 30 milhdes de
hectares associados a saliniza¢do secundaria (Kumar & Sharma 2020; FAO, 2021).

Além disso, o relatério do IPCC50 (Intergovernamental Panel on Climate Change)
indica que as mudancas climaticas terdo impacto em todos os mecanismos primarios de
salinizagédo do solo, incluindo a acumulagéo de sais soltveis devido a alteragdes no equilibrio
hidrologico, intrusdo de sal marinho e deposicdo de sal causada pelo vento (Bates,
Kundzewicz & Wu, 2008; Hassani, Azapagic & Shokri, 2021). Além disso, estima-se que 0
aumento na taxa de evapotranspiracdo e as alteracbes nos padrGes de precipitacdo,
especialmente em areas aridas e semiaridas, diminuirdo a eficiéncia de lixiviagdo do solo,
aumentando assim as concentragdes de sal nos horizontes superiores do solo (Hassani,
Azapagic & Shokri, 2020).
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A expansdo das areas irrigadas e a crescente demanda por &gua, associadas ao
aumento das temperaturas globais e préticas inadequadas de drenagem/irrigacdo, sdo
esperadas para contribuir para a disseminacdo da salinizacdo secundaria (Pitman & Lé&uchli,
2002; Hassani, Azapagic & Shokri, 2021). Mudancas no uso do solo e eventos climaticos
extremos, como secas prolongadas seguidas de inundagdes severas, ttm o potencial de liberar
e redistribuir grandes quantidades de sais de substratos geoldgicos com elevada concentracéo
de sais, colocando novas areas em risco de saliniza¢do do solo (Dasgupta et al., 2015; Wang,
Gong & Xing, 2020;). Além disso, o aumento do nivel do mar e a extracdo insustentavel de
recursos de agua doce de aquiferos costeiros podem agravar o problema da salinizagdo do
solo induzida pela agua do mar em regiGes costeiras (Mondal et al., 2023; Sarkar et al., 2024).

2.2 A Restinga

A Restinga, distinta por suas diversas formas vegetais, compde um intricado mosaico
ecoldgico. Este ecossistema, formado por espécies herbaceas, arbustos e arvores, emerge nas
planicies arenosas, originadas de regressdes marinhas durante o periodo Quaternario
(Scarano, 2002; 2009). A paisagem da Restinga evolui desde vegetacdo rasteira e herbacea
nas proximidades do mar, passando por formacGes arbustivas, até manifestar-se em
caracteristicas florestais & medida que se afasta do litoral. A proximidade frequente entre
essas distintas comunidades, como observado por Marques et al. (2015), ndo apenas reflete
uma rica diversidade, mas também ressalta a dependéncia desses ecossistemas das condi¢des
edéaficas, desempenhando, simultaneamente, um papel vital na estabilizacdo do substrato
(Assumpcao & Nascimento, 2000).

A proximidade ao mar impde desafios significativos a vegetacdo da Restinga, como
alto indice de salinidade no solo, especialmente nas areas entre marés. O déficit hidrico e a
escassez de nutrientes sdo resultado da alta percolacdo dos solos arenosos. As altas
temperaturas, irradiancia intensa e a baixa umidade relativa do ar sdo influenciadas pelo
espacamento predominante das vegetacfes, composto principalmente por moitas espacadas
que ndo constituem um dossel fechado (Assumpcdo & Nascimento, 2000; Schwinning &
Ehleringer, 2001; Pireda et al., 2019). Essas condi¢des adversas tornam-se ainda mais
evidentes nas zonas de vegetacdo herbaceas e rasteiras, onde a incidéncia de radiacdo solar é
mais intensa, a fertilidade do solo é baixa, e ha contato constante com o mar.

Dada a singularidade desse ambiente, acredita-se que a microbiota do solo
desempenhe um papel fundamental no desenvolvimento das espécies vegetais locais. Pinto et

al. (2020) observaram que, nas zonas de vegetacdo herbaceas e rasteiras, sujeitas a maior
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incidéncia de radiagdo solar, baixa fertilidade e contato constante com o mar, predominam
grupos microbianos mais heterogéneos e especificos, adaptados as condi¢des locais. Essa
selecdo de microbiomas especificos pode conferir resisténcia as condi¢Ges abioticas,
auxiliando na mitigacdo do estresse salino, o que é crucial para o estabelecimento das
espécies vegetais (Marasco et al., 2016).

A capacidade da vegetagcdo de restinga em se estabelecer sob condigdes adversas,
especialmente em areas de maior influéncia fluviomarinha, oferece uma grande oportunidade
para estudar a influéncia desses fatores abioticos na estrutura do microbioma vegetal,
especialmente em um pais com uma extensa linha costeira (Costa & Herreira, 2016). Esses
microrganismos desempenham um papel essencial na salude e no crescimento das plantas,
auxiliando na absorcdo de nutrientes, na resisténcia a doencas e no desenvolvimento radicular
(Sharma et al., 2016; Yuan et al., 2016; Etesami & Beattie, 2018). Portanto, a pesquisa sobre
0s microrganismos associados a vegetacdo de restinga ndo apenas contribui para a
compreensdo da biodiversidade desses ecossistemas costeiros, mas também oferece
oportunidades para a descoberta de novos compostos e agentes promotores do crescimento
vegetal, com potencial aplicacdo em diversos setores, incluindo agricultura, medicina e

industria.

2.3 O Microbioma Vegetal

Durante o seu ciclo de vida, as plantas confrontam diversos desafios, tanto de natureza
bidtica quanto abidtica (Rejebe, Pastor & Mauch-Mani, 2014). Pressdes bioticas incluem a
presenca de fungos patogénicos, nematoides, virus e insetos, enquanto, no contexto abidtico,
as plantas enfrentam condic¢Ges adversas, como seca, alta salinidade e temperaturas extremas
(Dangl & Jones, 2001; Gong et al. 2020; Liu & Wang, 2021). Esses fatores impdem
complexas restricbes ao desenvolvimento e a adaptacdo das plantas em seus ambientes
especificos (Calvo et al., 2020).

Cada vez mais evidéncias indicam a coevolucdo das plantas com microrganismos,
desenvolvendo uma variedade de estratégias (Abdelfattah et al., 2021; Delaux & Schornack,
2021). Nesse processo evolutivo, as plantas incorporaram microrganismos que desempenham
funcbes cruciais na funcionalidade e aptiddo do hospedeiro vegetal (Mesny, Hacquard &
Thomma, 2023). Esses papéis englobam aquisicdo de nutrientes do solo, controle de agentes
patogénicos e tolerdncia ao estresse abidtico (Liu et al., 2019; Irfan et al., 2023). As

comunidades microbianas associadas as plantas sdo referidas como microbiota vegetal e séo
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moldadas por complexas interacOes entre a planta hospedeira, 0s microrganismos e o
ambiente (Tuner et al., 2013).

A microbiota vegetal compreende comunidades microbianas presentes tanto na
superficie (epifiticos) quanto no interior das plantas (endofiticos) (Hardoim et al., 2015). Os
microrganismos que habitam a superficie incluem aqueles encontrados na rizosfera e na
filosfera (Bachir et al., 2022; Vandana et al., 2023). A rizosfera, regido do solo influenciada
pelas raizes, configura-se como um nicho propicio para a sobrevivéncia de microrganismos,
onde 0s nutrientes sdo mais acessiveis e ocorre uma intensa interacdo (Berendsen et al.,
2012). Por outro lado, a filosfera, compreendendo a parte aérea da planta, requer uma
colonizagdo bem-sucedida por microrganismos, demandando habilidades para enfrentar
estresses bioticos e abioticos, como radiacdo UV, chuva, vento e competi¢do por recursos (Xu
et al., 2022). Os microrganismos na rizosfera e filosfera sdo categorizados como epifitos,
enquanto os que residem no tecido vegetal, na endosfera, sdo conhecidos como endofitos
(Turner et al., 2013).

A rizosfera configura-se como ambiente dindmico. Neste contexto, as atividades
secretoras do sistema radicular, como a liberacdo de células da borda da coifa, secrecdo de
mucilagem e exsudatos radiculares, estabelecem condi¢fes distintas, tanto fisico-quimicas
quanto bioldgicas (Walker et al., 2003; Zhalnina et al., 2018). Através desses processos, uma
consideravel quantidade de carbono, fixada fotossintéticamente pelas plantas, € liberada pelas
raizes, atraindo microrganismos e fornecendo nutrientes (Kawasaki et al., 2021; Guyonnet,
Cantarel & Simon, 2018).

Esses exsudatos radiculares desempenham um papel crucial na formacdo da
microbiota bacteriana especifica da rizosfera (Sasse, Martinoia & Northen, 2017; Kawasaki et
al., 2021). Essa comunidade ndo apenas mitiga os efeitos de estressores bidticos e abioticos,
mas também pode desencadear respostas benéficas (Pascale et al., 2020). Os microrganismos
presentes na rizosfera podem formar biofilmes, secretar moléculas como fitohorménios,
osmolitos e antioxidantes, e modular a ciclagem de nutrientes. Essas a¢fes contribuem para a
promocgdo do crescimento e salde da planta, além de conferirem resisténcia a condi¢des
adversas no ambiente rizosférico (Kudoyarova et al., 2019; Mohanram & Kumar, 2019;
Sasse, Martinoia & Northen, 2017).

Embora a identificacdo de regras de montagem para comunidades bacterianas e
fangicas seja desafiadora, devido a complexidade de fatores bi6ticos e abidticos envolvidos,
diversos estudos destacam que o genotipo da planta e o ambiente sdo fatores importantes que

influenciam a composi¢do microbiana na filosfera e rizosfera. Essa evidencia sugere que
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caracteristicas especificas do hospedeiro podem direcionar as espécies que compdem seus
microbiomas (Trivedi et al., 2020; Lambais et al., 2014).

No contexto das plantas halofitas, a coevolucdo de longo prazo entre essas espécies
tolerantes ao sal e sua microbiota associada tem revelado interacbes complexas e dinamicas,
desempenhando um papel fundamental na adaptacdo dessas plantas ao ambiente salino.
Estudos, como o realizado por Yuan et al., (2016) na rizosfera da planta hal6fita Suaeda salsa
(L.) Pall. (Amaranthaceae), identificaram genes relacionados a aclimatacéo ao estresse salino
e a solubilizacdo de nutrientes em solos salinos costeiros. Esses achados ressaltam o potencial
desses microrganismos na promog¢do da gestdo sustentavel de solos afetados pelo sal (Zhang
etal., 2023).

A relevancia dos solos salinos, como encontrados na Restinga, destaca-se por
proporcionarem ambientes especificos favoraveis a uma diversidade de microrganismos
tolerantes ao sal (Etesami & Beattie, 2018). Essa caracteristica singular tem possibilitado o
isolamento bem-sucedido de inimeros microrganismos promotores do crescimento de plantas,
com eficicia comprovada na agricultura e na recuperacdo de solos degradados (Etesami &
Glick, 2020; Gupta & Pandey, 2020).

A exploracdo do microbioma de plantas nativas ndo domesticaveis da Mata Atlantica
na Restinga revela-se um grande potencial de recursos genéticos, pois essas plantas podem
abrigar microrganismos adaptados as condi¢des especificas desse ecossistema, oferecendo
insights valiosos para estratégias de conservacdo e manejo sustentavel diante dos desafios

ambientais globais.

2.4 Bactérias Promotoras de Crescimento Vegetal e Estresse Salino

Bactérias que promovem o crescimento das plantas (BPCVs) constituem um grupo
importante capazes de estabelecer relacdes simbioticas especificas com as plantas,
influenciando positivamente seu metabolismo e aumentando a produtividade vegetal (Pandey
et al., 2023). Sua capacidade de promover o crescimento das plantas geralmente se manifesta
através do controle dos hormdnios de sinalizacdo, combate a cepas microbianas patogénicas e
aumento da disponibilidade de nutrientes no solo (Jali & Ansari, 2018; Gao et al., 2021). Essa
habilidade, no entanto, é influenciada por fatores ambientais, como clima, caracteristicas
edaficas como salinidade e escassez hidrica, e interacbes com a flora microbiana do solo
(Tuner et al., 2012).

Esses microrganismos sdo particularmente promissores devido a sua a resisténcia ao

sal e capacidade de promover o crescimento das plantas em ambientes salinos. Sua atuagéo
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pode incluir trés niveis interligados: a sobrevivéncia em ambientes salinos, o estimulo a
tolerancia ao sal nas plantas e a melhoria da qualidade do solo. Segundo o estudo revisional
de Etesami & Glick, (2000) que investigou a interacdo entre bactérias halofilicas e plantas
halofitas, foram identificados uma notavel diversidade de microrganismos associados a
diversas espécies tais como Salicornia rubra, Sarcoconia uta-hensis, Allenrolfea
occidentallis, Ruga rugosa, Salicornia brachiate, Halocnemmun strobilaceum, Acacia ssp.,
Salcola strocksju, Atriplex amnicola, Sesuvium portulacastrum, Avicennia marina e
Salicornia bigelovii. A abundancia e biodiversidade das bactérias isoladas incluiram
predominantemente 0s géneros Halomonas, Bacillus, Streptomyces, Oceanosbacillus,
Pseudomonas, Marinococcus, respectivamente.

A aplicacdo desses microrganismos tem o potencial de aliviar o estresse salino nas
plantas através da elicitacdo de varios mecanismos fisiologicos e moleculares. Isso inclui a
modificacdo nos sistemas radiculares, como a inoculagcdo de Bacillus tequilensis em arroz
(Shultana et al., 2020), indugdo da maquinaria antioxidante, como o aumento de catalase
(CAT) e superéxido dismutase (SOD) (Leontidou et al., 2020); producdo de
exopolissacarideos (EPS), que reduz a absorcdo de (Na') pelas plantas, aumentando a
retencdo de agua no solo (Haque et al., 2022), modulacdo de hormdnios vegetais como a
producdo de &cido indol-3-acético e o &cido giberélico e a reducdo da producdo de etileno,
através da producdo da enzima ACC desaminase por Baccillus subtilis e Pseudomonas
florencis em trigo (Sofy et al., 2021), sintese de osmdlitos , absor¢do de minerais e controle de
fitopatdgenos (Sharma et al., 2019; Arora et al., 2020).

Adicionalmente, esses microrganismos também desempenham um papel crucial na
biodisponibilidade de nutrientes, promovendo mecanismos como a fixacdo bioldgica de
nitrogénio, solubilizacdo de fosforo e potassio, e a producdo de sider6foros para a absorcédo de
ferro (Marasco et al., 2016; Etesami & Beattie, 2018; Etesami & Glick, 2020).

2.4.1 Fixacao Biologica de Nitrogénio

O nitrogénio (N), um macro-nutriente essencial para todas as formas de vida, ocupa a
quarta posicdo entre os elementos mais demandados pelas plantas, uma vez que
desempenham fungdes cruciais em diversos processos fisioldgicos vegetais, como
fotossintese, respiracdo, crescimento e diferenciacdo celular (Davies-Barnard &
Friedlingstein, 2020). Além disso, constitui um elemento vital de macromoléculas, incluindo
enzimas, proteinas, acidos nucleicos, proteinas de armazenamento e de paredes celulares

(Zhang et al., 2020). Por meio de sua influéncia no metabolismo do carbono, o nitrogénio
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também exerce um papel fundamental no controle da produtividade primaria, no sequestro de
carbono do ecossistema e na regulacdo das alteracdes climéticas (Niu et al., 2023).

Na atmosfera terrestre, 0 N, € altamente abundante, correspondendo a 78% do total na
forma de gas dinitrogénio (N,) (Erisman et al., 2015). Contudo, apesar da sua abundancia, o
N, na forma inorgénica, caracterizado por sua ligacdo tripla estavel, ndo é prontamente
utilizavel pelas plantas devido a natureza estavel dessa molécula (Seefeldt et al., 2020). A
estabilidade dessa ligacdo tripla exige uma quantidade significativa de energia para ser
rompida, tornando o N, atmosférico inacessivel para a maioria das plantas em seu estado
natural (Bernhard, 2010). Em resposta a essa limitagéo, foi desenvolvido o processo industrial
conhecido como método Haber-Bosch, que viabiliza a producdo em larga escala de amoénia,
uma forma de nitrogénio prontamente assimilavel pelas plantas em fertilizantes (Smil, 2004).
Contudo, o método possui desafios significativos, que ndo sé geram custos altos, mas também
causam impactos ambientais negativos, incluindo a liberacdo de gases de efeito estufa,
poluicdo do ar e uso de recursos ndo renovaveis (Bauer, Tsigaridis & Miller, 2016).

A necessidade de aumentar a fixacao bioldgica de nitrogénio (FBN) para equilibrar o
aumento do carbono destaca a importancia de explorar estratégias alternativas (Bhattacharjee,
Biswas & Mukhopadhyay, 2008). A busca por métodos sustentaveis, como a FBN, torna-se
crucial para mitigar os impactos negativos nos ecossistemas e na agricultura, promovendo
uma abordagem mais sustentavel no ciclo do nitrogénio (Soumare et al., 2020).

A fixacdo de nitrogénio € um processo metabdlico exclusivo de organismos
procaridticos, sendo realizada por uma diversidade filogenética de microrganismos que
ocupam dominios Bacteriano e Archaea (Raymond et al., 2004). Devido a estabilidade da
ligacdo tripla do N, o0s organismos diazotréficos usam a enzima nitrogenase, uma
metaloenzima rica em ferro, estruturalmente complexa, juntamente com quantidades
significativas de ATP e redutor, para realizar a conversdo de N, em amdnia (Hoffman et al.,
2014). Isso contrasta de maneira significativa com as altas temperaturas e pressoes
necessarias para a fixacdo abidtica do N, usando o processo Haber-Bosch (Zhang, Ward &
Sigman, 2020).

Existem trés modalidades de FBN: vida livre, associativa e simbidtica. Na fixacdo de
N, de vida livre, os diazotroficos operam de maneira independente, ou seja, sem a
necessidade de uma associacdo com plantas. Durante a fixag&o livre de nitrogénio, bactérias
diazotréficas, incluindo microrganismos fixam nitrogénio para uso em condigdes
microaerdbicas (Soumare et al., 2020). Na fixacdo de nitrogénio associativa, os diazotroficos

que vivem na superficie ou no intersticio da planta hospedeira usam o0s produtos
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fotossintéticos da planta como fonte de carbono para fixar nitrogénio para seu proprio uso,
fornecendo assim excedente para o hospedeiro; esses microrganismos incluem Azospirillum
brasilense e Pseudomonas stutzeri (Pankievicz et al., 2019; Soumare et al., 2020). Durante a
fixacdo simbidtica de nitrogénio, as bactérias diazotroficas presentes nas células dos 6rgaos
vegetais, como 0s nodulos radiculares, utilizam os produtos fotossintéticos do hospedeiro
como fonte de energia e fixam o nitrogénio para apoiar o crescimento e o desenvolvimento do
hospedeiro.

Entretanto, a salinidade também resulta em baixa atividade microbiana no solo, devido
ao estresse osmatico e toxicidade de ions, limitando os beneficios da fixa¢éo bioldgica de No.
As BPCV de N; e adaptadas a salinidade tém a capacidade de suportar o estresse osmotico
por meio da producdo de osmolitos, garantindo a manutencdo do turgor celular e do
metabolismo (Yan et al., 2015). A fixacdo de N, por bactérias tolerantes ao sal associadas as
raizes de haldfitas constitui uma fonte importante de nitrogénio disponivel em solos salinos.
Além disso, essas raizes abrigam bactérias fixadoras de N, halotolerantes, capazes de

estimular o crescimento vegetal (Etesami & Beattie, 2018).

2.4.2 Producao de compostos inddlicos

A regulacdo das atividades fisiolégicas das plantas € mediada por uma variedade de
hormoénios vegetais, que podem ser classificados em dois grandes grupos: promotores de
crescimento e inibidores de crescimento. Entre 0s promotores de crescimento, destacam-se as
auxinas, as giberelinas e as citocininas (Duca & Glick, 2020; Guleria et al., 2019). As
auxinas, por exemplo, desempenham um papel crucial no crescimento e desenvolvimento das
plantas, sendo o acido-3-indolacético (AlA) a forma mais comum e biologicamente ativa
desses horménios.O L-triptofano, através do é&cido indol-3-pirGvico ou triptamina, é
principalmente uma molécula precursora que contribui para a formacdo do AIA. (Spaepen &
Vanderleyden, 2011; Alkhalaf & Ryan, 2015).

E interessante notar que diversos microrganismos benéficos presentes na rizosfera,
como as rizobactérias promotoras do crescimento de plantas, sdo capazes de produzir
fitohormo6nios semelhantes aos encontrados nas plantas, como o AIA (Spaepen &
Vanderleyden, 2011). Esses fitohorménios desempenham um papel crucial na promogéo do
crescimento vegetal, o que pode ser vantajoso para 0S microorganismos ao estabelecerem
interacbes com as plantas hospedeiras (Xu et al., 2023). Além disso, a producdo de
fitohormonios pode conferir as bactérias uma vantagem competitiva na rizosfera, facilitando a

colonizagdo e a sobrevivéncia nesse ambiente complexo (Kumar et al., 2020).
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Sup0e-se ainda que mais de 80% das bactérias isoladas da rizosfera sdo capazes de
sintetizar AIA (Patten & Glick, 1996; Khalid et al., 2004). A producao desse hormonio pelas
bactérias pode desempenhar um papel significativo na adaptacdo ao ambiente e na interacéo
com as plantas hospedeiras, especialmente em condicdes de estresse, como a presenca de
NaCl (Shahzad et al., 2017). Estudos indicam que o aumento da producdo de AIA pelas
bactérias pode melhorar a tolerdncia das plantas e das proprias bactérias ao estresse salino,
resultando em uma interacdo mais eficaz entre esses organismos e em beneficios matuos para
ambos (Khan et al., 2020; Saleem et al., 2021; Trung et al., 2022). Isso ressalta a importancia
do AIA na interagdo simbidtica e na sustentabilidade dos ecossistemas.

Além disso, a sintese do AIA, esta diretamente ligada a disponibilidade de triptofano
(Spaepen & Vanderleyden, 2011). A maioria das bactérias é capaz de produzir triptofano,
uma vez que esse aminoacido é crucial para seu crescimento e sobrevivéncia (Patten, Blakney
e Coulson, 2012). No entanto, algumas bactérias, conhecidas como auxotréficas para
triptofano, ndo possuem as vias metabdlicas completas para a sintese desse aminoacido e
dependem de fontes externas para atender as suas necessidades nutricionais (ldris, Talon e
Borris, 2007; Spaepen & Vanderleyden, 2011).

A relagdo entre triptofano e AIA também é observada na interacdo simbidtica entre
bactérias e plantas. Estudos demonstraram que as bactérias benéficas promotoras do
crescimento das plantas tém a capacidade de secretar compostos quimicos, como o AlA, que
atuam como fitohormonios, estimulando o crescimento das plantas (Duca e Glick, 2020;
Keswani et al., 2020). Essa producdo aumentada de AlA pelas bactérias pode ser estimulada
pela presenca de triptofano, secretado naturalmente nos exsudatos das plantas, evidenciando
uma interacdo simbidtica entre os organismos (Kravchenko et al., 2002; Jiang et al., 2022).
Portanto, a relacdo entre triptofano e AIA desempenha um papel crucial na interacdo entre
bactérias e plantas, influenciando ndo apenas o crescimento das plantas, mas também a
dindmica dos ecossistemas e a promoc¢édo da saude vegetal. Essa compreenséo é fundamental

para a agricultura sustentavel e a biotecnologia agricola.

2.4.3 Solubilizagéo de Fosfato

O ciclo do fésforo é chamado de "ciclo sedimentar" porque ocorre apenas entre a
agua, o solo e a atmosfera (Reinhard et al., 2017). Se caracteriza por ser altamente reativo,
formando compostos combinados com outros elementos, resultando em fosfatos na natureza

(Dey et al., 2021). Os compostos de fosfato presentes no solo podem ser agrupados em trés
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categorias (i) fosfato inorgénico insolavel (Pi); (ii) ortofosfato soltvel (fosfato biodisponivel);
e (iii) fosfato orgéanico insolivel (Po) (Shen et al., 2011; Dey et al., 2021). A forma de
ortofosfato é a Unica que as plantas conseguem absorver (Lambers et al., 2022). No entanto,
ao interagir com componentes inorganicos e organicos do solo, torna-se menos movel, menos
capaz de ser absorvido pelas plantas.

A din&mica de transformagdo do fdésforo ocorre de um reservatério de fosforo para
outro, impulsionada por processos naturais, tanto fisicos quanto quimicos, que incluem
intemperismo, dessorcdo-adsorcao, dissolugdo-precipitacdo e imobilizacdo (Reinhard et al.,
2017; Dey et al., 2021). Além disso, a atividade microbiana, como a dissolugdo de Pi
insoltvel, contribui para esse processo (Billah et al., 2019).

Nesse contexto, a utilizacdo de microrganismos benéficos a agricultura, que
desempenham um papel importante na ciclagem de fosforo, surge como uma estratégia
biotecnoldgica promissora com destaque global nas Gltimas décadas (Khan et al., 2009; Billah
et al., 2019). Bacteérias capazes de solubilizar fosfato realizam uma serie de processos para
converter fontes de fdsforo indisponiveis em formas biodisponiveis no solo. Um dos
mecanismos de mobilizacdo ¢ a solubilizacdo de fosfato inorganico (Pi), que ocorre por meio
de processos como acidificacdo, protonagéo, quelacdo e producdo de EPS (Khan et al., 2016;
Prabhu, Borkar & Garg, 2019).

A acidificacdo esta relacionada a producdo de acidos organicos, que reduzem o pH do
meio, competem por sitios de adsorcdo de fdésforo e formam ions complexados soltveis
ligados a metais insolaveis, resultando na liberacdo de fosforo soltvel (Kaur, Selvakumar &
Ganeshamurthy, 2016). A protonacdo envolve a excrecao de prdtons durante a assimilacdo de
NH," e a producéo de H,COj3 pela respiracio, resultando na solubilizacio de fosfato sem a
producdo de acido organico (Setiawati et al., 2022). Ja a quelacdo ocorre pela combinacéo de
acidos organicos e sider6foros que se ligam a metais catibnicos do fosfato insollvel,
resultando na formacdo de fosfato biodisponivel e complexos metal-quelados (Parker,
Reichman & Crowley, 2005; Sharma et al., 2013).

A mineralizacdo do fosfato organico desempenha um papel importante no processo de
solubilizacéo do fosforo inorganico pelas bactérias solubilizadoras de fosfato tolerantes ao sal.
A atividade de fosfatase, uma enzima presente nessas bactérias, desempenha um papel crucial
nesse processo (Malboobi et al., 2009; Bai et al., 2020). A fosfatase atua na quebra das
ligagcOes de éster entre o grupo fosfato e o residuo orgénico dos fosfatos orgénicos, liberando

assim o fosforo para a célula (Elhaissoufi et al., 2022). Essa liberacdo de ortofosfato a partir
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do complexo organico fosfatado é relatada em varias bactérias solubilizadoras de fosfato

tolerantes ao sal que produzem a enzima fosfatase.

2.4.4 Solubilizacéo de 6xido de Zinco

O zinco (Zn) desempenha um papel crucial no desenvolvimento das culturas, sendo
fundamental para a sintese de proteinas e enzimas nas plantas, como por exemplo, integrante
do processo de sintese do triptofano, um precursor do AIA, um importante hormonio vegetal
(Alloway et al., 2008; Weng et al., 2015).

Estima-se que 50% das terras agricolas dedicadas a produgdo de grdos sejam
possivelmente deficientes de Zn em todo o mundo (Nitu, Rajinder & Sukhminderji, 2020). O
Zn ndo estd prontamente disponivel para as plantas devido principalmente a sua forma
insoltvel na maioria dos casos. A deficiéncia de Zn é prevalente em solos calcérios, alcalinos,
alagados e arenosos devido a conversdo do Zn em sua forma insoltvel (Alloway et al., 2008;
Hafeez et al., 2013). A biodisponibilidade do Zn nas plantas pode ser melhorada por meio da
aplicacdo de micronutrientes, como sulfato de zinco (ZnSO,), como fertilizante quimico
(Bhatt, Houssain & Sharma, 2020). No entanto, apenas uma pequena proporcéao, entre 1% a
5%, do Zn aplicado € realmente absorvida pelas plantas, enquanto o restante, cerca de 95%, €
convertido novamente em formas insoltveis, como hidroxido de zinco (Zn(OH),) em solos
com pH elevado, carbonato de zinco (ZnCO3) em solos alcalinos ricos em célcio, fosfato de
zinco (Zn3(PO4)2) em solos alcalinos neutros enriquecidos com fosfato e sulfeto de zinco
(ZnS) em solos com condicdes reduzidas (Reddy, 2014).

Assim como para a biodisponibilidade de fésforo no solo, os microrganismos
promotores do crescimento das plantas (PGPR) capazes de solubilizar o Zn sdo uma
alternativa promissora para enfrentar o desafio da deficiéncia de Zn nas culturas agricolas
(Kamran et al., 2017). Esses microrganismos utilizam diversos mecanismos para solubilizar
os nutrientes no solo, incluindo a acidificacdo por meio da producdo de &cidos organicos,
reacOes de troca, a sintese de moléculas quelantes de metais conhecidas como sideréforos ou
ligantes quelados, e o envolvimento em um sistema de oxidagédo-reducédo (Sing et al., 2020).
O gluconato ou acido gluconico e seus derivados, como o acido 2-ceto-glucénico e o acido 5-
ceto-glucénico, juntamente com uma variedade de outros &cidos organicos produzidos pelos
PGPR, sdo 0s mecanismos provaveis pelos quais o Zn sdo mobilizados (Saravan et al., 2007;
Kumar et al., 2019). Esses microrganismos podem desempenhar um papel crucial na melhoria
da disponibilidade de Zn para as plantas, ajudando a superar os desafios associados a sua

deficiéncia no solo.
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2.5 Blutaparon portulacoides (A. Saint-Hil.) Mears

Segundo Assumpcdo e Nascimento (2000), a familia Amaranthaceae ¢ uma das
familias vegetais predominantes na Formacdo Praial Graminoide (FPG), uma classificacdo
fitofisiondmica atribuida pelos autores. Essa formagdo abrange a zona localizada desde a
linha de maré alta, até cerca de 250 metros de distancia do mar, das restingas do Norte
Fluminense. E uma familia de distribuicio tropical e subtropical, composta por 65 géneros e
cerca de 1.000 espécies, sendo que no Brasil, ocorrem 15 géneros e cerca de 100 espécies. O
género Blutaparon Raf. possui distribuicdo ao longo das costas da América Tropical e Africa
e € composto por quatro espécies. No territorio brasileiro, a espécie mais comum do género é
Blutaparon portulacoides (A. Saint-Hil.) Mears, ocorrendo amplamente no litoral da regido
Sul a Nordeste do pais (Siqueira, 2001; Agudelo, 2008).

Considerada uma das espécies mais comuns encontradas nas restingas do Norte
Fluminense, a espécie B. portulacoides, é conhecida popularmente como “capotiragua”,
“pirrixu” e “bredo-de-praia” (Assumpcdo & Nascimento, 2000; Siqueira, 2002; Agudelo,
2008). A espécie ocorre nos biomas do Cerrado e Mata Atlantica (Marchioretto et al., 2012),
em ambientes xéricos, dunas, sobre terras argilosas e zonas perturbadas, sobre solos rochosos,
secos, salinos e arenosos (Agudelo, 2008). Siqueira (2002) indica sua ocorréncia frequente
nas areas ante dunas das restingas do leste brasileiro, sendo considerada uma espécie pioneira
da area de transicao entre 0 ambiente aquatico e o terrestre.

Sendo assim, a espécie esta sujeita aos efeitos de mareés altas e as concentracdes de sal
no ambiente, aumentando e influenciando na germinacdo de sementes da espécie (Cordazzo,
2007). Consequentemente, possui mecanismos de adaptacdo ao ambiente xérico, acumulando
agua e sal nos ramos, folhas e caules, suporta as ondas de ressacas, oscilacdes de temperatura,
alta intensidade luminosa e acdo dos ventos (Siqueira, 2021). Além disso, mantém suas
subpopulacdes através de prolongamento de seus estolfes, ja que apenas uma parte das
sementes consegue viabilizar seu crescimento em um ambiente tdo desfavoravel (Cordazzo,
2007).

A adaptacgdo inclui caracteristicas como suculéncia foliar, cuticula cerosa espessa e
pequena superficie foliar que regulam a taxa de evapotranspiracdo (Boeger & Gluzezak,
2006). Outros fatores como as glandulas de sal e a baixa densidade estomatica das folhas
também sdo responsaveis pela sobrevivéncia da planta em ambientes de dunas e incipientes

(Seeliger et al., 1992). Destaca-se que ainda que a espécie possua uma via fotossintética do
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tipo C4, que atua como mecanismo de compensacdo diante da baixa disponibilidade hidrica,
do estresse salino e dos altos niveis de radiacdo sobre a planta (Arruda et al., 2006).

Ainda sobre a espécie, pesquisas tém sido conduzidas para investigar a populacao
microbiana associada as raizes e ao solo rizosferico da espécie, com o objetivo de explorar a
diversidade dessas populagdes, que podem representar uma fonte potencial para a descoberta
de novas cepas e compostos bioativos (Barbosa et al., 2006; Vaisman et al., 2018; Pinilla,
2016). Estudos sobre prospeccdo de bactérias promotoras de crescimento através do
isolamento de bactérias associadas a rizosfera da espécie identificaram uma nova cepa M9
pertencente ao género Hallobacillus, para qual o nome Hallobaciillus blutaparonensis sp.
nov. foi proposto (Barbosa et al., 2006). Segundo Santos et al. (2021), a bactéria possui
caracteristicas biotecnolégicas promissoras como produtora de peptideos extracelulares, com
possiveis aplicacdes industriais, como em formulacdes de detergentes.

Entretanto, estudos sobre a prospecc¢do de bactérias promotoras do crescimento e
tolerantes a estresses ainda estdo sendo realizados, uma vez que a presenca desses
microrganismos desempenha um papel fundamental na adaptacdo das plantas a ambientes
salinos. Bactérias tolerantes ao sal, como aquelas encontradas na rizosfera e em interagdo com
com B. portulacoides, podem ter a capacidade de mitigar os efeitos negativos do estresse
salino nas plantas, promovendo o equilibrio osmético, melhorando a absorcdo de nutrientes e
aumentando a tolerancia ao estresse. Portanto, compreender a diversidade e a funcdo dessas
bactérias é essencial para o desenvolvimento de estratégias de manejo sustentavel em

ambientes salinos e para a conservacdo desses ecossistemas vulneraveis.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Prospectar bactérias associadas a Blutaparon portulacoides (A. Saint-Hil.) Mears com

capacidade de promover o crescimento vegetal na presenca de NaCl.

3.2 Objetivos Especificos
A: Isolar bactérias associadas as folhas, estolGes e raizes de B. portulacoides,
demonstrando resisténcia a diferentes niveis de salinidade;
B: Identificar os isolados por meio de analise filogenética do DNA ribossomal 16S;
C: Avaliar as caracteristicas bioguimicas de promocéo do crescimento vegetal, como
a Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio, Solubilizacdo de Fosfato de Calcio, Producédo de
Compostos Inddlicos e Solubilizagio de Oxido de Zinco para os isolados obtidos, na
presenca e auséncia de NaCl;
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Caracterizacio da Area de Estudo

O ambiente selecionado para a coleta foi a Reserva Particular do Patriménio Natural
Fazenda Caruara — RPPN Fazenda Caruara, localizada no municipio de S&o Jodo da Barra —
RJ, Brazil (21° 79" Se 41° 04" W) (Figura 1).
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Figura 1: Mapa da localizagdo do complexo lagunar Grussai/lquipari. Fonte: Assumpcdo &
Nascimento, 2000.

O clima na regido é caracterizado por ser quente e seco, com uma média anual de
precipitacdo inferior a 1.000 mm, sendo a agua disponibilizada em pulsos de precipitacao,
principalmente durante o verdo (Rosado & Matos, 2007). A temperatura média anual é de
cerca de 33 °C, acompanhada por um alto indice de irradiancia média de aproximadamente
1.300 pM m s, e uma baixa umidade relativa do ar. Essas condicdes ambientais resultam
em um elevado Déficit de Pressdo de Vapor (DPV) de cerca de 2,2 KPa (Pireda et al., 2019;
Grossiord et al., 2020).

A cobertura vegetal da area inclui Formacgédo Praial-Graminoide (FPG), Formacao
Praial com Moitas (FPM), Formacdo de Clusia (FC), Brejo Herbacio (BH) e Formacdo Mata
de Restinga (FMR), conforme ilustrado na Figura 2 (Assumpcdo & Nascimento, 2000).
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Figura 2: Fisionomia da restinga de Grussai-lquipari, S8o Jodo da Barra, RJ. Fonte: SEA e IEF/ RJ,
2008

Na regido das Restingas Norte-Fluminense, a espécie B. portulacoides esta presente na
Formacgdo Praial-Gramindide (FPG), conforme classificado por Assumpcdo e Nascimento
(2000). Esta formacdo, caracterizada por espécies halofilas e psamofilas-reptantes, abrange a
faixa mais préxima do mar, estendendo-se da linha de maré alta até 250 metros da costa
(Figura 3). Devido a essa proximidade, as plantas enfrentam condi¢bes extremas de
luminosidade, salinidade, temperatura e estresse hidrico, conforme observado por Assumpcao
& Nascimento (2000) e Crawford (2008).

Natural (RPPN) Caruara. Fonte: IPF 2016.

4.2 Coleta de Plantas e de Solos

Foram coletados cinco individuos da espécie B. portulacoides, no més de janeiro, no
periodo matutino, respeitando o limite de 100 metros de distancia entre cada coleta,
considerando as dificuldades associadas a identificagdo de individuos distintos devido a

propagacdo por estolGes subterraneos. As amostras foram devidamente identificadas e
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acondicionadas em sacos plasticos e levadas para o Laboratério de Biologia Celular e
Tecidual (LBCT) da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF).
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O solo foi coletado com uma pa a uma profundidade de 20 cm cortando as raizes laterais dos individuos que prendem a planta ao solo,
formando uma amostra circular. Posteriormente, as amostras foram devidamente armazenadas em sacos plasticos e identificadas. Para a
realizacdo da caracterizagdo fisico-quimica, as amostras foram encaminhadas para a FUNDENOR em Campos dos Goytacazes e a média e 0

desvio padréo foram calculadas.

Tabela 1: Andlise de Propriedades Fisica do Solo em cinco pontos de coleta da Formagdo Praial Graminoide (FPF) na Reserva Particular do Patriménio
Natural Fazenda Caruara — RPPN Fazenda Caruara

pH K Ca Mg Al HAI Na |CTC SB \% m ISNa Fe Cu Zn Mn B SSOs P

H20 mmolc/dm® mmolc/m’ % mg/dm®
Média | 9,12 [ 028 16 136 0 0 184498 497 100 000 348012055 022 048 1859 0,15 1320 6,60
- DP. | 008|008 03 02 0 0 02102 023]| 0 0 3,56 | 14,47 004 002 051 002 083 1,34

N/pH em 4gua , KCl e CaCl Relagdo 1:2,5; P - Na - K - Fe - Zn - Mn - Cu - Extrator Melhlich 1; Ca - Mg - Al - Extrator: KCI - 1 mol/L; H + Al - Extrator Acetato de Calcio
mol/L - pH 7,0; B - Extrator quente; S - Extrator - Fosfato monocalcico; SB = Soma de Bases e Trocaveis; CTC - Capacidade de Trocas Catinicas a pH 7,0; V = Indice de
Saturacdo de Bases; m = indice de Saturacdo de Aluminio; ISNa — indice de Saturacio de Sodio; Mat. Org. = (MO) = C.Org x 1,724 - Walkley-Black. Fonte: Laboratério de

Analise de Solos da FUNDENOR, Campos dos Goytacazes, RJ. A analise de média e o desvio padréo (D.P.) foram calculadas pela autora.

Tabela 2: Andlise de Propriedades Fisica do Solo em cinco pontos de coleta da Formagdo Praial Graminoide (FPF) na Reserva Particular do Patriménio

Natural Fazenda Caruara — RPPN Fazenda Caruara

Areia Argila Silte
Média 996 3 1
Desvio Padrao 0,70 0,70 0

Fonte: Laboratério de Andlise de Solos da FUNDENOR, Campos dos Goytacazes, RJ. A analise de média e o desvio padrdo (D.P.) foram calculadas pela autora.
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4.3 Obtencao dos Isolados

Para a obtencdo dos isolados microbianos, foi pesado 1 g de raizes, folhas e colmo de
B. portulacoides. Em seguida, procedeu-se & diluicio seriada de 10" a 107, tendo-se
transferido sucessivamente 1 mL da suspensdo, de cada diluicdo, para tubos com 9 mL de
solucdo salina (0,85% de NaCl). O plagueamento foi realizado em meio sélido NB (caldo
nutriente), com o auxilio de uma al¢a de Drigalski, onde diferentes concentracGes de sal (0%,
5% e 20% de NaCl) foram incorporadas ao meio NB para triagem de bactérias tolerantes a
salinidade, além de serem cultivados também em meio de cultura semi-sélido JNFb para
obtencdo de bactérias diazotroficas. O meio de cultura semi-solido JNFb foi preparado com a
seguinte composicao por litro: 5 g de acido malico, 6 g de K;HPO,, 1,8 g de KH,PO4, 0,2 g
de MgS0,.7H,0, 0,1 g de NaCl, 0,02 g de CaCl,.2H,0, 4 mL de FEEDTA (solucéo 1,64%), 2
mL de azul de bromotimol (solugdo 0,5% em 0,2 N de KOH), 2 mL de solucdo de
micronutrientes para meio de cultura, e 1 mL de vitamina para meio de cultura. O pH foi
ajustado para 5,8 com KOH e foram adicionados 1,8 g de agar (D6bereiner et al., 1995). Apds
a inoculacdo, os frascos e as placas foram incubados a 30 °C por um periodo de 7 dias. A
presenca de bactérias diazotroficas foi demonstrada pela observacdo da formacdo de uma
pelicula esbranquicada aerotaxica ((Ddbereiner et al., 1995).

4.4 Extracdo de DNA, amplificacdo do gene 16S rDNA por gPCR e Identificacdo das
bactérias

Para extragdo do DNA e identificacdo do gene 16S, os isolados bacterianos foram
cultivados em meio NB e NB + 5% NaCl em agitador orbital (180 rpm, 30 °C) overnight. O
DNA gendmico foi isolado utilizando o kit Wizard® Genomic DNA Purification Kit
(Promega, EUA), seguindo as recomendacdes do fabricante. A concentracdo e a pureza do
DNA extraido foi estimada utilizando o espectrofotometro NanoDrop™ 2000/2000c (Thermo
Fisher Scientific). Amostras com propor¢des 260/280 de 1,8-2,0 foram usadas para 0s
experimentos adicionais. A integridade do DNA foi avaliada em eletroforese em gel de
agarose a 1% corado com 0,5 pg/ml de brometo de etidio e visualizado sob luz ultravioleta
(UV). Somente amostras com DNA integro foram utilizadas. A sequéncia do gene 16S rRNA
foi amplificada por PCR convencional usando os iniciadores (primers) universais bacterianos
27F (5" AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") ¢ 1492R (5' GGTTACCTTGTTACGACTT-3")
(Somerville et al., 2020). A reacdo de amplificacdo foi realizada em um volume final de 25
pL contendo 40 ng de DNA molde, 2,5 pl de tampéo 10x, 1,25 ul de MgCl;, (50 mM), 0,5 pl
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de dNTP (10 mM), 1 ul de cada primer, 0,2 pL da Enzima Taq polimerase (5 Unidades) e
17,55 pl de &gua ultrapura. A amplificacdo foi realizada com um passo inicial de
desnaturacdo a 94 °C por 3 min, 32 ciclos de 94 °C por 60s, 60 °C por 90s e 72 °C por 60s, e
extensdo final a 72 °C por 10 min em termociclador SimpliAmp™ Thermal Cycler 60-Well
(Applied Biosystems™). O resultado obtido na reagdo de PCR foi analisado em um gel de
agarose (1%) corado com 0,5 pg/ml de brometo de etidio. O produto amplificado foi enviado
a empresa GoGenetics para sequenciamento do gene 16S na plataforma Illumina MiSeq.

As sequéncias genéticas obtidas foram editadas e aprimoradas no software Chromas
(https://technelysium.com.au/wp/chromas/), e as fitas consensos foram geradas pelo software
Bioedit Sequence Aligniment Editor (https://bioedit.software.informer.com/). Posteriormente,
as  sequéncias foram  comparadas no banco de dados do  GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) com sequéncias conhecidas, utilizando uma pesquisa de
similaridade via Blast (Altschul et al., 1990).

4.5 Ensaio de tolerancia a salinidade

Uma coldnia de cada isolado foi retirada com a alca de platina e crescidos em meio
NB por 24 h, ap0s esse periodo, uma aliquota de 20 pL foi transferida para tubos de ensaio
com 5 mL de NB + 5%, 10%, 15%, 20% de NaCl. O crescimento foi observado em um
periodo de 48 h. O crescimento bacteriano foi medido atraves dos valores de absorbancia em

espectrofotdmetro Hidex Chameleon Multilabel Detection Platform a 630 nm.

4.6 Avaliacéo da fixacdo de nitrogénio em meio JNFb com e sem adic¢éo de NacCl

Apos sete dias de incubagdo no meio JNFb, a avaliacdo da fixacdo de nitrogénio foi
realizada observando a formacdo de aerotaxica pelicula. Os microrganismos desenvolvidos
nesse meio foram entdo transferidos para placas de Petri contendo meio sélido NB, além de
meio sélido NB adicionado de 5% de NaCl. (Ddbereiner et al., 1995). Todos os isolados
bacterianos obtidos, incluindo aqueles provenientes das placas com 5% e 20% (p/v) de NaCl,
foram purificados e subcultivados pelo menos cinco vezes em meio JNFb semi-solido e meio
JNFb semi-sélido com a mesma composi¢éo, acrescido de 5% de NaCl, como critério para a

confirmacéo de bactérias diazotroficas (Dobereiner et al., 1995).
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Figura 4: Demonstracdo do meio semi-solido JNFb, onde a estirpe fixadora de nitrogénio foi
cultivada. A pelicula esbranquicada que se forma na superficie do meio destaca sua habilidade de
fixacdo bioldgica de nitrogénio.

4.7 Avaliacdo da solubilizacédo de fosfato de calcio em meio s6lido com e sem adicdo

de NacCl

Para avaliar a capacidade de solubilizacdo de fosfato de calcio, os isolados foram
previamente cultivados em tubos de ensaio contendo 5 mL de meio liquido NB por 24 horas,
em um shaker rotativo a 30 °C e 180 rpm. Em seguida, aliquotas de 20 pL das solugdes
bacterianas foram inoculadas em placas de Petri contendo meio de cultura sélido para
solubilizacédo de fosfato de célcio (Goldstein, 1986). Esse meio consistia em 10 g de glicose, 5
g de cloreto de amonio (NHA4CI), 1 g de cloreto de sddio (NaCl), 1 g de sulfato de magnésio
hepta-hidratado (MgS04.7H20), suplementado com 1,0 g de fosfato de calcio [Ca3(P04)2],
e 15 g de agar em 1000 mL de agua destilada, com o pH ajustado para 7,0 (Goldsten, 1986).
O teste foi realizado tanto com adicdo de 5% de NaCl quanto sem NaCl no meio. Cada
isolado foi testado em cinco repeticdes para cada condicao.

As placas inoculadas foram incubadas a 30 °C em estufa por sete dias. A confirmacao
de bactérias solubilizadoras presente entre os isolados foi dada através da presenca de um halo
translucido em meio solido. E a razdo do didmetro do halo formado ao redor das col6nias
bacterianas e o didmetro da colonia bacteriana (IS = didmetro do halo (mm) / diametro da
coldnia (mm)) caracterizou o indice de solubilizacdo de fosfato, sendo este classificado em
baixo (IS < 2), médio (2 < IS <4) e alto (IS > 4) (Berraquero et al., 1976).

4.8 Avaliacéo da producéo de compostos indolicos com e sem adi¢do de NaCl

Os isolados bacterianos foram pré-cultivados em tubos de ensaio contendo 5 mL de
meio liquido NB (Rodrigues Neto et al., 1986), enquanto o isolado CaRJ 75 foi cultivado em
meio NB com adicdo de 5% de NaCl, por um periodo de 24 horas, a uma temperatura de 30
°C e agitacdo a 170 rpm.
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Posteriormente, aliquotas de 25 pL dos isolados foram transferidas para tubos de
ensaio contendo 5 mL de meio liquido DYGS. Os tubos foram divididos em quatro grupos:
um com triptofano, outro sem triptofano, um com triptofano e 5% de NaCl, e outro sem
triptofano e com 5% de NaCl (com 100 pL de uma solucdo estoque de triptofano a 100 mg Lt
adicionada). Os tubos foram ent&o incubados em um shaker rotativo, protegidos da luz, por 48
horas, a 30°C e 180 rpm.

A avaliacdo da producdo de compostos indolicos, seguindo o método descrito por
Sarwar & Kremer (1995), foi realizada apos centrifugacdo dos isolados a 5.000 rpm por 5
minutos. Em seguida, uma aliquota de 150 pL do sobrenadante foi transferida para uma
microplaca de 96 pocos, adicionando-se 100 uL do reagente de Salkowski (uma solugdo
contendo 1 mL de FeCls.6H,0 a 0,5 mol L™ em 50 mL de acido perclérico HCIO, a 35% em
agua), com um periodo de incubacdo de 30 minutos no escuro. Inicialmente, construimos a
curva de calibragdo utilizando diferentes concentracGes conhecidas de acido indol-3-acético
(AIA) comercial Sigma® em concentracles crescentes, em meio liquido composto por agua e
o0 reagente de Salkowski. Apos a obtencdo dos resultados, identificamos a interferéncia do
meio DYGS (Rodrigues Neto et al., 1986) nos resultados da curva de calibracdo. Para corrigir
essa interferéncia, ajustamos os valores da curva de calibracdo utilizando o meio DYGS como
controle negativo.

Apos essa correcdo, a metodologia seguiu conforme descrito anteriormente, com a
realizacdo da reacdo entre os compostos indolicos presentes no sobrenadante e o reagente de
Salkowski, seguida pela leitura da absorbancia a 492 nm em um espectrofotémetro de

microplacas de poliestireno de 96 pocos.

Absorbancia

0 100 200 300 400 500 600

Compostos inddlicos em uM

Figura 5: Curva padrao utilizada para determinagdo da concentragdo de AIA (uM).
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4.9 Solubilizacéo de 6xido de zinco

Para avaliar a capacidade de solubilizacdo de zinco, os isolados foram previamente
cultivados em tubos de ensaio contendo meio liquido NB por 24 horas, a 30 °C e 180 rpm.
Ap0s esse periodo, aliquotas de 20 uL das suspensdes bacterianas foram dispostas em placas
de Petri contendo meio de cultura solido para solubilizacdo de zinco (Saravanan et al., 2003),
cuja composicdo incluiu: 10 g de glicose, 1 g de sulfato de aménio ((NH,4).SO,), 0,2 g de
cloreto de potéssio (KCI), 0,1 g de fosfato de dibasico de potassio (K;HPO,), 0,2 g de sulfato
de magnésio hepta-hidratado (MgS0O,.7H,0), 1,0 g de 6xido de zinco (ZnO) e 15 g de agar,
diluidos em 1000 mL de &gua destilada, com ajuste de pH para 7,0. O teste foi conduzido em
duas condicdes distintas: uma sem adi¢do de NaCl e outra com suplementacdo de 5% de NaCl
ao meio de cultura. As placas foram entdo incubadas em estufa a 30 °C por sete dias. A
confirmacdo de bactérias solubilizadoras presente entre os isolados foi determinada pela
presenca de um halo translicido no meio sélido.

A razéo do diametro do halo formado ao redor das coldnias bacterianas e o didmetro
da colbnia bacteriana (IS = didmetro do halo (mm)/didmetro da colénia (mm)) caracterizou o
indice de solubiliza¢do de zinco, classificado como baixo (1S<2), médio (2 <IS < 4) e alto
(1S>4) (Berraquero et al., 1976).

410 Avaliacdo da tolerancia bacteriana do isolado CaRJ75 ao NaCl em
concentracdes crescentes de NaCl por meio da curva de crescimento

O isolado foi selecionado por sua exclusividade, sendo o Unico a ser isolado da placa
com 20% (p/v) de NaCl. O cultivo do pré-indculo foi realizado em tubos de ensaio contendo 5
mL de NB com adicéo de 5% (p/v) de NaCl, devido ao seu desempenho de crescimento mais
acentuado nesse meio em comparagdo com o meio NB sem NaCl, sob agitagdo em shaker a
30 °C e 170 rpm por um periodo de 24 horas. Apos esse periodo, uma aliquota de 20 pL foi
transferida para tubos de ensaio contendo 5 mL de meio NB, além de meios NB com adicdo
de 5%, 10%, 15%, 20%, 25% e 30% de NaCl, todos em triplicata. Posteriormente, aliquotas
de 200 puL foram distribuidas em placas de 96 pogos, com leituras da absorbancia realizadas
em um espectrofotdbmetro Hidex Chameleon Multilabel Detection Platform a 630 nm em

intervalos de avaliacdo a cada 0, 4 e 8 horas, até completar 72 horas de incubacéo.
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4.11 Anédlise da solubilizacao de fosfato de célcio pelo isolado CaRJ75 em meio sdlido
sob diferentes concentragoes de NaCl

O isolado foi previamente cultivado em tubos de ensaio contendo 5 mL de meio
liquido NB com adicdo de 5% de NaCl, conforme identificado como ideal pelas analises
anteriores por 24 horas a 30°C e 180 rpm. Ap0s esse periodo, aliquotas de 20 uL das solugdes
bacterianas foram inoculadas em placas de Petri contendo meio de cultura sélido para
solubilizacdo de fosfato de calcio, seguindo a metodologia descrita por Goldstein (1986).
Além disso, foi realizada uma adaptacdo da metodologia para incluir concentragdes crescentes
de NaCl (0,1%, 5%, 10%, 15% e 20%), refletindo as condi¢des encontradas anteriormente nos
dados fornecidos plea curva de resisténcia a salinidade. As placas foram incubadas a 30 °C
em estufa por sete dias. A presenca de bactérias solubilizadoras foi confirmada pela formacéo
de um halo translicido ao redor das colnias bacterianas no meio solido ap6s o periodo de 7
dias. O indice de solubilizagdo de fosfato (IS) foi calculado como a razdo entre o didmetro do
halo formado e o didmetro da colbnia bacteriana, seguindo a classificacdo proposta por
Berraquero et al. (1976).

4.12 Anadlises estatisticas

As anélises estatisticas foram realizadas atraves do software R e RStudio (R Core
Team 2022). Inicialmente, foram realizadas analises para identificar a natureza dos dados. A
normalidade dos dados foi verificada através do teste de Shapiro-Wilk (p > 0.05) usando o
argumento “shapiro.test” nativo do R (“stats”). Em seguida foi verificada a homogeneidade
de variancia através do teste de Levene (p > 0.05) usando o argumento ‘“leveneTest” do
pacote “car” (Fox & Weisberg, 2019). Por fim, a presenca de outliers alavancadores foi
verificada por grupos onde os tratamentos (+NaCl e -NaCl) foram estabelecidos como fator
de agrupamento através do argumento "groupy_by" do pacote "dplyr" (Wickham et al., 2023).
Dessa forma foi possivel identificar os outliers alavancadores através do argumento
"identify_outliers do pacote "rstatix" (Kassambara, 2023). As variaveis ndo-paramétricas
foram transformadas através da funcdo logaritmica de base 10 (Logl0) para atenderem o0s
pressupostos para serem submetidos a analise de variancia.

As diferencas entre as variancias foram realizadas através da Anova One-Way (p <
0.05). Inicialmente foi construido um modelo através do argumento “aov” nativo do R (p.
ex.: modelo <- aov(bactéria ~ tratamento, dataset)). Em seguida o modelo foi submetido ao
teste Post-hoc de Tukey através do argumento “PostHocTest” do pacote “DescTools”
(Signorell, 2023) (p.ex.: modelo, method = “hsd”).
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Os graficos de barras foram construidos através do argumento ‘“geom bar”, 0S
graficos de ridges foram construidos através do argumento “geom_density ridges gradient”
e grafico de linha atraves do argumento “geom_line” todos do pacote “ggplot2” (Wickham,
2016). Para a construcdo do heatmap foi montada uma matriz com 11 colunas e 4 linhas
através dos argumentos “colnames” e “rownames” nativo do R. O heatmap foi feito
utilizando o argumento “heatmap” nativo do R.

Para analise de similaridade, foi construida uma matriz de dados binarios. Os dados
foram submetidos ao coeficiente de Jaccard, e o agrupamento foi realizado usando o método
de agrupamento de pares ndo ponderados com média aritmética (UPGMA) em conjunto com

mapa de calor para visualizagéo da variagdo dos valores calculados.
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5 RESULTADOS

5.1 Isolamento de bactérias associadas a Blutaparon portulacoides tolerantes a
salinidade

Apos o isolamento em meio NB com adi¢do de 5% de NaCl (p/v) e meio JNFb, foram
obtidos 62 isolados bacterianos, as quais foram submetidas ao crescimento em meio de
cultura suplementado com 5% de NaCl, o qual demonstrou a tolerancia a salinidade para 12
isolados, sendo estes selecionados com base em sua capacidade de cultivo para realizacdo dos

préximos testes de promocao de crescimento, a tabela 3 demonstra a origem dos isolados.

Tabela 3: Isolados bacterianos associados a Blutaparon portulacoides

Meio Identificacéo
Placa— NB + NaCl 5% CaRJ26, CaRJ34, CaRJ45, CaRJ111,
CaRJ113
Placa— NB + NaCl 20% CaRJ75
CaRJ81, CaRJ83, CaRJ86, CaRJ90,
JNFb CaRJ95, CaRJ95, CaRJ97

5.2 Anélises preliminares dos consensos unificados

Os isolados entdo foram identificados molecularmente a fim de determinar suas
espécies e caracterizar suas propriedades genéticas e bioquimicas. Apds a extracdo,
quantificacdo e sequenciamento do gene 16S, os isolados obtidos foram submetidos a analise
de identificagdo molecular utilizando o BLAST, com base no banco de dados do National
Center for Biotechnology Information (NCBI). Essa analise revelou a presenca de dez
géneros bacterianos associados a Blutaparon portulacoides (conforme detalhado na Tabela 4).
Todos os isolados foram classificados como pertencentes ao dominio Bacteria, e foram
identificados como membros dos filos Proteobacteria, Actinobacteria e Firmicutes. Além
disso, observou-se que todas as bactérias isoladas sdo conhecidas por sua capacidade de

tolerar ambientes salinos, sendo classificadas como bactérias halotolerantes.

Tabela 4: Identificacdo dos isolados halotolerantes baseada no sequenciamento do gene 16S e
consulta ao banco de dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI).

Estirpe T. Maior similaridade no Blastn ~ Cddigo NCBI  Identidade da E-Value
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fragmento sequéncia
(pb) (%)

CaRJ26 514 Isoptericola salitolerans 0OP420789.1 99,22%
CaRJ34 1317 Nitratireductor kimnyeongensis KY616569.1 99,92%
CaRJ45 1371 Aeromicrobium sp. KX022841.1 99,41%
CaRJ75 1350 Salinicola tamaricis CP023559.1 99,70%
CaRJ81 562 Pseudomonas aeruginosa CP101325.1 98,94%
CaRJ83 1286 Paramesorhizobium deserti 0Q996721.1 99,92%
CaRJ86 608 Bacillus altidudinis OR267380.1 100%

CaRJ90 608 Bacillus siamensis ONb564874.1 99,84%
CaRJ95 630 Microbacterium sp. MT367835.1 99,84%
CaRJ97 1371 Bacillus velezensis OR267375.1 100%

CaRJ111 1339 Enterobacter hormaechei MK414992.1 99,93%
CaRJ113 1363 Bacillus safensis QR394252.1 100%

5.3 Tolerancia a salinidade

Com o objetivo de identificar a toleréncia a salinidade em diferentes concentracdes, as
estirpes bacterianas foram testadas com base em sua resposta a presenca de sal. Essa
classificacdo considerou o crescimento observado em diferentes concentracdes de NaCl
abrangendo 0%, 5%, 10% 15% e 20%, ao longo de um periodo de 48 horas. De acordo com
os resultados obtidos, todas as estirpes demonstraram capacidade de crescimento em meio NB
puro e NB com 5% de NaCl. Contudo, observou-se que I. salitolerans (CaRJ26) e N.
kimnyeongensis (CaRJ34) cresceram em até 10% de NaCl, enquanto S. tamaricis (CaRJ75)

demonstrou crescimento em até 20% conforme ilustrado na Figura 10.

5.4 Fixacao Bioldgica de Nitrogénio

Para avaliar a Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio (FBN), e comparacdo da fixagdo sob
interferéncia de salinidade, foi observado que ap6s o periodo de sete dias houve formacdo de
pelicula aerotaxica, como representado na Figura 3. Dentre os 12 isolados identificados, todos

apresentaram resultados positivos para o teste FBN. Entretanto, apenas um isolado, S.
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tamaricis (CaRJ75), demonstrou capacidade na presenca de meio com 5% (p/v) de NaCl
(Figura 10).

5.5 Solubilizacdo de Fosfato de Calcio

Nos testes de solubilizagdo de fosfato de célcio, dos 12 isolados identificados, seis
apresentaram resultados positivos: P. aeruginosa (CaRJ81), P.deserti (CaRJ83), B. velezensis
(CaRJ97), S. tamaricis (CaRJ75), E. hormaechei (CaRJ111) e B. safensis (CaRJ113) (Figura
6A). Entretanto, apenas as trés Gltimas demonstraram essa habilidade na presenca de NaCl
(Figura 6).

Ao avaliarmos o Indice de Solubilizagdo (IS), para os isolados solubilizadores de
fosfato de calcio, constamos que S. tamaricis (CaRJ75) e P. deserti (CaRJ83), e P.
aeruginosa (CaRJ81) apresentaram maior indice de solubilizagdo > 2 na auséncia de NaCl,
sendo classificadas como médias solubilizadoras de fosfato de céalcio de acordo com o
Berraqueiro et al., (1976) (Figura 6C). Na presencga de NaCl 5% (p/v), dos trés isolados que
foram capazes de realizar a solubilizacéo de fosfato de célcio, S. tamaricis (CaRJ75) foi a que
apresentou maior capacidade de solubilizacdo, seguida por B. safensis (CaRJ113) e E.
hormechei (CaRJ111) (Figura 6D).

A fim de verificar a capacidade de cada bactéria em solubilizar fosfato de célcio na
presenca e auséncia NaCl foram realizadas analises pareadas entre os tratamentos. Dessa
maneira foi possivel constatar que S. tamaricis (CaRJ75) apresentou a melhor capacidade de
solubilizacdo de fosfato de célcio na presenca de NaCl, enquanto E. hormaechei (CaRJ111)
apresentou mais capacidade de solubilizacdo na auséncia de NaCl. J& B. safensis (CaRJ113)
ndo apresentou diferencgas significativas entre os tratamentos com e sem NaCl (Figura 6E).
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Figura 6: Capacidade de solubilizacéo de fosfato de calcio dos isolados bacterianos. A - Matriz de
presenca e auséncia pra o teste de solubilizacéo de Fosfato de Calcio em meio sélido [Caz(PO,),], em
meio com e sem adicdo de 5% de NaCl; B — Imagem da placa com meio de Fosfato de Célcio em meio
s6lido [Cas(PO,),], com o isolado formado o halo de solubilizagio (seta vermelha); C — indice de
Solubilizacdo (IS) dos isolados em meio com Fosfato de Calcio [Cas(PO.),]; D - indice de
Solubilizacéo (IS) dos isolado em meio com Fosfato de Célcio [Cas(PO.),] + 5% de NaCl; E — indice
de Solubilizag&o (IS) comparando as estirpes na presenca e auséncia de NaCl. Letra diferentes indicam
diferencas significativas (Anova One-way, p < 0.05).

5.6 Producdo de compostos inddlicos triptofano-dependente e triptofano-
independente com e sem adicéo de NaCl

Ao avaliarmos se a salinidade afeta a produgdo de compostos indolicos e quais dos
isolados eram capazes de produzi-los foi observado que os resultados variaram dentro dos
isolados e condicdes analisadas (Figura 7 e 8). No tratamento sem adicao de triptofano o 5%
(p/v) de NaCl afetou significativamente de forma negativa a producdo de compostos inddlicos
nos isolados E. hormaechei (CaRJ111) e B. siamensis (CaRJ90), enquanto em

Microbacterium sp. (CaRJ95) e B. altitudinis (CaRJ86) a producéo do composto foi maior foi
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maior na presenca de NaCl, no outros isolados, a salinidade néo teve impacto significativo da
producdo desses compostos (Figura 7). No ensaio com adi¢gdo de triptofano, a influéncia
negativa do NaCl na producdo dos compostos indolicos foi mantida em E. hormaechei
(CaRJ111) e B. siamensis (CaRJ90), alem de ser observada também em P. aeruginosa
(CaRJ81) e B. velezensis (CaRJ97), enquanto para as outras estirpes ndo houve diferenca
significativa (Figura 8).
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751 a 3
50 a

251
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P. aeruginosa Microbacterium sp. B. velezensis E. hormaechei  B. altidudinis  B. siamensis B. safensis S. tamaricis Aeromicrobium sp. |. salitolerans

Figura 7: Concentracdo de (compostos indélicos) acido indol-3-acético (AlA), produzidopelos
isolados bacterianos em condic¢des de cultivo sem triptofano, adicdo de NaCl 5% (p/v). As barras
representam os valores medios e desvio padrdo de concentragdo de AIA em micromol (umol) para
cada isolado bacteriano analisado. Letras diferentes indicam diferencas significativas (Anova One-
way, p < 0.05).
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Figura 8: Concentracdo de (compostos inddlicos) acido indol-3-acético (AlA), produzido pelas
diferentes estirpes bacterianas em condic@es de cultivo com triptofano, com e sem adigéo de NaCl 5%
(p/v). As barras representam os valores médios e desvio padrao de concentracdo de AIA em micromol
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(umol) para cada isolado bacteriano analisado. Letras diferentes indicam diferencas significativas
(Anova One-way, p < 0.05).

5.7 Solubilizagdo de Oxido de Zinco
Para solubilizacdo de 6xido de zinco, como demonstrado na figura 9, apenas P.
aeruginosa (CaRJ 81) demonstrou capacidade de solubilizacdo no meio sem adicdo de NaCl

5% (p/v) e seu indice de Solubilizagio foi classificado como baixo (IS < 2).
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Figura 9: Matriz de presenca e auséncia pra o teste de solubilizagcdo de fosfato de calcio em meio sélido
[Cas(PO,),], em meio com e sem adicdo de 5% de NaCl; B — Imagem da placa com meio de fosfato de calcio em
meio sélido [Caz(PO,),], com o isolado formado o halo de solubilizagio (seta vermelha); C — Indice de

Solubilizacdo (1S) do isolados em meio com 6xido de zinco.

5.8 Analise conjunta das caracteristicas de promocédo de crescimento dos isolados
associados a Blutaparon portulacoides

Apo0s a andlise conjunta dos resultados qualitativos de promoc¢édo de crescimento dos
isolados associados a B. portulacoides constatou-se que os isolados Microbacterium sp.
(CaRJ95), Aeromicrium sp. (CaRJ45), B. siamensis (CaRJ90) e B. altidudinis (CaRJ86)
apresentaram caracteristicas similares de promocdo de crescimento, tais como produgédo de
compostos inddlicos com e sem adicdo de NaCl, crescimento em 5% (p/v) de NaCl e Fixacéao
Biologica de Nitrogénio. Enquanto E. hormaechei (CaRJ111) e B. safensis (CaRJ113), além
de compartilharem essas caracteristicas, solubilizaram Fosfato de Calcio também em meio

com adicdo de NaCl.
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A Solubilizagdo de éxido de Zinco, destacou P. aeruginosa (CaRJ81) dos demais
isolados quanto ao teste de promogéo de crescimento. Por outro lado, S. tamaricis (CaRJ75)
mostrou resultados superiores em termos de halotoleréncia e obteve resultados positivos em
quase todos os testes de promocao de crescimento, com excecdo para solubilizacdo de Oxido
de Zinco. Além disso, destacamos que para os isolados N. kimnyeongensis (CaRJ34) e P.
deserti (CaRJ83), ndo foi realizada a avaliacdo da produgdo de compostos indélicos (Figura
10
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Figura 10: Matriz de presenga e auséncia com as caracteristicas de promocéo de crescimento e crescimento em NaCl dos isolados bacterianos assoaciados a Blutaparon
portulacoides. Fixagdo de Nitrogénio (FN); Fixacdo de Nitrogénio + NaCl; Solubilizacdo de Fosfato de Célcio (SFC); Solubiliza¢do de Fosfato de Célcio + NaCl; Producédo
de Compostos Indélicos sem Triptofano (AlA); Producdo de Compostos com adicdo de Triptofano (AIA + T); Produgdo de Compostos Inddlicos Sem Triptofano + NaCl
(AIA + NaCl); Produgdo de Compostos Inddlicos com Triptofano + NaCl ; Solubilizacdo de Oxido de Zinco ( (0Z); Solubilizagio de Oxido de Zinco + NaCl (OZ + NaCl)
Crescimento dos isolados em meio NB sem NaCl (NaCl_0%); NB + 5% de NaCl (NaCl_5%); NB + NaCl (NaCl_15%); NB + 20% de NaCl (NaCl_20%).
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5.9 Avaliacdo da resisténcia de Salinicola tamaricis (CaRJ75) a crescentes
concentracodes de NaCl

O isolado Salinicola tamaricis (CaRJ75) obtido da placa de Petri contendo meio NB +
20% de NaCl (p/v), foi submetido a andlise de tolerdncia a NaCl com o objetivo de
compreender sua capacidade de crescimento em condigdes crescente de salinidade. O ensaio
apontou que o isolado apresenta crescimento visivel em concentra¢cdes de NaCl variando de 0
a 25,0% (p/v), com melhor desempenho de crescimento em uma concentracao de 5,0 (p/v) de
NaCl (Figura 11).
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Figura 11: Curva de tolerancia a salinidade de Salinicola tamaricis (CaRJ75), em concentragdes
crescentes de NaCl (0-30%) ao longo de 72 horas.

5.10 Avaliacdo da Solubilizacdo de Fosfato de Célcio [Ca3(PO4)2] por Salinicola
tamaricis (CaRJ 75) em Meios com Gradientes Crescentes de NacCl

O teste realizado com a estirpe CaRJ 75 evidenciou que o indice de Solubilizago (IS)
foi classificado como médio para concentracdes de 0% e 5% de NaCl, enquanto para 10% e
15% de NaCl foi considerado baixo. Em concentragcbes de 20% de NaCl, ndo houve
crescimento de coldnias nem formacdo de halo solubilizador. Esses resultados estdo

representados de forma detalhada na Figura 12.
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Figura 12. A — indice de Solubilizagio (IS) de Salinicola tamaricis em concentracio de 0-20% de
NaCl em meio solido para solubilizacdo de Fosfato de Calcio [Caz(PO,).]. B — Imagem das placas de
cultivo, evidenciando o halo de solubilizagdo formado. Letra diferentes indicam diferengas
significativas (Anova One-way, p < 0.05).
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6 DISCUSSAO

6.1 Isolamento de bactérias associadas a plantas halofitas

Nesse estudo, objetivamos prospectar as bactérias associadas a espécie vegetal
Blutaparon portulacoides, especialmente aquelas capazes de crescer em uma faixa de
concentracdo de 5 a 15% de NaCl (p/v) e de apresentar caracteristicas associadas a promocgao
do crescimento vegetal. Adicionalmente, avaliamos como tais caracteristicas de promoc¢éo sao
afetadas pela exposicao das bactérias a salinidade

Dentre os 12 isolados identificados, quatro pertencem ao género Bacillus: Bacillus
siamensis, Bacillus altitudinis, Bacillus safensis e Bacillus velezensis. Tal género compreende
uma ampla e diversificada gama de bactérias, encontradas em mdaltiplos ambientes (Abriouel
et al., 2011) Essas espécies sdo reconhecidas por sua resisténcia e adaptabilidade a condi¢cdes
ambientais adversas. Em particular, cepas isoladas de ambientes hostis demonstram uma
notavel robustez, inclusive na producdo de enzimas especificas. Essas condi¢Oes desafiadoras
podem envolver altas temperaturas, baixo pH e elevada salinidade (Djelid et al., 2023).

Os quatro isolados pertencentes ao género Bacillus, mostraram resisténcia a 5% de
NaCl. Estudos anteriores identificaram que a espécie B. siamensis é capaz de crescer em
concentragdes de NaCl que variam de 0% a 14%, com seu crescimento ideal ocorrendo na
auséncia de NaCl (Sumpavapol et al., 2010). Da mesma forma, B. safensis (CaRJ113) exibiu
crescimento em concentracdes de NaCl variando de 0% a 16% (Wu et al., 2019). enquanto B.
velezensis (CaRJ97) foi capaz de prosperar em até 12% de NaCl (Ji et al., 2021), e B.
altidudinis (CaRJ86) demonstrou crescimento em concentracfes de NaCl de até 12% (Yue et
al., 2019). Esses resultados destacam a capacidade adaptativa do género Bacillus em
sobreviver e se desenvolver em condicdes de salinidade.

Algumas espécies de Microbacterium sp. foram previamente identificadas como
halotolerantes, sendo capazes de crescer em até 5% de NaCl (Zhang et al., 2017). Nossos
ensaios revelaram que um isolado pertencente a este género foi capaz de crescer em 5% de
NaCl, corroborando com tais estudos. Similarmente, um isolado do género Aeromicrobium foi
capaz de crescer na presenca de 5% de NaCl. Espécies do género Aeromicrobium tém sido
descrita como halotolerantes, com énfase a espécie A. halotolerans (Tuo, Yan & Liu, 2020;
Zhaoi et al., 2020).

Dentre as espécies que se mostraram tolerantes a 5% de NaCl, foi identificada também

a bactéria Pseudomonas aeruginosa. A P. aeruginosa, uma bactéria comum em ambientes
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marinhos, exibe resisténcia a salinidade, como demonstrado pela adaptacdo fisiologica da
cepa marinha 1200 ao ambiente oceanico (Khan et al., 2010). A diversidade genética e a
distribuicdo geogréafica dessas estirpes marinhas de P. aeruginosa também foram relacionadas
a sua adaptacdo a diferentes niveis de salinidade (Khan et al., 2007). Essas descobertas
destacam a diversidade e a capacidade adaptativa das bactérias em ambientes desafiadores.

Também dentre os isolados tolerantes a 5% de NaCl, foi identificada a bactéria
Paramesorhizobium deserti. Tal bactéria pertence a um novo género, isolado do deserto de
Taklimakan (Xinjiang, China) e tem sido destacada por sua resisténcia a multiplos
antibioticos, incluindo kanamicina, eritromicina e estreptomicina (Xue-Song et al., 2015).
Porém, este é o primeiro trabalho a relatar a resisténcia desta bactéria a salinidade.

Dois isolados, Nitratireductor kimnyeongensis e Isoptericola saltitolerans, foram
capazes de crescer em até 10% de NaCl. Estudos anteriores relataram o isolamento da
bactéria 1. saltitolerans em elevada salinidade (22,5%), apresentando concentracdo ideal de
crescimento de 9 - 11% de NaCl (Guan et al., 2013). N. kimnyongensis também ¢é uma
bactéria previamente associada a ambiente marinho, tendo sido previamente isolada de algas
marinhas. Segundo os autores Kang, Yang & Lee (2009), naquele trabalho, N. kimnyongensis
foi capaz de crescer em até 7% de NaCl. Nossos dados, portanto, indicam um maior nivel de
tolerancia a salinidade para esta bactéria (10% NaCl).

Dentre as bactérias isoladas, apenas um unico isolado, identificado como Salinicola
tamaricis, demonstrou crescimento no meio NB com adicdo de 20% de NaCl. Em andlises
subsequentes, como a avaliacdo de resisténcia a salinidade, verificou-se sua capacidade de
crescer em concentracfes de até 25% de NaCl (p/v). Esses resultados corroboram com 0s
achados descritos para a espécie por Zhao et al. (2017). Considerando sua elevada tolerancia a

salinidade, as caracteristicas desta bactéria serdo discutidas posteriormente.

6.2 Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio

Todas as estirpes caracterizadas neste trabalho apresentaram resultado positivo para
fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN), apés as cinco repicagens em meio JFNDb. A capacidade
de realizar FBN, para espécies de cada um dos géneros estudados, foi previamente
demonstrada, incluindo Bacillus safensis, Bacillus siamensis (Altimira et al., 2022; Gorai et
al.,, 2021), Enterobacter hormaechei (Aidilfitri et al., 2021; Ranawat et al., 2021),
Nitratireductor kimnyeongensis, Paramesorhizobium deserti, Microbacterium sp. (Lin et al.,
2012; Zhang et al., 2021), Bacillus altitudinis (Pranaw et al., 2020; Cortese et al., 2021),
Pseudomonas aeruginosa (Roychowdhury, 2017), Bacillus velezensis (Torres et al., 2020).
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Porém, dentre os 12 isolados, o isolado S. tamaricis (CaRJ75), foi o Unico que exibiu a
capacidade de FBN mesmo na presenca de 5% NaCl. O aumento da concentracdo de NaCl
pode influenciar negativamente a fixacéo de nitrogénio em bactérias, pois altas concentragdes
desse sal podem exercer estresse osmotico sobre as células bacterianas, afetando sua atividade
metabdlica e, consequentemente, sua capacidade de fixar nitrogénio (El-Fadaly et al., 2019).
Em nossos ensaios, S. tamaricis (CaRJ75) mostrou-se relevante ao manter sua capacidade de
fixacdo de nitrogénio mesmo sob condi¢des salinas, sugerindo uma adaptacdo eficaz a

ambientes salinos e destacando seu potencial para ambientes com altos niveis de salinidade.

6.3 Bactérias solubilizadoras de fosfato inorganico

Os resultados dos testes de solubilizacdo de fosfato de calcio destacaram seis estirpes
bacterianas capazes de realizar essa funcdo, reforcando informacdes anteriores na literatura
que indicam a diversidade de microrganismos com essa habilidade (Etesami & Glick et al.,
2018; Dey et al., 2021).

Ao considerarmos o impacto da salinidade no processo de solubilizacdo de fosfato,
notamos que o sal afeta o crescimento e a proliferacdo das células microbianas, e a formacéo
do halo de solubilizacdo, uma vez que o resultado das estirpes capazes de realizar a
solubilizacdo em meio com NaCl diminuiu em 50%, levando a uma redugéo na eficiéncia
desse mecanismo de promocdo de crescimento. Além disso, o IS das estirpes que
solubilizaram fosfato de calcio em 5% NaCl foi menor que no meio sem NacCl.

Varios estudos ressaltam a complexidade da interacdo entre as concentracdes de NaCl
e a capacidade de solubilizacdo de fosfato de calcio por microrganismos. Enquanto algumas
cepas bacterianas demonstram um aumento na solubilizagcdo na presenca de concentragdes
moderadas de NaCl, outras mostram uma reducéo ou tolerancia variavel ao sal (Jha, Saxena &
Sharma, 2014; Abdelmoteleb & Gonzalez-Mendoza, 2020). Além disso, a relacdo entre a
concentracdo de NaCl e a liberacdo de fosfato inorgéanico parece ser ndo linear, com uma
tendéncia de aumento seguida de uma diminui¢do. Essas nuances destacam a importancia de
uma compreensdo abrangente dos efeitos do NaCl nas atividades metabdlicas dos
microrganismos solubilizadores de fosfato.

Diversos estudos tém abordado a capacidade de solubilizacdo de fosfato, tanto
inorganico quanto organico, por bactérias, com destaque para espécies do género Bacillus.
Por exemplo, Afzal et al. (2023) isolaram 14 estirpes bacterianas, das quais B. velezensis, B.
subtilis e B. safensis demonstraram forte potencial de solubiliza¢éo de fosfato de célcio, além

de produzirem acidos organicos como acido glucénico, &cido malico e acido acetico.
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Especificamente, a estirpe B. velezensis mostrou o maior potencial na producdo de acidos
organicos, indicando um possivel aumento na acumulagdo de fosforo e outros macronutrientes
quando inoculadas no solo (Wu et al., 2019).

Por outro lado, Egamberdieva et al. (2014) investigaram a capacidade de Enterobacter
hormaechei em solubilizar fosfato de calcio em diferentes niveis de salinidade. Eles
observaram que essa cepa foi capaz de solubilizar fosfato na presenga de 2% de NaCl, porém
ndo a 3% de NaCl. Em contrapartida, em nosso estudo, a estirpe E. hormaechei (CaRJ111)
demonstrou capacidade de solubilizar fosfato de calcio mesmo em concentracfes de até 5%
de NaCl. No entanto, sua eficiéncia foi mais acentuada em meios isentos de NaCl (Aidilfitri et
al., 2021).

Segundo Buch, Archana & Kumar (2008), a maioria das bactérias solubilizadoras de
fosfato, como as espécies de Pseudomonas, o processo de liberacdo de fésforo de fosfatos
minerais pouco sollveis ocorre através da producgdo de altos niveis de &cido glucénico a partir
da glicose extracelular. Essa reacdo é mediada pela glicose desidrogenase periplasmatica, um
componente essencial do metabolismo da glicose em pseudomonadas. Alinhado a esse
mecanismo, em nossos estudos, observamos P. aeruginosa (CaRJ81) também foi capaz de

solubilizar fosfato de calcio.

6.4 Producédo de compostos indélicos

Nossos resultados revelaram um padréo distinto na resposta das cepas bacterianas a
salinidade em relacdo a producdo de compostos indolicos, especialmente quando o meio
estava suplementado com triptofano. Nossos resultados demonstraram que P. aeruginosa
(CaRJ81), E. hormaechei (CaRJ111), B. velezensis (CaRJ97) e B. siamensis (CaRJ90)
apresentaram uma reducdo significativa na producdo desses compostos quando expostos ao
NaCl, mesmo na presenca de triptofano. Molina et al., (2018) constatou que a producdo de
Azospirillum brasiliense de crescer e regular a biossintese de AlA é afetado por uma ampla
gama de diferentes fatores, como a salinidade, que afetou negativamente a producdo desses
compostos pela bactéria. Por outro lado, as cepas de Microbacterium e B. altitudinis (CaRJ86)
exibiram um aumento na produgdo de compostos indélicos na presenca de NaCl, mas somente
quando o0 meio ndo continha triptofano, destacando uma resposta diferenciada dessas bactérias
a salinidade. Porém, para outras estirpes como nédo foram observadas diferencas significativas
na producdo de compostos inddlicos em relacdo a salinidade no meio sem adicdo de
triptofano. Além disso, embora em Microbacterium sp. (CaRJ95) e B. altidudinis (CaRJ86) a

salinidade tenha mostrado uma influéncia positiva na producdo de compostos indolicos na
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auséncia de triptofano, essa tendéncia ndo se manteve no ensaio com adigdo de triptofano,
sendo menor a producdo desse composto em relacéo ao tratamento com adicdo de NaCl.

Ha relatos na literatura de diversas bactérias como Pseudomonas sp, Azospirillums sp.,
Bacillus sp., Klebsiella sp., Serratia sp e Enterobacter sp. contribuem para a secrecéo de AlA,
impactanto diretamente nos processos de crescimento das plantas (Etesami & Glick, 2024).
Além disso, ha uma lacuna significativa no conhecimento sobre os efeitos do sal nas
caracteristicas de Promocéo de Crescimento de Plantas (PGP), especialmente em relacdo a
espécies estudadas. Segundo Oliva et al., (2023) a producéo de compostos inddlicos em cepas
de Bacillus e Pseudomonas sdo reguladas de forma diferencial pelo NaCl e cepa especifica.
Molina et al. (2018) investigaram como a presenca de estresse salino afeta a producdo de
acido indolacético (AIA) pelo Azospirillum brasilense Az39. Eles observaram uma
diminuicao significativa na producdo de AIA pela cepa Az39 sob condi¢bes de estresse
salino. Enquanto que o estudo de Imperline et al. (2009) mostrou que a producgédo de AlA por
Sinorhizobium melioti resultou na ativagéo da resposta ao estresse abiotico

A producdo de auxina desempenha um papel essencial na interacdo entre bactérias e
plantas, influenciando processos de desenvolvimento e resposta a estimulos ambientais (Duca
& Glick, 2020; Etesami & Glick, 2024). No contexto do presente estudo, a avaliacdo da
producdo de auxina em diferentes tratamentos revelou uma notavel variabilidade nos
resultados obtidos. A diversidade nos niveis de producdo de auxina entre os tratamentos
sugere a influéncia de mdultiplos fatores experimentais ou ambientais na regulacdo desse
composto por bactérias. As disparidades observadas nos niveis de auxina produzidos em
resposta a diferentes condi¢Oes experimentais destacam a complexidade da regulagéo
hormonal em bactérias e a necessidade de uma analise aprofundada para elucidar os

mecanismos subjacentes a essas variacoes.

6.5 Solubilizacédo de éxido de zinco

Em nossas analises, apenas o isolado P. aeruginosa (CaRJ81) demonstrou capacidade
de solubilizar 6xido de zinco, e em meios isentos de NaCl. Fazin et al., (2002) investigaram a
solubilizacdo desse composto por P. aeruginosa, destacando a significAncia desse processo,
no qual as coldnias bacterianas foram capazes de gerar halos claros em meio solido contendo
0 Oxido de zinco insoluvel. O estudo ressaltou a importancia da presenca de glicose como
fonte de carbono para desencadear essa solubilizagdo, além de evidenciar o papel crucial do
acido 2-cetoglucénico na interacdo eficaz desses microrganismos com 0S CcOmMpOStos

metalicos insolUveis. Estudos anteriores também corroboraram a habilidade de bactérias
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Pseudomonas em solubilizar éxido de zinco, refor¢cando sua relevancia na ciclagem desse
elemento no ambiente (Nagaraju, Gundappagol & Mahadevaswamy et al., 2020; Pirhadi et
al., 2016).

6.6 A resisténcia de Salinicola tamaricis as crescentes concentracoes de NaCl

Salinicola tamaricis (CaRJ75) demonstrou elevada resisténcia a salinidade, sendo
capaz de crescer em até 25% de NaCl (p/v). A exposicédo a crescentes concentracdes de NaCl
revelou que, na presenca de concentracdes de 5, 10 e 15% de NaCl, o crescimento bacteriano
foi superior a condicdo controle, indicando a alta adaptacdo desta bactéria a condi¢Ges de
hipersalinidade.

S. tamaricis tem sido descrita como uma bactéria promotora do crescimento vegetal,
halotolerante, altamente tolerante a metais toxicos (Zhao et al., 2017). Embora alguns estudos
tenham identificado estirpes de S. tamaricis capazes de fixar nitrogénio (Saryanah et al.,
2023), o presente estudo é o primeiro a demonstrar sua capacidade de fixac&o de nitrogénio na
presenca de de 5% de NaCl (p/v).

Similarmente, este € o primeiro trabalho a avaliar a capacidade desta bactéria em
solubilizar fosfato de célcio sob crescentes concentracdes de NaCl. A bactéria é capaz de
solubilizar fosfato de célcio sob até 15% de NaCl, sendo seu 6timo em 5% de NaCl. Essa
adaptacdo sugere uma estratégia metabdlica Unica para otimizar o crescimento e a atividade
bioldgica em ambientes salinos, abrindo novas perspectivas para aplicacdes biotecnoldgicas e
agricolas. Entretanto, como abordado no tépico anterior, novos métodos de quantificacdo de

solubilizacédo de fosfato de célcio precisam ser testados para a confirmacdo desses resultados.
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7

CONCLUSOES

- Nosso trabalho permitiu identificar bactérias halotolerantes associadas a Blutaparon

portulacoides que apresentem caracteristicas de promocéo do crescimento vegetal.

- Foram identificadas 12 isolados bacterianos capazes de crescer na presenca de
concentragcdes iguais ou superiores a 5% de NaCl. Destas duas foram capazes de
crescer em até 10% de NaCl, e uma em até 25%. Juntos estes dados confirmam que
espécies vegetais de restinga, com énfase a B. portulacoides, representam promissoras

fontes para prospeccao de microrganismos tolerantes a condi¢cGes ambientais adversas.

- Dentre as bactérias identificadas, a BPCV S. tamaricis (CaRJ75) revelou-se
especialmente promissora, em virtude de sua elevada halotolerancia (25% NaCl), e a
capacidade de fixar nitrogénio, produzir AlA e solubilizar fosfato de célcio, mesmo na

presenca de NaCl.

- Juntos, os dados obtidos no presente trabalho abrem novas perspectivas para o estudo
de bactérias halotolerantes provenientes de ambientes de restinga. Futuros ensaios
abordando o efeito da inoculacdo com tais bactérias em plantas de interesse
agrondmico permitirdo avaliar o potencial destes microrganismos com promotores do

crescimento vegetal.
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