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1 Resumo

A presente tese dedicou-se a explorar como bactérias promotoras do crescimen-

to vegetal (BPCV) na forma de inoculantes podem auxiliar na mitigação de es-

tresses ambientais, utilizando a planta aquática Salvinia auriculata Aublet. como 

modelo de estudo. No capítulo 1 foi realizado um estudo da literatura, onde ob-

servou-se o desafio da salinidade em áreas agrícolas costeiras na América Lati-

na. No capítulo 2, foi realizado o isolamento de bactérias da planta aquática S. 

auriculata, as bactérias foram identificadas pelo sequenciamento do gene 16S 

rRNA aos níveis de espécie e de gênero. Com a finalidade de encontrar bactérias 

com características de promoção do crescimento vegetal foram realizados testes 

qualitativos de fixação biológica de nitrogênio, de solubilização de fosfato e de 

produção de compostos indólicos. A Enterobacter sp apresentou essas caracte-

rísticas e foi selecionada para ensaio de inoculação in vivo na planta S. auricula-

ta e após quatro dias de interação a planta apresentou aumento de biomassa 

fresca e seca quando comparada com as plantas sem a adição da bactéria. No 

capítulo 3, foi avaliado o nível de tolerância da bactéria Enterobacter sp a con-

centrações crescentes de cobre. A bactéria mostrou tolerância a cobre nas con-

centrações de 63 e 158 mgL-1. Posteriormente, Enterobacter sp foi inoculada em 

S. auriculata em um ambiente contendo 0,635 mgL-1 de Cu. Foi observado que a 

bactéria foi capaz de proteger a planta do estresse causado pelo cobre. No capí-

tulo 4 foi realizado um isolamento em área de restinga, explorando a tolerância 

bacteriana a salinidade e testando tais bactérias para promoção do crescimento 

vegetal, e produção de celulose. O isolado S3103 foi selecionado e inoculado em 

S. auriculata em meio contendo 100 mmol-1 de NaCl. O isolado testado foi capaz 

de minimizar o dano causado por NaCl nas plantas inoculadas. Os resultados 

apresentaram dados promissores com (BPCV) candidatas a inoculantes, a se-

rem aplicadas para tratamentos de ambientes contaminados por cobre e alta-

mente salinos.

Palavras-Chave: Salvinia auriculata, bactérias, promoção do crescimento ve-

getal, estresses ambientais, cobre, salinidade
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2 Abstract

This  thesis  was dedicated to  exploring how plant  growth-promoting bacteria 

(PGPB) in the form of inoculants can help mitigate environmental stresses, using 

the aquatic plant Salvinia auriculata Aublet. as a study model. In Chapter 1, a liter-

ature review was conducted, where the challenge of salinity in coastal agricultural 

areas in Latin America was observed. In Chapter 2, bacteria were isolated from 

the aquatic plant S. auriculata, and these bacteria were identified through 16S 

rRNA gene sequencing at the species and genus levels. With the aim of finding 

bacteria with plant growth-promoting characteristics, qualitative tests for nitrogen 

fixation, phosphate solubilization, and production of indole compounds were con-

ducted. The Enterobacter sp exhibited these characteristics and was selected for 

in vivo inoculation assay on the plant S. auriculata. After four days of interaction, 

the plant showed an increase in fresh and dry biomass compared to plants with-

out the addition of the bacterium. In Chapter 3, the tolerance level of the Enter-

obacter sp to increasing copper concentrations was evaluated.  The bacteria 

showed tolerance to copper at concentrations of 63 and 158 mg/L. Subsequently, 

Enterobacter sp was inoculated into S. auriculata in an environment containing 

0.635 mg/L of Cu. It was observed that the bacterium was able to protect the plant 

from copper-induced stress. In Chapter 4, isolation was conducted in a sandcoast 

area, exploring bacterial tolerance to salinity and testing such bacteria for plant 

growth promotion and cellulose production. The isolate S3103 was selected and 

inoculated into S. auriculata in a medium containing 100 mmol-1 of NaCl. The 

tested isolate was able to minimize the damage caused by NaCl in the inoculated 

plants. The results presented promising data with candidate plant growth-promot-

ing bacteria (PGPB) as inoculants, to be applied for treating environments con-

taminated by copper and highly saline conditions.

Keywords: Salvinia auriculata, bacteria, plant growth promotion, environmental 

stresses, copper, salinity.
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3 Introdução Geral

As plantas são organismos sésseis, devido a essa condição estão sujeitas 

a influência de estresses ambientais bióticos e abióticos durante todo o estágio 

do seu desenvolvimento (Leisner et al., 2022; Knudsen, et al., 2018). Os fatores 

bióticos incluem a colonização por insetos e microrganismos, como bactérias, 

fungos e protozoários, que causam diferentes danos às plantas. Os fatores abi-

óticos incluem salinidade, seca, radiação solar, inundação, temperatura e metais 

tóxicos (Zhang et al., 2022; Roeber et al., 2021; Suzuki et al., 2014). Dentre es-

ses, serão abordados no presente trabalho o aumento da biodisponibilidade de 

cobre e da salinidade. 

A salinidade da água doce ocorre tanto de forma natural em zonas costei-

ras, regiões áridas e semiáridas, quanto de forma antrópica através da irrigação 

das culturas agrícolas e de processos industriais (Siegel et al., 2022; Pulido-Bos-

ch et al., 2018). Considerando que ambientes dulcículas estão entre as principais 

fontes de água para consumo humano e que fornecem habitat para diferentes 

espécies aquáticas, faz-se necessário buscar soluções sustentáveis para mitigar 

os efeitos negativos da salinidade nessas áreas. 

No ambiente aquático, plantas aquáticas do gênero Salvinia foram anali-

sadas sob estresse salino (GOMES et al., 2017; OWENS et al., 2014, GOMES, 

et al., 2011 e JAMPEETONG et al., 2009) e sob estresse causado pelo cobre 

(PANFILI, et al., 2017; FREITAS et al., 2017; BIZZO et al., 2014) com isso são 

potenciais candidatas para contornar os efeitos prejudiciais desses estresses.

De um modo geral, são encontradas bactérias promotoras do crescimento 

vegetal (BPCV) associadas com plantas, que podem auxiliar na resposta a es-

tresses ambientais, uma vez que algumas delas são capazes de tolerar altas 

concentrações de elementos tóxicos (BORAH et al., 2023). Plantas aquáticas, 

porém, são ainda pouco estudadas no âmbito da sua microbiota. Além disso, am-

bientes que apresentam maior incidência salina como os ecossistemas costei-

ros, em especial as restingas, podem conter bactérias de grande valia para estu-

dos de inoculação. Esse ambiente é pouco explorado do ponto de vista microbio-

lógico (Magalhães et al., 2017; CLACINO et al., 2006).
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Bactérias com características promotoras do crescimento vegetal e toleran-

tes a metais e à salinidade podem ser usadas como inoculantes nessas plantas 

sob condição de estresse. Os inoculantes são produtos que contém microrganis-

mos (bactérias e fungos) com atuação favorável ao crescimento de plantas (Bra-

sil, 2004). Eles têm potencial para oferecer benefício econômico e ecológico, ao 

preservar um ambiente das condições desfavoráveis quanto ao uso de fertilizan-

tes químicos (Chaudhary et al., 2020). Na agricultura, o uso de inoculantes está 

estabelecido para algumas culturas, um exemplo é o cultivo da soja no Brasil (; 

Riviezzi et al., 2020; Salvagiotti et al., 2008; Alves et al., 2003). Por outro lado, a 

aplicação ambiental dos inoculantes é incipiente e pouco se conhece sobre os 

efeitos interativos de BPCV inoculadas em plantas aquáticas mediante condi-

ções de estresse.

O presente trabalho buscou entender como bactérias promotoras do cres-

cimento vegetal (BPCV) na forma de inoculantes podem auxiliar na mitigação de 

estresses ambientais, utilizando Salvinia auriculata como modelo de estudo. Ini-

cialmente, foi realizado um estudo da literatura, onde se observou o desafio da 

salinidade em áreas agrícolas costeiras na América Latina (Capítulo 1), em se-

guida foram exploradas bactérias isoladas da planta aquática Salvinia auriculata 

(Capítulo 2). Foi avaliada a resposta da bactéria Enterobacter sp a cobre (Capítu-

lo 3). Então, foi realizado um novo isolamento em área de restinga, explorando a 

tolerância bacteriana a salinidade e testando a ação como inoculante de Salvinia 

auriculata (Capítulo 4).  Os resultados apresentaram dados promissores com 

bactérias candidatas a inoculantes, que serão apresentados nos quatro capítulos 

a seguir. Após estes tópicos, foram feitas as considerações finais da tese com as 

contribuições e perspectivas futuras do trabalho. 
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4 Capitulo 1 Coastal Agriculture in Latin America: typical abiotic 
stresses and the use of microbial inoculants

4.1 Abstract

Coastal areas are employed for agriculture worldwide. Nonetheless, in compari-
son with other arable areas, these sites present typical challenges, especially abi-
otic stresses such as high salinity and drought. Even though cultivation types vary 
across different countries, beneficial microorganisms play a key role in helping 
plants tolerate these stresses. The microbes are naturally present in the soil and 
might be enriched in such environments through the use of inoculants designed to 
improve plant growth while decreasing or even eliminating the need for chemical 
fertilizers, which might be detrimental to soil and water quality. This represents a 
sustainable alternative to traditional methods in agriculture, which have, over the 
years, polluted water bodies and shifted soil quality through spikes in nutrient 
availability. In this chapter, we review the challenges of Latin American coastal 
agriculture and the perspectives for the use of microbial inoculants as a sustain-
able and effective technology in these areas.

Keywords: Agriculture 4.0, Salinity, Plant-Microbe Interaction.
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4.2  Introduction

Coastal zones are the most populated and economically active regions 

worldwide, where despite the presence of places with lower population density 

and  areas  of  environmental  conservation  (mangroves,  estuaries,  and  sandy 

coast, for example), one can also find regions with great urbanization accompa-

nied by industries, ports, tourist activities, and also large cultivated areas. There-

fore, it is common to see problems of anthropogenic origin in these coastal areas, 

such as soil and water contamination [1]–[3].

In Latin America, some coastal ecosystems such as xeric shrublands (as 

the matorrales in Mexico and the Caatinga biome in Brazil) have aridity as their 

hallmark [4], [5]. In some cases, such as in the Chilean and Peruvian deserts and 

Patagonia to the south of the continent, this is due to the influence of the Andes 

Mountains, on the Pacific coast of South America, which is reflected in stressful 

environmental conditions for agriculture due to low rainfall and availability of nutri-

ents in the soil  [6]. Microorganisms residing in such ecosystems have specific 

mechanisms for the acquisition of nutrients (carbon, nitrogen, and phosphorus), 

which can help plant growth, playing a fundamental role in biogeochemical cycles 

[7] (Figure 1).

Figure 1: Coastal regions of Latin America considered in this review. Colors vary in each country. 
In gray: Countries not included in USDA maps and continental regions. Coastal lines are for illus-
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tration purposes only and are not to be scaled. Regions to the south of Los Lagos (Chile) were not 
represented in USDA maps and are thus not shown.

Temperature stress, especially high temperatures, is capable of causing 

irreversible damage to plant growth. The increase in temperature will inevitably 

lead to increased evaporation and more salinization. In the case of coastal areas, 

the influence of the salinity on crop growth is critical [8] Other major challenges for 

advancing agriculture in these coastal environments are high sunlight intensity, 

soil pH (commonly acidic in tropical areas) [9], and different soil textures (sandy 

soils have difficulty retaining water) [10]–[12]. Water scarcity and increased tem-

perature can have direct negative impacts on crops, as they limit plant develop-

ment. Increased salinity in soils associated with low nutrient content and long pe-

riods of drought also cause a decrease in yield [12], [13].

The environmental conditions in a given space shape the associated living 

community. This dynamic poses one of the greatest ongoing challenges in agri-

culture, since microorganisms improve plant growth, and when their survival is 

threatened, yielding is equally at risk [12]–[14]. Thus, research on the association 

between the adverse conditions found in arid and desert regions and the native 

soil microorganisms is of great importance, as they are better adapted to these 

extreme conditions [15], [16]. This work is dedicated to reviewing agricultural ac-

tivities in coastal areas of Latin America based on distribution maps made avail-

able by the United States Department of Agriculture (USDA – available on < 

https://ipad.fas.usda.gov/ogamaps/cropproductionmaps.aspx>,  accessed  on 

April 12, 2022), reviewing the advantages of microbial inoculants for crops under 

specific abiotic stresses such as salinity and drought, and the biotechnological 

potential of the application of inoculants composed of fungi and bacteria as a sus-

tainable alternative to recurrent techniques with chemical fertilizers. Mainly, stud-

ies on so-called “commodity” crops are explored: wheat, sunflower, soybean, 

sorghum, rye, rice, rapeseed, peanuts, oats, corn, cotton, barley, and oil palm. It is 

important to note that the crop distribution maps by USDA do not include several 

countries in Latin America, especially the Caribbean islands, Honduras, El Sal-

vador, Nicaragua, and Venezuela (Figure 1). For this reason, the scientific litera-

ture relating to these regions may be underrepresented in this material.
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4.3 Abiotic stresses in coastal agriculture 

Abiotic stresses strongly affect agricultural production [17]. In the case of 

coastal regions, the main stress factors for crops are drought, salinity, and high 

temperatures, which may be accentuated due to climate change [18]. For exam-

ple, studies show that sea-level rise increased salinity in coastal areas of India 

from 1% to 33% over 25 years, directly impacting agricultural areas in the region 

[19]. 

In the 2017 book “Handbook of Drought and Water Scarcity”, Saeid Es-

lamian & Faezeh Eslamian review in depth the concepts and characteristics of 

drought. According to the authors, a consensus definition would be; “an extended 

period a season, a year, or several years of poor rainfall relative to the statistical 

multiyear mean for a region”. According to the authors, there are four types of 

drought: meteorological (dry weather that lasts long enough to unbalance the 

availability of water in a given region), hydrological (when the amount of water in 

reservoirs and water bodies is below average), agricultural (rainfall deficit capable 

of considerably affecting agricultural production), and socioeconomic and envi-

ronmental drought (the latter being related to the effects of previous definitions on 

human activities). All these concepts are characterized by the combination of cli-

mate and soil factors, and in the case of agricultural drought, the crop itself di-

rectly impacts production [20].

Drastic decreases in the water supply are one of the most impacting abiotic 

stress factors in agriculture [20], [21]. Since plants absorb nutrients through the 

roots by capturing water, if there is a water deficit, this will also imply a lower ab-

sorption of these nutrients. Therefore, whether they occur in a short period or 

even months, droughts directly impact plant physiology, root structure, and archi-

tecture and can occur in any climate regime in the world [20], [22]. Drought is an-

other frequent abiotic stress in coastal areas, resulting in uneven rainfall distribu-

tion [22]. According to Curtis (2019) [23], the rainfall regime in coastal areas is not 

well resolved, precisely because these are common areas where rain originates. 

The author also highlights that there is a significant drop in precipitation as we 

enter deeper into the continent.  Research by  Sousa Santos et al. (2020)  [24] 

shows relevant nuances can be seen even in adjacent areas used for the cultiva-

tion of coconut in the Ceará State, in Brazil (Figure 1). According to the authors, 
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the palms closer to the coastline are more affected by salinity stress, but one area 

in which soil moisture is kept during dry seasons was also present, which allevi-

ates the salt stress. The authors also highlight the decrease in yield in non-irri-

gated areas.

Salt stress in coastal and continental soils can be established by natural 

and anthropogenic forms [25]. Naturally, it is caused by weathering with the re-

lease of different types of salts (e.g. chlorides, sulfates, and bicarbonates of Na, 

Ca, and Mg) carried by water in the soil [26], and by marine spray from the ocean 

transported by winds and rainfall [17]. Anthropogenic forms include the deposition 

of saline water used for irrigation  [25] and inadequate irrigation management, 

which leads to the elevation of salts present in underground water to the soil sur-

face. Two relevant examples can be found in Peru; the aquifer La Yarada, in the 

Tacna region (Figure 1), one of the few water resources in that area, has been 

overexploited for agriculture and other activities, including the expansion of the 

Tacna city. Such overexploitation now causes the intrusion of seawater into the 

soil and undergrounds, intensifying the water salination and scarcity in that region 

[27]. Unusual salinity levels can also be found in the Nepeña Valley, region of Án-

cash (Figure 1), which according to  [28] happens due to intensive agriculture, 

even though it is confusing if this salination is recent or from prehispanic times.

It is estimated that more than 830 million hectares of arable land are being 

affected by salinization worldwide [12]. This process is relatively common in arid 

and semi-arid coastal and continental regions, being related to the geological for-

mation itself, low rainfall, soil type, and, in certain cases, due to the agricultural 

development of that given region [17]. For example, in Argentina alone, approxi-

mately 600,000 ha of irrigated soil is affected by salinity. In Brazil, 30% of the 

500,000 ha of irrigated areas in the Northeast are in process of salinization. In 

Mexico, 20% of agricultural land is also undergoing salinization. In Ecuador and 

Cuba, the main cause of salinization is the use of poor-quality water or the use of 

saline water, and excessive use of chemical fertilizers [29]. 

Increased salinity due to maritime influence and groundwater overexploita-

tion is common in coastal regions, which decreases the enzymatic activities in the 

soil, and microbial biomass and, consequently, reduces the microbial growth rate 
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[12]. As a result, salinity directly affects the concentration of organic matter in the 

soil in these regions, as well as its availability, since microorganisms are responsi-

ble for a large part of the processing of nutrients in biogeochemical cycles [30].

The predictive study by Gupta et al. (2020) [22] warns that by 2050 we will 

have a decrease in the supply of water for agriculture, while, in the same period, 

there will be a growing increase in the demand for arable land. This study de-

scribes that historically, drought has always been more influenced by low precipi-

tation, but the authors also predict the influence, mainly, of the increase in temper-

ature associated with climate change alternating with drought cycles. Such cycles 

are common, for example, in the Maipo River, and the Santiago region of Chile 

(Figure 1). Nonetheless, research by Peña-Guerrero et al. (2020) [31] highlights 

that the ever-growing demand for agricultural products in that region will likely be 

affected by the water availability and quality in the Maipo River basin. Loitzen-

bauer & Bulhões Mendes (2012) [32] describe a mathematical model to under-

stand how much of the water in the Tramandaí River, in the State of Rio Grande 

do Sul, Brazil (Figure 1) can be used without harm to salinity dynamics, suggest-

ing the application of licenses to regulate water use.

Biotechnology is also increasingly used in agriculture, ranging from classi-

cal plant improvement through crossing wild and cultivated plant varieties to ge-

netic  engineering,  using genetically  modified,  transgenic,  and strass-adapted 

ecotypes of plants [33]. For example; in Chile, different ecotypes of quinoa, which 

is native to the Andes region, have different tolerance to salinity. Ruiz et al. (2016) 

[34] describes that the Salares ecotype, native to the salt flats of Bolivia, Chile, 

and Argentina, tolerates up to 500 mM (millimolar) of NaCl, while ecotypes native 

to the Andean lowlands are more sensitive to salinity. 

As another example, using beneficial microorganisms in plants contributes 

to the sustainable development of crops and simultaneously influences economic 

development, as it is a low-cost tool. Paul & Nair (2008) [35] describe the potential 

of Pseudomonas fluorescens MSP-393 for use as a microbial inoculant in coastal 

areas, considering its high salt tolerance. For this research, the authors have ap-

plied sophisticated techniques such as HPLC and MALDI-TOF. Such experimen-

tal design raises the awareness that even though biotechnological techniques 
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might play an important role in achieving greater productivity and greater eco-effi-

ciency, they require high technical skills for implementation and maintenance, 

which is a challenge for small farmers [36]. Thus, the application of PGPMs is a 

biotechnological tool with the potential to improve plant growth and mitigate the 

effects of abiotic stresses on crops [37]–[39]. The use of plant growth-promoting 

microorganisms (PGPMs) in agricultural production systems has been used in 

specific crops such as soybeans [40]–[42], and sugarcane [43]–[45]. Coastal en-

vironments are a source of prospection for these microorganisms and can have 

their agricultural production improved through the formulation and application of 

microbial inoculants, which are biological preparations from cultures of beneficial 

microorganisms, which can help the host plant to control pathogens, acquire nu-

trients, and better resist environmental stresses [46], which we review over the 

next topics.

4.4 The role of microorganisms in agriculture

Microorganisms (bacteria, fungi, unicellular eukaryotes, and some groups 

of algae and metazoa) are the most diverse and abundant group of living beings 

in nature [47]. It is hypothesized that bacteria were the first organisms to appear 

on the planet, having colonized even the most inhospitable environments and 

playing important roles in biogeochemical cycles (Figure 2). Thus, microorgan-

isms are required for the availability of macronutrients, such as nitrogen, through 

biological nitrogen fixation, nitrification, and denitrification [48]. Alongside fungi, 

bacteria also contribute to the solubilization of phosphate, potassium, and zinc 

[49]. Furthermore, microorganisms actively act in the metabolism of carbon diox-

ide, methane, and nitric dioxide, important greenhouse gases (GHGs) [48] (Figu-

re 2).
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Figure 2: Biogeochemical cycles in the soil and greenhouse gases emissions. Pink arrows corre-
spond to the processes of carbon cycling (C), considering the mineralization of organic C in the 
soil, fixation of carbon dioxide (CO2), and oxidation of methane (CH4). The green arrows corre-
spond to the nitrogen (N) cycling processes, highlighting the fixation of atmospheric nitrogen (N2), 
nitrification, denitrification, organic N mineralization, and ammonia (NH3) oxidation associated 
with the reduction of ferric minerals. Blue arrows represent the phosphorus (P) cycling processes, 
from its dissolution into inorganic phosphorus and mineralization of organic phosphorus, including 
the action of Phosphate Solubilizing Bacteria (PSB). Yellow arrows represent the Sulfur (S) cycling 
processes and black arrows highlight the emission of greenhouse gases, including gases emitted 
due to the heating of compounds that can occur in the burning processes that are eventually car-
ried out in some agricultural systems, such as Nitrogen Oxides (NOx). 

Bacteria and fungi that exhibit beneficial traits for plant development are 

called plant growth-promoting microorganisms (PGPM). In addition to nutrient 

assimilation, they can help plants directly through the production of phytohor-

mones (e.g. auxins and gibberellins); and siderophores to capture iron, thus cov-

ering the main limiting factors for plant growth [50]. Evermore studies are carried 

out on the prospection of these PGPMs and their potential to alleviate stress 

symptoms in plants. Zahir et al. (2008) [51] demonstrated a direct action of PGPM 

in Pisum sativum (peas); the action of ACC Deaminase, an enzyme responsible 

for the hydrolysis of 1-carboxylic acid 1-aminocyclopropane (ACC) into α-ketobu-

tyrate and ammonia, allows the plant to become more tolerant to the effects of 

ethylene, when under conditions of salt and water stress. Meanwhile, PGPMs can 

also help plants indirectly by inhibiting the action of phytopathogens, synthesizing 

antimicrobial metabolites as active biocontrol agents, competing for nutrients, 

and even stimulating systemic plant resistance [50] (Figure 3). Such concepts are 

crucial to the development of microbial inoculants. Their use is an interesting 



18

strategy in the context of Agriculture 4.0 and, if the included microorganisms are 

adapted to existing stressors,  the chances of  success increase considerably 

[52]–[54].

Figure 3:Direct and indirect mechanisms promoted by Plant Growth Promoting Microorganisms 
(PGPM) against the presence of abiotic stresses.

Changes in land use for agriculture and urbanization negatively impact soil 

quality [55]. GHG emissions, typical of anthropic activities and one of the main 

causes of climate change, also affect soil quality and harm the rainfall regime, 

whether due to drought or even flooding, which washes and breaks down soil ag-

gregates [56]. Currently, about 40% of the habitable land worldwide (excluding 

deserts, glaciers, and rocks) has been transformed into agricultural (cultivated 

and/or pasture) areas. Nonetheless, currently cultivated areas correspond to ap-

proximately 25% of that total [57]–[59]. Land overexploitation causes a decrease 

in the soil organic matter content, directly impacting fertility and biodiversity, espe-

cially microbial diversity. Shifts in microbial diversity are indicators of soil degrada-

tion [60]. Land preparation processes in annual crops, for example, break down 

soil aggregates, causing an imbalance in the microbiota (e.g. bacteria and fungi 

involved  in  organic  matter  degradation  processes)  which,  consequently,  in-

creases CO2 consumption, decreasing soil organic carbon stocks [61].

How organic contaminants act on microbial communities in terms of car-

bon decomposition is still not very well understood [7]. However, it is known that 

the plant-microbe interactions are directly affected by environmental changes, 

both positively and negatively [62]. Studies have shown that high levels of CO2 
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favor root colonization by mycorrhizae and improve the interaction between rhizo-

bia and legumes  [63]. The literature describes that the presence of symbiotic 

microorganisms can mitigate or even neutralize the effects of aridity or adverse 

temperatures on plants (native and cultivated), increasing their tolerance and al-

lowing better development [64], [65]. Therefore, understanding the complex ac-

tion of microorganisms in the soil is essential to ensure greater agricultural pro-

ductivity. Throughout time, bacteria and fungi remain key elements for the avail-

ability of nutrients and the response of their plant hosts to the challenges pre-

sented by the environment.

4.5 The role and characteristics of the soil in coastal agriculture

Cultivation forms and main crops change according to the region across 

the Latin American coast, in large part due to different climatic conditions, nutrient 

availability, and ecosystem type. In coastal regions, these factors are influenced 

by rivers and seas, which change their dynamics and course over time on Earth 

[66]. This influence can be verified through the soil, in the local ecosystem, and 

even in geopolitical characteristics [67].

The Latin American coast has a great diversity of landscapes, with the in-

fluence of the Andes mountain range on the Pacific coast, which contributes to the 

formation of commonly arid regions through the blocking of winds and rain, in the 

region known as Diagonal Arid [6]. On the other hand, the Atlantic coast, mainly 

due to the tectonic movements of the South American plate, does not have com-

parable mountain ranges, being influenced by the deltas of large rivers, such as 

the Rio de la Plata, São Francisco, and Amazonas [68].

Among the coastal or predominantly continental biomes and ecosystems 

with coastal portions most affected coastal agriculture in Latin America (as seen 

in (Boit et al. (2016) [69] and Reis et al. (2020) [70]) are (i) savannas such as the 

pampas between Brazil, Uruguay, and Argentina and a portion the cerrado; (ii) 

tropical forests such as the Atlantic Forest, which covers most of the Brazilian 

coast, the Chocó-Darién Forest in Colombia, Forests in southern Mexico and a 

small coastal portion of the Amazon forest, and (iii) arid and semi-arid coastal re-

gions, in Andean biomes in Colombia, Peru, Chile, and Mexico, and a small por-

tion of the Brazilian Caatinga (Figure 1).
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Historical maps from FAO  [71] show different farming systems in Latin 

America, some of which are characteristic of coastal regions. In these more arid 

parts of the continent, irrigated farming systems predominate, including northern 

Mexico and the entire Andean chain; “Pampas and Campos” farms dedicated to 

the production of cereals and livestock, covering the Mar del Plata region and 

southern Brazil; mixed intensive agriculture, covering part of the Brazilian Atlantic 

Forest; and “Coastal plantation and mixed”, in most of the non-arid Latin Ameri-

can coast. Although such historical documents might be outdated, it is clear that a 

large part of this distribution of systems is maintained, considering the main areas 

of palm oil production [72], cocoa [73], and sugarcane [74], for example.
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Figure 4:Presence-absence map and adjacent clustering of regions based on cultivated crops 
according to USDA.Green (presence) Gray (absence)

As seen in Figure 1, when analyzing USDA (United States Department of 

Agriculture) geographic distribution data [72], there is slight geographic segmen-

tation among crops in Latin America; while wheat, corn, and sorghum are widely 

distributed, crops such as oats, rye, barley, and sunflower are more restricted and 

co-occur (Figure 1). However, according to our review of the data, some regions 
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and provinces are multifaceted in crop distribution. For example, the province of 

Buenos Aires, Argentina (not to be confused with the Autonomous City of Buenos 

Aires, the capital of the country) concentrates the planting of nine of the 15 in-

cluded crops, missing only the cultivation of peanuts, rice, cotton, and palm oil 

(Agricultural  data  is  for  all  Argentina  is  available  under 

<https://datos.magyp.gob.ar/dataset>, accessed on April 12, 2022). Other geo-

graphically close regions, especially the provinces of Colonia and San José in 

Uruguay, and the three states that make up southern Brazil (Rio Grande do Sul,  

Santa Catarina, and Paraná), are united by the cultivation of wheat, corn, and 

soybeans, with exception to the state of Santa Catarina, where soybean planting 

in coastal regions was not detected [72]. These similarities can be partially ex-

plained by climatic conditions, soil formation in the Rio de la Plata basin, and the 

presence of the Pampa biome, common to Uruguay, parts of Rio Grande do Sul 

and Argentina. Some planting differences include the presence of sunflower and 

barley in Uruguayan regions, absent in neighboring regions in Brazil, and corn 

planting in Brazilian states, absent in Uruguayan regions.

Other agricultural hubs are present on the Pacific coast of northern Latin 

America, including the departments of Nariño, Cauca, and Valle del Cauca in 

Colombia and the departments of  Áncash,  Arequipa,  La Libertad,  and Lam-

bayeque in Peru, which are major producers of wheat, rice, and corn. In Cauca 

and Nariño, peanuts and oil palm are also planted [75], [76]. These regions are 

quite geographically distinct; the Colombian coast has a greater presence of hu-

mid forests, where the soil can contain large amounts of organic matter in superfi-

cial layers, deposited by litter and other decaying elements [77]. Even so, deeper 

layers are often nutrient-poor, making them unsuitable for agriculture [78]. Mean-

while, the Peruvian coast, like the Chilean coast, is arid and bounded by the An-

dean mountain range.

4.6  Microbial inoculants as a sustainable alternative

The use of microbe-based agricultural inoculants is not a recent technol-

ogy. According to Santos et al. (2019) [79], the first patent describing the use of 

microbial inoculants dates to 1896, which indicates its informal use years prior to 

that. Microorganisms participating in these formulations generally improve plant 
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growth through the increase in phosphorus and nitrogen uptake, macronutrients 

that are essential to all living beings, especially in the processes of nucleotide and 

amino acid synthesis. Thus, such elements are commonly limiting factors in plant 

growth and their supplementation brings better yields [21]. Likewise, other factors 

can limit agricultural production, such as diseases of various types caused by all 

domains of life, especially bacteria, fungi, nematodes, and viruses. The monocul-

ture scheme, still widely used despite its known risks, has greater susceptibility to 

pests, since the cultivated plants are usually clonal or genetically similar. These 

factors can help to explain the need for fertilizers and pesticides, however, their 

wide use and difficulty of replacement bring great challenges in the field, because 

despite being profitable, chemical fertilizers have a high environmental cost.

Estimated emissions  of NO2 (nitrous dioxide) indicate that agriculture is 

responsible for the emission of 86.6% of this gas, which means that the fertilizer 

industry is a considerable emitter of GHGs [80]. During the application of nitrogen 

fertilizers, N2O (nitrous oxide) is released into the atmosphere. This greenhouse 

gas is 300 times more potent than carbon dioxide [81]. The use of phosphate fer-

tilizers also has limitations; taken from rocks, phosphate reserves are currently 

running out [82]. In this scheme, it is estimated that only 15 to 25% of applied 

phosphorus is absorbed by plants [83] that part of the fertilizers not used by the 

plants leaches into water bodies (rivers, lakes, estuaries, and finally, the sea), 

which then become eutrophic due to the increase in nutrients load (especially ni-

trogen and phosphorus), which profoundly unbalances the community of micro-

organisms, and therefore, all the fauna and flora of these environments [84]. Eu-

trophication also leads to the proliferation of cyanobacteria and dinoflagellates, 

causing the so-called algal blooms. In addition to preventing the entry of light by 

covering the surface of water bodies and consequently corrupting the oxygen cy-

cle, these microorganisms commonly produce harmful toxins for human and envi-

ronmental health [85]. In summary, microbial inoculants bring positive perspec-

tives to the agricultural sector, since they generate an increase in productivity and 

present a low risk of environmental contamination, in addition to affordable selling 

prices [86] or being a nature-based solution that optimizes the role already played 

by beneficial microorganisms in biogeochemical cycles.
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Some studies propose complementing chemical fertilization with microbial 

inoculants; for example, offering rock phosphate together with phosphate-solubi-

lizing microorganisms, ensuring the gradual release of that nutrient, as required 

by the plant, thus reducing costs and avoiding problems with leaching and eu-

trophication [87]. A study conducted by Ditta et al. (2018) [88] compared the effec-

tiveness of organic fertilizers enriched with natural phosphate, associated with 

phosphate-solubilizing microorganisms, and the use of diammonium phosphate 

used in legumes, showing very similar results between the two treatments, espe-

cially when there is an association of the organic fertilizer with PSM and diammo-

nium phosphate, with an increase in soil aggregate stability by up to 37%, an in-

crease of up to 24% in the nodules and an increase in the aerial part by up to 19%. 

Another interesting strategy is the formulation of microbial inoculants using 

microorganisms native to that given environment where they will be applied. In 

this case, a previous phase of bioprospecting for PGPM strains is necessary. In 

this way, the survival of microorganisms is not compromised, as they are already 

adapted to the environment. Two examples are available in the Northeastern re-

gion of Brazil; Fernandes & Fernandes (2000) [89] characterized rhizobia from 

coastal flatlands in the city of Aracaju, in the State of Sergipe (Figure 1) with bio-

logical nitrogen fixation capacity when associated with pigeon pea (Cajanus ca-

jan). The native rhizobia of coastal tablelands showed great potential for use as 

pigeon pea inoculant, as they have a high capacity for biological nitrogen fixation 

and characteristics that favor survival in the soil. Souza & Martins (2010) [4] se-

lected isolates of native rhizobia from agricultural soils in the municipality of Areia, 

State of Paraíba (Figure 1), and found native nitrifying bacteria capable of nodu-

lating and fixing nitrogen in Vigna unguiculata.

Studies carried out in several countries with microorganisms from coastal 

regions with dunes have revealed potential microorganisms for use in agriculture, 

mainly due to the production of Indole Acetic Acid (IAA), increasing the yield of 

bean seedlings, production of gibberellin used in the production of rice demon-

strating root growth. Rhizobia isolated from legumes from dune regions on the 

west coast of India demonstrated the ability to increase nodulation and nitrogen 

fixation, in addition to increasing the development of cowpea roots and shoots. 
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The biggest difficulties in the implantation of microbial inoculants in world 

agriculture  have been mainly  the  competition  of  traditional  methods  already 

widely used of chemical fertilization and, to a lesser extent, the need for more re-

silient protocols, which serve different cultures in different regions worldwide [90]–

[92]. However, we hypothesize that this technology will become progressively 

more widely used and well established, due to unsustainability and environmental 

damage caused by years of chemical fertilizer use. The excessive use of agro-

chemicals, mainly in coastal areas causes damage because the high amount of 

these products make the soil even more salinized, causing losses in agricultural 

production [93]. To minimize these losses and improve soil quality, new sustain-

able and non-toxic alternatives need to be explored. Thus, the use of microorgan-

isms (bacteria and fungi) that maintain, at the same time, beneficial associations 

with plants and resistance to different abiotic stresses is a viable alternative [21], 

[94], [95]. Some products have been developed and commercialized as microbial 

inoculants. As an example, some plant growth-promoting bacteria were listed by 

[96]: Agrobacterium radiobacter, Azospirillum brasilense, Azospirillum lipoferum,  

Azotobacter chroococcum, Bacillus fimus, Bacillus licheniformis, Bacillus mega-

terium, Bacillus mucilaginous, Bacillus pumilus, Bacillus spp., Bacillus subtilis,  

Bacillus subtilis var. amyloliquefaciens, Burkholderia cepacia, Delfitia acidovo-

rans, Paenobacillus macerans, Pantoea agglomerans, Pseudomonas aureofa-

ciens,  Pseudomonas chlororaphis,  Pseudomonas fluorescens,  Pseudomonas 

solanacearum,  Pseudomonas  spp.,  Pseudomonas  syringae,  Serratia  ento-

mophilia, Streptomyces griseoviridis, Streptomyces spp., Streptomyces lydicus  

and various Rhizobia spp.

Microbial inoculants can be composed of single microorganisms or micro-

bial consortia. They can be applied either to seeds [97] to the plant or directly to 

the soil [98]. Generally, microbial inoculants used in agriculture are classified into 

three categories depending on the microorganisms involved: Bacterial inoculants 

involve nitrogen-fixing bacteria, phosphorus-solubilizing bacteria and symbiotic 

(fixing with the host plant), non-symbiotic (free-living) or associative (free-living 

with the host plant) bacteria (i), Fungal inoculants: arbuscular mycorrhizae and 

phosphorus-solubilizing fungi (ii), or Compound inoculants and consortia: a com-

bination of two or more microbial inoculants (iii)  [99]. Some countries in Latin 
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America were cited by Basu et al. (2021) [100] as manufacturers of microbial in-

oculants based on nitrogen-fixing bacteria (Table 1).

Table 1: An overview of PGPM-based biofertilizer products available in Latin America available.

Name PGPR Strains Country Crops

Zadspirillum Azospirillum brasilense Argentina Corn

Rizo-Liq
Bradyrhizobium sp., Mesorhizo-

bium ciceri, Rhizobium spp.
Argentina Soybean

Rizo-Liq Top Bradyrhizobium japonicum Argentina Soybean

BiAgro 10® Bradyrhizobium japonicum

Argentina 
Brazil

Bolivia

Soybean

Dimargon® Azotobacter chroococcum Colômbia Cotton Soybean

Nitrasec Rhizobium sp. Uruguay Soybean

Table 2 presents commodities crops that make use of commercial micro-

bial inoculants, as well as research papers that showed microorganisms with po-

tential for future application. The microbial inoculants presented are mostly formu-

lated by bacteria, with an emphasis on the genus Bradyrhizobium. The main cul-

tures that make use of these microbial inoculants are soy and sugarcane, while 

most of the related research was conducted in Brazil, followed by Argentina. In 

sugarcane, we also highlight the isolation of PGPM with great biotechnological 

implications,  such  as  Gluconacetobacter  diazotrophicus  [101],  [102] and 

Herbaspirillum seropedicae [103]. Research works were found with other cultures 

such as (Zea mays,  Oryza sp) related to microorganisms that promote plant 

growth and which are less represented in research, even though these cultures 

are economically and culturally important. More information regarding other cul-

tures was also found, but with fewer results obtained in the search, (e.g. cotton, 

banana, peanut, sunflower, and wheat). This shows that there is a lot of room for 

the growth of research related to these cultures and the formulation of microbial 

inoculants to improve the cultivation, mainly, to alleviate the abiotic stresses that 

affect coastal areas in Latin America.
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Table 2: Microbe-mediated benefits to plant growth and yield. “Yield” means biomass, the aerial 
part of the plant, or grain size.

Crops Microorganism Main Impacts Country Reference

Soybean

Cotton
R. clarus

+20% root coloni-
zation

Brazil [104]

Soybean

Corn
R. clarus

+16,3% yield (soy-
bean)

+20% yield (corn)

Brazil [105]

Soybean B. japonicum +6,39% yield Argentina [106]

Soybean B. elkanii +40% beans yield Uruguay [42]

Corn

Bacillus,  

Brevibacillus, Staphylo-
coccus, Paenibacillus

+56-86% yield Brazil [107]

Corn

Wheat

A. brasilense

A. lipoferum
+16-30% yield Brazil [108]

Rice
A. brasilense

P. fluorescens
+11% yield Argentina [109]

Wheat Bacillus sp
+38% height in 

aerial parts
Mexico [110]

Peanut
O. intermedium,

Pantoea sp

+92% dry biomass 
in aerial parts

Argentina [111]

Sunflower

A. xylosoxidans Alcali-
genes sp 

B. pumilus

Increase in dry 
biomass of roots

Argentina [112]
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4.7 Conclusions

Agriculture is one of the oldest human activities and it is always innovating 

to meet the food needs of the population. As our growth has been exponential, it is 

an activity with high demand, which increasingly seeks to be productive, offering 

quality  products to people.  However,  we are experiencing times of  profound 

change, especially concerning climate change, which intensifies abiotic stresses 

such as salinity and water deficit, bringing challenges to the era of Agriculture 4.0. 

One perspective to circumvent such negative effects is to complement the use of 

non-renewable chemical fertilizers and pesticides with microbial inoculants. In 

this way, it will be possible to improve the quality of soils, avoid the loss of diver-

sity, and conserve water bodies, promoting sustainable and safe agriculture. Abi-

otic stresses, including environments with high salinity and water deficit,  ad-

versely affect the structure, composition, and physiological activities of crops and 

soil microorganisms. In addition, these stresses disrupt the physiological and 

metabolic processes of crops, leading to large crop losses worldwide. Habitats 

with these characteristics,  such as coastal  areas, are,  however,  a source of 

MPCVs that, in addition to providing nutrients to plants and soil, can improve the 

response to abiotic stresses of crops, maintaining agricultural productivity. The 

ability to facilitate plant growth by providing important nutrients such as nitrogen 

and phosphorus, especially in soils with these deficiencies, is one of the func-

tional properties of abiotic stress-tolerant MPCV. Microbial inoculants are biotech-

nological products used for several purposes, the main one being the comple-

mentation or even replacement of chemical fertilizers. Interest in the use of micro-

bial inoculants containing bacteria and fungi, which promote plant growth, is likely 

to increase in the coming years, due to the higher costs of fertilizers, and mainly 

with concerns about pollution and emphasis on sustainable agriculture. So, to 

guarantee food security for the population, it is necessary to explore new ways 

and microbial inoculants are a successful practice, which can bring a solution to 

the problems of agriculture in the 21st century.
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5  Capítulo 2 Isolation and characterization of plant growth-promoting 
bacteria associated with Salvinia auriculata Aublet

5.1 Abstract

Salvinia auriculata Aublet is a floating aquatic plant, capable to absorve the ex-

cess of nutrients and water contaminants, and can be used in effluent treatment 

plants. The ability to survive in degraded areas may be related to the association 

with beneficial  bacteria  capable of  promoting plant  growth.  However,  little  is 

known about the microbiota associated with this aquatic plant and its potential 

application to the aquatic environment. In this sense, this work aims to identify 

bacteria associated with S. auriculata that could be able to promote plant growth.  

Eighteen bacterial strains were identified by sequencing of the 16S rRNA gene, 

belonging  to  the  genera  Rhizobium,  Bacillus, Curtobacterium,  Enterobacter, 

Pseudomonas, Siccibacter, and Stenotrophomonas. All isolates produced indole 

compounds, 12 fixed N2, and 16 solubilized phosphate.  A new strain of  Enter-

obacter (sp 3.1.3.0.X.18) was selected for inoculation into S. auriculata. For this 

purpose, 500 mL of nutrient solution and 1 g of the plant were used in the control 

and inoculated conditions.  Enterobacter inoculation promoted a significant in-

crease (p≤ 0.05) in fresh plant biomass (17%) after 4 days of cultivation. In sum-

mary, the present study characterized 18 plant growth-promoting bacteria iso-

lated from S. auriculata with potential for biotechnological application such as the 

production of bioinoculants or biomass resources to protect or improve plant 

growth under conditions of stress.

Keywords:  Aquatic Plant, Plant Growth-Promoting Bacteria, Plant and 

Microorganism Association
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5.2 Introduction

Salvinia auriculata Aublet is a free-floating macrophyte in the family Salv-

inacea, which, under favorable conditions, quickly grows and spreads by vegeta-

tive propagation, colonizing large freshwater surfaces in a short time (Esteves 

2011; Pott et al. 2011). Due to their small size and ease of cultivation, plants of the 

genus Salvinia have been used as a model for the study of aquatic macrophytes, 

including the molecular characterization of these plants at the genomic level 

(Leal-Alvarado et al. 2018; Machado et al. 2016). 

Considering  that  the  symbiotic  interactions  between  plants  and  plant 

growth-promoting bacteria (PGPB) in the terrestrial environment are well-estab-

lished, many studies have been carried out to isolate and characterize PGPB as-

sociated with important crops  (Bevivino  et al. 1998; Sajjad Mirza  et al. 2001; 

Verma, Ladha, and Tripathi 2001). PGPB stimulate host plant growth through the 

production of phytohormones, such as indole-3-acetic acid, which directly pro-

mote plant growth (Gilbert et al. 2018; Glick 2012; Johnston-Monje and Raizada 

2011). Likewise, PGPB can also improve plant growth through the biological fixa-

tion of atmospheric N2 (BNF) (Van Der Heijden, Bardgett, and Van Straalen 2008; 

Jones et al. 2007) and the solubilization of mineral nutrients such as phosphate, 

which occurs through the production of organic acids and phosphatases (Chen et 

al. 2006; Rodríguez and Fraga 1999; Vazquez et al. 2000). 

Even though microbial interactions with terrestrial plants are relatively well 

known, the study of PGPB associated with aquatic plants is quite recent. The ex-

periments by Ishizawa et al. (2017), for example, showed that there was an in-

crease in the production of plant biomass of the aquatic macrophyte Lemna minor 

when bacterial communities were co-cultivated with the plant. Saha et al. (2016) 

used Typha angustifolia as a study model, isolating endophytic microorganisms 

from this macrophyte. When inoculated in rice, these bacterial isolates also pro-

moted plant growth in the new host. In the work by Ortega-Acosta et al. (2015) 

most of the isolates from Lemna gibba were shown to produce indole compounds. 

These studies show that microbial isolates from aquatic plants might present 

growth-promoting  characteristics,  and  these  PGPB exert  positive  effects  on 
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growth when inoculated into a new host plant, similar to that observed in terres-

trial cultures.

In this research, we explore the potential benefits that emerge in studying 

Salvinia auriculata and its associated bacteria as a model. As with most plants, it 

is hypothesized that Salvinia auriculata is colonized by PGPB which might posi-

tively shape plant growth. In the present study, we identify bacteria associated 

with S. auriculata capable of promoting plant growth and describe and discuss 

PGPB associated with this plant.

5.3 Materials and Methods

5.3.1 Cultivation of Salvinia auriculata Aublet

S. auriculata was cultivated in a greenhouse in a nutrient solution at 25% 

dilution, and pH 5.8 ± 0.1 (Hoagland and Arnon 1950) throughout all assays. Ac-

cording to the National Institute of Meteorology (INMET), with data from the Mete-

orological Station of Campos dos Goytacazes (RJ, Brazil), the mean photoperiod 

conditions ranged from 12h during the day and 12h at night, with average temper-

atures of 25 °C during the day and 18 °C at night. The relative humidity of the air 

was approximately 70%.

5.3.2 Bacterial strains isolation and cultivation

Adult plants with healthy, symptomless, green leaves, with approximately 

0.5 cm in leaf diameter and 1 cm in root length, were brought from the greenhouse 

to the laboratory. Excess water from the plants was removed by placing them for 

10 min on paper towels. 0.5 g of the drained plant tissue was washed in 10 mL of 

sterile distilled water for 1 min, twice. Then, the plants were transferred to 10 mL 

of sterile saline solution (0.85% NaCl) and incubated for 10 min in ultrasound. 

Subsequently, the plants were macerated in this same solution and the obtained 

extract was plated on DYGS medium (Rodrigues Neto, Malavolta Jr, and Victor 

1986). The plates were incubated at 30 ºC for up to 72h. After the colonies had 

grown, the bacteria were isolated based on morphological characteristics, includ-

ing  color,  elevation  (present  or  absent),  edge  (regular  or  irregular),  surface 

(smooth or rough), and optical detail (bright, translucent, or opaque) (Perin 2007). 

The colonies presenting distinct characteristics were incubated in 5 mL liquid 
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DYGS medium at 175 rpm in an orbital shaker at 30 ºC for 16h and the isolates 

were purified through crossed streaks. The cells were also analyzed under an 

optical microscope to observe their shape and to analyze their Gram stainpattern.

5.3.3 Molecular Identification of Isolates

Genomic DNA was extracted with Plant DNAzol (Invitrogen) according to 

the manufacturer's manual. Quantification of genomic DNA was performed using 

NanoDrop/2000c Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific).  For amplifica-

tion of the 16S rRNA gene region primers for the Eubacteria domain fD1 (27F5' 

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG3’) and rD1 (1429R5'AAGGAGGTGATCCAGCC3') were 

used (Weisburg et al. 1991). The amplification reaction contained 2.5 μL of 10x 

Taq buffer (100 mM Tris-HCl, pH 8.8, 500 mM KCl, 1% Triton-X 100), 2 μL 25 mM 

MgCl2, 0.5 μL of 10 mM dNTPs, 1 μL of each primer (10 pmol), 0.25 μL of Taq DNA 

polymerase (2.5 U), 100 ng DNA and sterile ultrapure water for a final volume of 

25 μL. The cycle used was: 95 °C for 5 min; 3 pre-amplification cycles of 95 °C for 

30 s; 55 °C for 30 s 72 °C for 2 min. Then, there were another 40 cycles of amplifi-

cation of 95 °C for 30 s; 55 °C for 30 s, 72 °C for 2 min, and 72 °C for 10 min. In the 

end, the samples were cooled to 4 °C still in the thermocycler. Sanger sequencing 

was performed by ACTGene Sequencing Service (Ludwig Biotecnologia Ltda, 

Rio Grande do Sul, Brazil). Sequence analysis and editing were performed in 

BioEdit v7.0 (Hall, Ibis Biosciences, and Carlsbad 2011). Consensus sequences 

were identified with BLASTN (Camacho et al. 2009). Sequence alignment was 

performed with Mafft Online (Katoh, Rozewicki, and Yamada 2018) and a Maxi-

mum Likelihood tree was obtained in MEGA X with 500 bootstrap repetitions (Ku-

mar et al. 2018).

5.3.4 Atmospheric N2 fixation

Bacteria were cultivated in DYGS medium until reaching optical density 

(600 nm) equivalent to OD 1.0, then centrifuged and washed with saline solution 

(0.85% NaCl) to remove leftover culture medium and other possible nitrogen 

sources. 20 µl aliquots of the culture were inoculated into 10 mL flasks containing 

5 mL of the semi-solid culture media NFb and JNFb (Döbereiner, Andrade, and 

Baldani 1999). Assays were carried out in triplicate and the flasks were kept for 10 

days at 30 ºC in a bacteriological incubator. After this period, we analyzed the ab-
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sence or presence of the aerotaxic film formed by the isolates with active nitroge-

nase enzyme. Cultures were subcultured to new media three times and bacteria 

that remained forming films were considered positive for BNF.

5.3.5 Production of indole compounds

To assess the production of indole compounds, the Salkowsky method 

(Sarwar and Kremer 1995) was used. The isolates were cultivated until reaching 

OD (600 nm) = 1.0 and 100 µL culture aliquots were inoculated in 2 mL of DYGS 

medium, with and without the addition of tryptophan (100 µg.L-1), being kept in the 

dark for 72 at 30 °C in an orbital shaker at 175 rpm. To evaluate the synthesis of 

indole compounds, 1 mL of the culture was centrifuged at 13,000 rpm for 5 min 

and 100 µL of the supernatant was transferred to a microplate. Then, 100 µL of 

Salkowsky's reagent was added and the plate was incubated in the dark for 30 

min. The samples were analyzed in a spectrophotometer at 544 nm and the quan-

tification of indole compounds produced was measured using a calibration curve 

with indole-3-acetic acid, relating absorbance and concentration of indoles. The 

assay was performed in triplicate for each isolate.

5.3.6 Phosphate solubilization

The isolates were cultivated until reaching OD (600 nm) = 1.0. Subse-

quently, an aliquot of 10 µL of inoculum was placed on a Petri dish containing 

basal medium (Verma et al. 2001) plus 0.8 g.L-1 of Ca3(PO4)2. The plates were in-

cubated in an incubator for 72h and after this period the formation of a solubiliza-

tion halo was observed (Intorne et al. 2009). The assay was performed in tripli-

cate for each isolate in three independent experiments.

5.3.7  Plant growth promotion test

Based on the studied plant growth-promoting characteristics, a bacterium 

was selected for inoculum in S. auriculata. In this sense, plants were acclimated 

for seven days in a greenhouse using a Hoagland nutrient solution at 25% (Bizzo 

et al. 2014; Hoagland and Arnon 1950). After this period, samples of plants with-

out disease symptoms, with around 0.5 cm in leaf diameter and 1 cm in root 

length, were brought to the laboratory, where excess water was removed, and the 

plants were weighed. Then, 1 g of the plant was transferred to pots containing 500 
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mL of nutrient solution and 1 mL of selected bacteria inoculum at an OD = 1.0. No 

bacterial culture was added to the control condition. The plants were kept for four 

days in a greenhouse. Five replicates were analyzed for the treatments, and the 

experiments were carried out three times. At the end of each experiment, fresh 

and dry (after drying the samples at 60 ºC for four days) biomass was evaluated. 

The photosynthetic pigments (chlorophyll a, b, and carotenoids) were determined 

according to the method of Wellburn (1994). S. auriculata plants (50 mg of FB) 

were placed in plastic test tubes containing 5 mL dimethyl sulfoxide reagent 

(DMSO) as an organic solvent and kept in the dark. After 4 days, the extract was 

analyzed in a spectrophotometer at 480 nm, 649 nm, and 665 nm. All the labora-

tory procedures were carried out in a low-light environment.

5.3.8  Statistical Analysis

Data were tested for adequacy to a normal distribution and for homogene-

ity of variance using the Shapiro-Wilk and Levene tests, respectively. When nec-

essary, data were log-transformed to ensure homogeneity of variance. A compari-

son of treatment means was performed using the Student's T-test at a 5% signifi-

cance level using the R studio software. The data obtained show mean and stan-

dard error (SE). Three randomized repetitions were performed, totaling six experi-

mental units.

5.4 Results

5.4.1 Bacteria associated with Salvinia auriculata Aublet

In total, 18 distinct cultivable bacteria were isolated from Salvinia. auricu-

lata Aublet based on morphological characteristics of the colony. Description of 

cell shape and Gram stain were also noted (Table 1). The 18 isolates were sub-

jected to molecular analysis through partial sequencing of the 16S rRNA gene for 

taxonomic determination (Table 1, Figure. 1). The obtained sequences ranged 

from 481 to 1479 nucleotides, with identity coverage of 94 to 99% in BLASTN. 

Among these isolates, we could identify seven bacterial genera and at least nine 

distinct species. To analyze the genetic proximity of these isolates, the partial se-

quence of the 16S rRNA gene was also used to obtain a phylogenetic tree of the 
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strains obtained in the isolation, to verify the quality of the sequences obtained 

(Figure 1) through their clustering, which is adequate.
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Table 1. Morphological characteristics of colonies and cells, and molecular identification of Salvinia auriculata isolates. Nt: nucle-

otides; Ident: identity.

Species Isolate
GenBank 
Acc. Code

Length 
(nt)

Best Hit
Ident 
(%)

Color Elevation Shape
Surfa-

ce
Optical 

Property
Gram Form

Priestia megaterium 3.1.3.0. X.1 MK558237 1479 LC606532.1 97.92 Beige Present Regular Smooth Bright + Bacilli

Pseudomonas aeruginosa 3.1.3.0. X.2 MK558246 760 OK217196.1 99.17 Green Absent Uneven Rough Opaque - Bacilli

Stenotrophomonas sp. 3.1.3.0. X.3 MK558253 818 MH341934.1 97.31 Yellow Present Regular Smooth Bright + Bacilli

Stenotrophomonas maltophilia 3.1.3.0. X.4 MK558251 960 CP049956.1 98.09 Yellow Present Regular Smooth Bright + Bacilli

Siccibacter colletis 3.1.3.0. X.5 MK558250 1459 NR_134807.1 98.57 White Present Uneven Smooth Translucent + Bacilli

Pseudomonas aeruginosa 3.1.3.0. X.6 MK558247 1499 OP677775.1 94.14 Green Absent Uneven Rough Opaque - Bacilli

Curtobacterium sp. 3.1.3.0. X.7 MK558240 1449 ON920698.1 94.05 Yellow Present Regular Smooth Bright + Bacilli

Pseudomonas fulva 3.1.3.0. X.8 MK558248 1112 KT253977.1 96.82 Yellow Present Regular Smooth Bright - Bacilli

Curtobacterium sp. 3.1.3.0. X.9 MK558241 691 MN511778.1 99.40 Yellow Present Regular Smooth Bright - Bacilli

Curtobacterium sp. 3.1.3.0. X.10 MK558242 1453 KJ733897.1 96.97 Yellow Present Regular Smooth Bright + Bacilli

Pseudomonas mosselii 3.1.3.0. X.11 MK558249 670 KF515676.1 95.17 Green Present Regular Smooth Bright + Bacilli

Rhizobium radiobacter 3.1.3.0. X.12 MK558236 1410 MH050420.1 97.69 White Present Regular Smooth Translucent - Bacilli

Enterobacter sp. 3.1.3.0. X.13 MK558244 979 KT260465.1 97.32 White Present Regular Smooth Bright + Cocci

Bacillus toyonensis 3.1.3.0. X.14 MK558239 1461 MG561363.1 97.96 White Absent Uneven Rough Opaque + Bacilli

Stenotrophomonas maltophilia 3.1.3.0. X.15 MK558252 797 MN889390.1 96.60 Yellow Present Regular Smooth Bright + Bacilli

Bacillus sp. 3.1.3.0. X.16 MK558238 481 MG461474.1 98.93 Yellow Present Regular Smooth Bright + Bacilli

Curtobacterium sp. 3.1.3.0. X.17 MK558243 517 KX618332.1 97.71 Yellow Present Regular Smooth Bright + Bacilli

Enterobacter sp. 3.1.3.0. X.18 MK558245 1460 CP118552.1 97.79 White Present Regular Smooth Translucent - Bacilli
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Figure 1:16S rRNA gene Maximum Likelihood phylogenetic distribution of S. auriculata isolates. 

5.4.2 Potential of bacteria to promote plant growth

In our BNF assay (Table 2), 12 bacterial isolates were able to fix atmo-

spheric N2, meaning being positive for the formation of an aerotaxic film under the 

surface of at least one of the two culture media tested for biological N2 fixation, 

which indicates the activity of nitrogenases. The analysis of indole compounds 

revealed that all isolates were positive for the production of indoles, ranging from 

0.70 to 28.18 µg.mL-1 (Table 2). The highest production was observed for Enter-

obacter sp 3.1.3.0.X.18 and the lowest recorded was for Pseudomonas aerugi-

nosa  3.1.3.0.X.6.  Only  two  bacteria  were  unable  to  solubilize  phosphate; 

Stenotrophomonas maltophilia 3.1.3.0.X.15 and the Curtobacterium sp. 3.1.3.0. 

X.17.



47

Table 2. Plant growth-promoting characteristics in S. auriculata Aublet isolates. + 

Presence of the feature; - Absence of the feature.

Identification NFb JNFb
Indoles

(µg.mL-1)
Solubilization

P. megaterium 3.1.3.0. X.1 - - 2.89 +

P. aeruginosa 3.1.3.0. X.2 - + 24.00 +

Stenotrophomonas sp 3.1.3.0. X.3 + - 4.70 +

S. maltophilia 3.1.3.0. X.4 - + 6.97 +

S. colletis 3.1.3.0. X.5 + + 7.90 +

P. aeruginosa 3.1.3.0. X.6 - - 0.70 +

Curtobacterium sp. 3.1.3.0. X.7 - - 3.62 +

P. fulva 3.1.3.0. X.8 - + 6.01 +

Curtobacterium sp. 3.1.3.0. X.9 - - 4.81 +

Curtobacterium sp. 3.1.3.0. X.10 + + 1.91 +

P. mosselii 3.1.3.0. X.11 + + 1.44 +

R. radiobacter 3.1.3.0. X.12 + - 19.63 +

Enterobacter sp 3.1.3.0. X.13 - - 22.72 +

B. toyonensis 3.1.3.0. X.14 - - 1.05 +

S. maltophilia 3.1.3.0. X.15 + + 2.63 -

Bacillus sp. 3.1.3.0. X.16 + + 6.45 +

Curtobacterium sp. 3.1.3.0. X.17 - + 2.66 -

Enterobacter sp. 3.1.3.0. X.18 + + 28.18 +

5.4.3 Growth promotion of S. auriculata by Enterobacter sp.

The interaction assay with the Enterobacter sp. 3.1.3.0.X.18 during 4 days 

in S. auriculata shows a significant difference increase of 17,9% in fresh biomass 

of inoculated plants compared to the control condition (Figure 2 A). An increase of 

11,9% in dry biomass, but no significant difference (Figure 2 B). And finally, our 

results show decreases of less than 1,0% in Chlorophyll a and Carotenoids, but, 

on the other hand, it shows a decrease of 12,1% in Chlorophyll b (Figure 2 C, D, 

E). These photosynthetic pigments of inoculated plants compared to the control 

condition, in summary, do not present statistically significant differences.
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Figure 2: Effect of Enterobacter sp. 3.1.3.0.X.18 in Salvinia auriculata in plant biomass and photo-

synthetic pigments. The bacteria promoted an increase in fresh plant biomass (A), with no signifi-

cant difference in dry biomass after 4 days of inoculation (B) and in photosynthetic pigments 

(chlorophyll a represented by bar C, chlorophyll b represented by bar D, and carotenoids repre-

sented by bar E) according to the T Test (p≤ 0.05). Control (only S. auriculata plants), represented 

by green bars. Treatment (plants inoculated with Enterobacter sp. 3.1.3.0.X.18 + S. auriculata) 

represented by red bars. The asterisk symbol represents a significant difference between treat-

ments.

5.5 Discussion

The current literature on Salvinia auriculata Aublet has described species 

distribution (Bini et al. 1999; Forno 1983), and applications for phytoremediation 

(Palácio et al. 2020; Panfili et al. 2017; Bizzo et al. 2014; Wolff et al. 2012; Es-

pinoza-Quiñones et al. 2009) that are essential to describe relevant environmen-

tal information. Nonetheless, there is still a gap in the knowledge of the associa-

tion between bacteria and aquatic plants, especially plant growth-promoting bac-

teria (Ishizawa et al. 2019; Suzuki et al. 2014). The present work and some other 

recent research have brought the isolation of bacteria from aquatic plants and a 

characterization of growth promoters among the isolated strains.  Gilbert  et al., 

(2018) isolated 47 endophytic bacteria from Lemna minor tissues and evaluated 

their production of indole compounds. Ishizawa et al., (2017) isolated and charac-

terized 22 bacteria from the rhizosphere of Lemna gibba. Shehzadi et al., (2016)

obtained 41 endophytic bacteria isolated from three aquatic plants, finding eight 

isolates associated with Eichhornia crassipes, 24 with Typha domingensis, and 

nine with Pistia stratiotis. Analysis of the DNA sequences of the 18 isolates re-

vealed that most strains belong to different species and genera. Over the next few 

*
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paragraphs, we go over the species and traits evaluated in this work, and whether 

they correspond to a novelty in that species/genus.

Some clades among the species and genera isolated from S. auriculata 

are already known for their growth-promotion traits, like Curtobacterium strains, 

for instance. Díez-Méndez and Rivas (2017) showed an improvement in saffron 

production using  Curtobacterium herbarum  Cs10 isolated from the plant as a 

bioinoculant. Research by Vimal et al., (2019) on abiotic stress examined the in-

oculation of plant growth-promoting rhizobacteria under different salinity condi-

tions. According to the authors, Curtobacterium albidum SRV4 is described as a 

diazotrophic and indole compounds producer. Rice plants inoculated with this 

strain showed significant gains in plant biomass. It was also found that C. albidum 

SRV4 is an effective microbial agent to improve the development of tolerance and 

relief of salt stress in rice plants. These data corroborate our results; Curtobac-

terium strains isolated from S. auriculata are also diazotrophic and produce indole 

compounds (Table 2), which may also have the potential to protect plants against 

environmental stresses.

Chinnaswamy  et  al.  (2018) tested  growth-promotion  traits  in  Bacillus 

megaterium, including a positive indole compound production, but no phosphate 

solubilization activity or growth in an N-free medium was possible for that strain. 

In our work, B. megaterium 3.1.3.0.X.1 also produced indole compounds and did 

not fix N2, but solubilized phosphate (Table 2). This can be explained by the differ-

ent cultivation conditions that were used. Meanwhile, Zhao et al. (2015) observed 

the production of indole compounds and phosphate solubilization in this species. 

Although some Bacillus  species are recognized as PGPB, the association be-

tween Bacillus toyonensis and plants is, to the best of our knowledge, a novelty of 

our research despite the genomic analyzes of the species suggesting antimicro-

bial potential against phytopathogens (Lopes et al. 2017). Growth promotion traits 

in Rhizobium radiobacter (syn. Agrobacterium tumefaciens) (Young et al. 2001) 

found  in  the  microbiota  of  S.  auriculata  (strain  3.1.3.0.X.12  strain  was  dia-

zotrophic, producing indole compounds and solubilizing phosphate) is also ob-

served elsewhere (Banach et al. 2019; Khanghahi et al. 2018; Lee et al. 2015). 

Banach et al., (2019) isolated bacteria from the rhizosphere of the aquatic plant 

Azolla filiculoides and identified some genera common to those found in S. auric-
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ulata, such as Bacillus and Rhizobium radiobacter. Ishizawa et al., (2019) exam-

ined the colonization and competition dynamics of PGPB and two plant growth 

inhibitory bacteria inoculated into the aquatic plant Lemna minor for seven days. 

The results showed that PGPB consistently excluded plant growth inhibitors, 

even though it coexisted almost in the same proportion with another inhibitor 

strain.

Another  species  found  in  the  microbiota  of  S.  auriculata, 

Stenotrophomonas maltophilia, was able to promote an increase in shoot and 

root length, chlorophyll content, and total fresh plant biomass when inoculated in 

tomato plants (Rojas-Solís et al. 2018). The bacterium was identified as an indole 

producer  (Naz and Bano 2012), in the same way as isolates 3.1.3.0.X.4 and 

3.1.3.0.X.15. Siccibacter colletis was identified in poppy seed isolation. Jackson 

et al., (2015) did not observe the production of indole compounds in their strains. 

In the present work, strain 3.1.3.0.X.5 is an indole compounds producer, dia-

zotrophic, and phosphate solubilizer. As prementioned, such differences can also 

result from different growing conditions. Pseudomonas is a broad clade, found in 

various water, soil, and plant environments. These bacteria have high adhesion 

and biofilm-forming capacities, being used in the production of biosurfactants, in 

biological control, and as a promoter of plant growth (Ma et al. 2018; Uzair et al. 

2018; Zhao et al. 2018). In Pseudomonas aeruginosa, the production of indole-3-

acetic acid and phosphate solubilization have already been verified (Ndeddy Aka 

and Babalola 2016). Such results agree with the data obtained for the isolates of 

the genus Pseudomonas in the present work (Table 2).

Even though it is largely studied for its clinical aspects, the genus Enter-

obacter is also associated with different plants and soil environments. Some re-

search works describe different species of Enterobacter in plants, such as sun-

flower Shahid et al.,  (2012), wheat  (Borham et al. 2017), and corn (Ogbo and 

Okonkwo 2012). These works highlight plant growth promotion traits that we also 

evaluated in our research, especially phosphate solubilization and phytohormone 

production. N2-fixating Enterobacter strains are also described (Lin et al. 2012). 

Even though these findings corroborate our results (Table 2, Fig. 2).
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Photosynthesis is the process by which plants use the energy of sunlight to 

assimilate CO2
 from the atmosphere and convert it into soluble carbohydrates, 

which are then used for plant growth  (Biel and Fomina 2015). Makino  et al., 

(2022) and Suzuki et al., (2014) suggest that an increase in photosynthetic activ-

ity associated with increased chlorophyll content is one of the reasons for the 

growth-promoting effect on aquatic plants. Our results comparing chlorophyll a, 

chlorophyll b, and carotenoids production were not statistically significant be-

tween Enterobacter inoculated plants and the control. 

The interaction between aquatic plants and bacteria, although little stud-

ied, occurs in water bodies and must have a relevant ecological role in the mainte-

nance of the ecosystem. Plant exudates attract microorganisms, forming true mi-

crobial communities with characteristics that can help plant growth, through spe-

cific mechanisms and the organic compounds produced, bacteria help to protect 

the developing plant tissue (Srivastava et al. 2017). Thus, it is possible to envision 

the application of these PGPB in contaminated areas together with aquatic plants, 

seeking an efficient, low-cost, and less costly treatment for the environment.
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5.6 Conclusion

Taken together, these results demonstrate that each isolate obtained from 

S. auriculata  has the potential to be explored as a biotechnological product in 

pure cultures or even in microbial consortia, which is more similar to what is found 

in nature. In the present study, we isolated 18 cultivable bacteria associated with 

S. auriculata. All isolates have shown growth-promotion traits, and plant inocula-

tion with Enterobacter sp. 3.1.3.0.X.18 significantly increased the fresh biomass 

of S. auriculata in just four days after inoculation, which reveals the viability of us-

ing endogenous PGPB for bioaugmentation, which can be used in processes of 

remediation.
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6 Capítulo 3 A bactéria do gênero Enterobacter sp. protege Salvi-
nia auriculata Aublet. do estresse causado pelo cobre

6.1 Resumo

A poluição por metais na água é uma das principais preocupações, causando 
diferentes problemas ambientais. O acúmulo excessivo desses metais na água, 
diminui o crescimento e o rendimento das plantas além de entrar na cadeia trófi-
ca. A tolerância das plantas ao estresse por metais pesados pode ser melhorada 
pela presença de bactérias promotoras do crescimento vegetal, que permite o 
crescimento dessas plantas com acúmulo mínimo ou nenhum acúmulo de me-
tais. Neste estudo, investigamos a remoção de cobre pela cepa Enterobacter sp, 
uma bactéria tolerante a cobre, recentemente isolada da planta aquática Salvinia 
auriculata Aublet. Essa bactéria mostrou tolerância a cobre na concentração de 
158 mgL-1. Foi visto que a cepa sobreviveu em um ambiente estressante. A cepa 
removeu maiores quantidades de cobre no tempo de 4 horas quando comparada 
com tempo de 8 horas. Além disso, quando  Enterobacter sp foi inoculada na 
planta aquática Salvinia, foi capaz de proteger a planta do estresse causado pelo 
cobre e a remoção de cobre foi maior na condição inoculada quando comparada 
com a condição apenas com a adição do cobre. Em conclusão, essas análises 
fornecem uma compreensão mais abrangente da associação de Enterobacter sp 
com a planta S. auriculata sob estresse causado por cobre.

Palavras-Chave: ambiente aquático, contaminação, biorremediação, interação 
planta - bactéria
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6.2 Abstract

Metal pollution in water is a major concern, causing different environmental prob-
lems.The excessive accumulation of these metals in water reduces plant growth 
and yield, in addition to entering the trophic chain. Plant tolerance to heavy metal 
stress can be improved by the presence of plant growth-promoting bacteria, 
which allows these plants to grow with minimal or no accumulation of metals. In 
this study, we investigated copper removal by the Enterobacter sp strain, a cop-
per tolerant bacterium recently isolated from the aquatic plant Salvinia auriculata 
Aublet. This bacterium showed tolerance to copper at a concentration of 158 mg 
L-1. The strain was seen to survive in a stressful environment. The strain removed 
greater amounts of copper in 4 hours compared to 8 hours. Furthermore, when 
Enterobacter sp was inoculated into the aquatic plant Salvinia, it was able to pro-
tect the plant from stress caused by copper and copper removal was greater in 
the inoculated condition when compared to the condition with only the addition of 
copper. In conclusion, these analyzes provide a more comprehensive under-
standing of the association of Enterobacter sp with the S. auriculata plant under 
copper stress.

Keywords: aquatic environment, contamination, bioremediation, plant-mi-
crobe interaction
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6.3 Introdução

A água doce é um recurso essencial para o desenvolvimento e sobrevi-

vência dos organismos vivos (MORAES et al., 2002). A água encontrada na natu-

reza contém vários tipos de impurezas que, devido a ação antrópica, causam a 

poluição do ambiente aquático, gerando diversos danos ao ambiente e a saúde 

humana (SONONE et al., 2020). Um dos principais poluentes que afetam o ambi-

ente aquático são os metais tóxicos, esses elementos não são biodegradáveis e 

se acumulam ao longo da cadeia trófica (ALI et al., 2019). Entre esses metais, 

destaca-se o cobre que inicialmente possui importância biológica, atua como mi-

cronutriente essencial, porém em altas concentrações torna - se tóxico para os 

seres vivos (REHMAN et al., 2019; ALTARELLI, et al., 2019; WEI et al., 2015; 

ZATTA et al., 2007).

A toxicidade do cobre está relacionada com suas características químicas, 

e com as ações antrópicas, que incluem atividades de mineração, aplicação de 

pesticidas, fungicidas e algicidas intensificam a toxicidade. Esses resíduos libe-

rados no ambiente são lixiviados para o ambiente aquáticos que, por apresenta-

rem um formato de depressão, são os locais para onde esses elementos são 

destinados. (HUANG et al., 2023; PSCHEIDT et al., 2022; IZYDORCZYK et al., 

2021; OLIVEIRA et al., 2004).

A complexidade desse problema exige a implementação de sistemas efi-

cazes e ecologicamente sustentáveis para reduzir a contaminação causada pelo 

cobre (GHAZARYAN et al., 2019; KARAMI et al., 2011). A utilização de espécies 

de plantas aquáticas como Salvinia torna-se uma estratégia promissora, uma 

vez, que possuem crescimento rápido e têm a capacidade de acumular metais 

em seus tecidos. (DONATUS et al., 2016; DHI  et al., 2011;  ESTEVES., 2011; 

ABBASI.,1986). Algumas espécies do gênero Salvinia têm sido testadas para 

diferentes  tipos  de  metais  que incluem:  cobre,  cádmio,  chumbo e  mercúrio 

(SITARSKA et al., 2023, PANFILI et al., 2017; DHIR et al., 2011; PHETSOMBAT 

et al., 2006).

Associadas com as macrófitas são encontradas bactérias promotoras do 

crescimento vegetal, que atuam através de mecanismos diretos e indiretos, pro-

movendo o desenvolvimento das plantas (BORAH et al., 2023; ETESAMI et al., 
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2023).  Os mecanismos diretos ocorrem quando as bactérias estimulam o seu 

crescimento, através da obtenção de nutrientes e os mecanismos indiretos as 

bactérias protegem as plantas dos efeitos abióticos como os metais tóxicos 

(GLICK  et al.,  2012). Estudos identificaram bactérias promotoras associadas 

com plantas aquáticas ISHIZAWA et al., 2017; SAHA et al.; 2016; ISHIZAWA et 

al., 2019; PRIYA et al., 2022; JHA et al., 2007; UNDERWOOD et al., 1991). Algu-

mas espécies de bactérias apresentam, mecanismos de resistência aos metais, 

incluindo sistemas de efluxo, transformação de compostos tóxicos em forma me-

nos danosas e a imobilização ou mobilização de metais reduzindo danos que os 

metais podem causar (SOLIOZ et al., 2018; SOLIOZ et al., 2003; COOKSEY et 

al.,1994).

A interação entre plantas aquáticas e bactérias promotoras do crescimen-

to vegetal dentro desse contexto representa uma associação simbiótica positiva. 

Enquanto as plantas obtêm benefícios para o seu crescimento e desenvolvimen-

to, as bactérias encontram um ambiente favorável para sobreviver. Nesse senti-

do, investigamos os efeitos de diferentes concentrações do cobre na bactéria 

Enterobacter sp, descrita como promotora do crescimento vegetal, e na planta 

aquática Salvinia auriculata em meio contendo cobre inoculada com a cepa En-

terobacter sp. Com isso, buscamos compreender os principais fatores que condi-

cionam ou incidem sobre essa interação.
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6.4 Materiais e Métodos

6.4.1 Meio e condições de cultivo

A bactéria Enterobacter sp usada nesse trabalho foi isolada da planta de 

S. auriculata (capítulo 2) onde foram identificadas 18 bactérias promotoras do 

crescimento vegetal - BPCV. Para o cultivo das bactérias, o preparo de culturas 

estoques e inóculos foi utilizado o meio Luria-Bertani (LB). Os componentes são: 

Triptona 10 g, NaCl 10 g, Extrato de Levedura 5 g, para o meio sólido e 15 g de 

ágar (meio sólido), valores para 1 litro (MACWILLIAMS e LIÃO 2006). Uma modi-

ficação foi realizada ao ser adicionado 10 g/L-1 de glicose. A solução de glicose 

foi preparada separadamente do meio de cultivo e adicionada ao meio de cultivo 

quando esse foi usado. Todos os componentes foram pesados, dissolvidos em 

água destilada e, após homogeneização, o pH foi ajustado com NaOH, para 7,0 

e acondicionado em frasco de vidro. Depois do preparo, o meio foi esterilizado 

em autoclave vertical à 121 °C e 1 atm por 15 min. 

6.4.2 Preparo do inóculo bacteriano e da solução estoque de Cobre

Enterobacter sp. foi cultivada em meio LB líquido, nas seguintes condi-

ções: uma alçada da bactéria cultivada em meio sólido foi adicionada a um tubo 

de 50 mL contendo 10 mL de meio LB líquido sob agitação de 120 rpm, a 30 ºC, 

por 24 h. Posteriormente foram realizadas estrias em uma placa de petri conten-

do meio LB sólido, as placas foram incubadas em estufa microbiológica a 30º C 

por 24 h. Frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL do meio LB foram ino-

culados com uma alçada da bactéria, cobertos com manta feita de algodão e 

gaze e incubados a 30 ºC, com 120 rpm, em agitador pendular até atingir a fase 

exponencial do crescimento. Após realizar esse procedimento, foi realizada a 

curva do inóculo para conhecer o seu perfil de crescimento. 

A concentração da solução estoque (1M), foi preparada com CuCl2 2H2O 

em água ultrapura.  A solução foi esterilizada por filtração com membrana filtro 

0,22 µm e armazenada. A partir dessa solução foram preparados os meios de 

cultura suplementados com o metal.
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6.4.3 Curva de crescimento da bactéria

Nesse experimento foi avaliado o crescimento celular da bactéria na au-

sência e presença de diferentes concentrações de CuCl2. A avaliação foi realiza-

da em função do tempo de cultivo sob agitação (BARANYI e PIN., 1999).

Para tanto, o cultivo foi feito em triplicata em frascos Erlenmeyer de 500 

mL contendo 95 mL de meio LB com glicose e suplementado com concentrações 

crescentes de CuCl2 (63 e 158 mg L-1) e o controle (sem adição do metal), foram 

adicionados 5 mL do inóculo crescido até atingir D.O = 4,0. Os frascos foram co-

bertos com manta feita de algodão e gaze e incubados em agitador pendular a 30 

ºC com 120 rpm. Durante todo o processo, os valores de D.O foram medidos em 

espectrofotômetro no comprimento de onda de 600 nm, com intervalos de tempo 

regulares 2 em 2 horas, até atingir a fase estacionária. Amostras do meio fermen-

tado foram coletadas e armazenadas para análise de determinação de cobre. 

Todos os ensaios de cultivo foram realizados em triplicata como experimentos 

independentes.

6.4.4  Cultivo da planta

Plantas de S. auriculata foram obtidas da Lagoa do Jacú, na cidade de 

Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro, Brasil em 2012. Desde então, as plan-

tas são cultivadas em casa de vegetação em solução de Hoagland pH 6,0 ± 0,1 

(HOAGLAND; ARNON, 1950). Para os ensaios, as plantas foram aclimatadas 

por 7 dias em solução nutritiva, selecionando-se indivíduos saudáveis para a ex-

perimentação (BIZZO et al., 2014).

6.4.5 Inoculação da bactéria na planta

Para o ensaio, 1 g da planta S. auriculata foi transferido para potes conten-

do 500 mL de solução Hoagland, que foram expostos a 4 tratamentos: T1. Planta 

(controle); T2. Planta + Enterobacter sp; T3. Planta + 0,635 mgL-1 CuCl2 e T4. 

Planta + Enterobacter sp + 0,635 mgL-1 CuCl2. Foram utilizadas seis réplicas por 

tratamento, por um período de 8 dias. Os quatro primeiros dias foram para esta-

belecer a interação da bactéria com a planta, após esses quatro dias foi realizada 

a troca da solução nutritiva adicionando-se o CuCl2. Então, o ensaio foi mantido 
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em casa de vegetação por mais quatro dias, totalizando oito dias de experimen-

tação. O experimento foi repetido três vezes.

6.4.6 Desenvolvimento da planta

Encerrado os dias de exposição ao metal, as plantas foram recolhidas e 

secas em papel toalha por 10 min, em seguida, o material vegetal foi colocado 

em estufa a 60 oC por 4 dias para determinação de biomassa seca (BS) material 

foi pesado em uma balança analítica (BIZZO et al., 2014). 

6.4.7 Preparo das amostras para determinação do Cobre

Após os tempos pré-estabelecidos de crescimento da bactéria que foram 

4 e 8 horas, nas condições, controle e concentrações de 1 e 2, 5 mmol -1 de Cu-

Cl2 foi realizado o seguinte procedimento: em tubos de 15 mL Rnase/Dnase free 

foi adicionado uma alíquota de 5 mL e o tubo foi centrifugado por 10 minutos a 5. 

000 rpm. Após esse tempo o sobrenadante foi retirado e reservado e foi adiciona-

da água ultrapura nesse mesmo tubo para realização de uma lavagem das célu-

las, esse procedimento de lavagem foi realizado três vezes e descartou-se o so-

brenadante. O sobrenadante reservado foi novamente pesado até atingir um 

peso final de aproximadamente 0,100 mg L-1. O tubo devidamente identificado foi 

acondicionado a -18 ºC. O sobrenadante do cultivo também foi separado nessas 

mesmas condições para ser analisado. Esse procedimento foi realizado em tripli-

cata para todas as concentrações e nos diferentes tempos.

As amostras das plantas após os dias de exposição ao metal, foram arma-

zenadas nas seguintes condições: tubos 15 ml Rnase/Dnase free foram pesados 

e os valores foram anotados. Posteriormente foi adicionado a esse tubo 0,250 

mg de planta seca, para encontrar esse valor realizou-se o cálculo peso do tubo 

vazio antes (PD), peso do tubo com material depois ( PD) (PD -PA). Esse proce-

dimento foi realizado em triplicata. O mesmo procedimento foi realizado para co-

leta das amostras da solução que se encontrava as plantas, no entanto, o volume 

de solução usado foi de aproximadamente 0,100 mg L-1, realizado em triplicata.
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6.4.8 Análise do Cobre na bactéria e na planta aquática

 As amostras pesadas receberam a adição de ácido nítrico 2,5 mL subdes-

tilado e deixado por um período de pelo menos 12 horas para uma etapa de pré 

decomposição. Após este período as amostras foram levadas ao bloco digestor 

(SL-25/40, Solab, Brasil), por 4 horas, a uma temperatura de 100ºC. Restando 15 

minutos para o final da decomposição ácida, foi adicionado 1 mL de H2O2 (30%). 

Terminada a decomposição das amostras, foram resfriadas a temperatura ambi-

ente e transferidas de forma quantitativa para tubos falcon de 15 mL de capacida-

de e avolumadas para 10 mL com água ultrapura tipo I (purificada por um sistema 

Milli-Q).  O equipamento  usado para  a  análise  foi  ICP OES -  ICPE – 9000 

SHIMADZU - Espectrômetro de emissão atômica de plasma indutivamente aco-

plado.

6.4.9 Análise estatística

Os dados da curva do crescimento foram realizados três experimentos 

independentes realizados em momentos distintos e são apresentados como va-

lores de médias ± EP provenientes de uma estimativa de 95% de confiança em 

1.000 reamostragens (bootstrap). A análise dos dados de remoção do cobre foi 

calculada como média ± erro-padrão da média.
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6.5 Resultados e Discussão

Foi realizada uma curva de crescimento para obtenção do inóculo de En-

terobacter sp. A produção desta cultura foi utilizada como inóculo nos diferentes 

experimentos realizados nesse estudo. Como pode ser observado na (figura 1 a), 

a mid log ocorreu em torno 4 horas de cultivo. Este momento da curva, no meio 

da fase logarítmica, corresponde ao crescimento ótimo das células. Por isso, foi 

adotado como tempo de cultivo do inóculo.

Enterobacter sp foi capaz de crescer em meio LB contendo até a concen-

tração de 158 mgL-1 de cobre demostrando tolerância sob condições de estresse 

causado pelo metal (Figura 1b). A curva de crescimento para Enterobacter sp 

representa um crescimento contínuo em um método polinomial (Figura 1). O iso-

lado tolerante ao cobre exibiu maiores valores de D.O no tratamento com 63 mg 

L-1  de CuCl2, essa concentração parece não ter efeito negativo no crescimento 

dessa bactéria, enquanto a concentração de 158 mgL-1revelou uma redução no 

valor da D.O da bactéria. A concentração de 63 mg L-1de CuCl2 apresentou um 

perfil de crescimento similar ao controle durante os intervalos de tempo analisa-

dos até o tempo de 10 horas.

Figure 1 a: Curva de crescimento (inóculo) da bactéria Enterobacter sp. Figura 1b Curva de cres-

cimento nas diferentes concentrações de CuCl2. Cultivo realizado em meio LB sob agitação du-

rante 12 h. As barras representam o desvio padrão da média. Esses dados representam três ex-

perimentos realizados em momentos distintos e são apresentados como valores de médias ± EP 

provenientes de uma estimativa de 95% de confiança em 1.000 reamostragens (bootstrap).

B
A
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A capacidade de remoção do cobre do meio de cultivo nas concentrações 

testadas é apresentada na tabela 1. A eficiência da remoção do cobre aumentou 

gradativamente com o tempo de incubação como observado no tempo de 4 ho-

ras e na concentração de 63 mgL-1, houve uma remoção de 18,27%, conforme 

ilustrado na (figura 2 b). Na mesma concentração no tempo de 8 horas, a remo-

ção foi de 49,41%. Com o aumento da concentração de cobre para 158 mgL-1 a 

eficiência de remoção foi de 39,13% para o tempo de 4 horas e de 27,41% e para 

o tempo de 8 horas, notou-se que a remoção diminuiu com o aumento do tempo 

nessa concentração de cobre. Esse resultado foi consistente com um estudo de 

IRAWATI et al. (2021) no qual a eficiência de remoção do cobre diminuiu com o 

aumento das concentrações. Estudos com maior tempo de incubação das bacté-

rias do mesmo gênero mostraram que em 24 h Enterobacter sp J1 foi capaz de 

remover 10 mg de cobre ≅ 127 mg . LU et al. (2006) em uma concentração próxi-

ma a usada no presente estudo, que foi de 158 mgL -1 de Cu com uma remoção 

de 48,073 mg. É provável que o crescimento Enterobacter sp tenha sido estimu-

lado até certo ponto na presença de baixas concentrações de Cu. A toxicidade 

para as células bacterianas na superfície celular levaria a uma diminuição contí-

nua na taxa de remoção da adição de cobre (Peng et al., 2020).

Tabela 1: Enterobacter sp sob diferentes concentrações de cobre 63 e 158 mgL-1 e dife-

rentes tempos de tratamento (4 e 8 horas). 

Situações
Enterobacter sp

Aplicações
(mg L-1)

Tempo
(h)

Valores %

Célula Controle 4 5,56 ± 0,66

Célula 63 4 17,17 ± 3,04 18,27

Célula 158 4 67,72 ± 16,67 39,13

Célula Controle 8 4,54 ± 0,16

Célula 63 8 35,93 ± 17,86 49,41

Célula 158 8 48,07 ± 4,01 27,41

Sobrenadante Controle 4 0,00 ± 0,00

Sobrenadante 63 4 37,65 ± 0,77 59,25

Sobrenadante 158 4 85,40 ± 2,31 53,75

Sobrenadante Controle 8 0,00 ± 0,00

Sobrenadante 63 8 37,55 ± 0,63 59,10

Sobrenadante 158 8 87,48 ± 3,62 55,06

A análise do efeito do cobre nos tratamentos com a planta aquática Salvi-

nia auricualata e a inoculação da bactéria Enterobacter sp pode ser observada 

na tabela 2. A análise foi realizada calculando-se a variação percentual das mé-
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dias. Primeiro foi comparado controle com inoculado que apresentou um incre-

mento de 30,36% de cobre do inoculado (Salvinia auriculata + Enterobacter sp). 

O grupo inoculado + cobre apresentou um incremento médio de 64,84% em rela-

ção ao grupo de tratamento que continha apenas cobre. No que se refere aos 

grupos inoculado e cobre eles não foram comparados com as condições descri-

tas anteriormente, mas podem ser comparados entre si.

Por outro lado, observa-se na solução de Hoagland que o tratamento ino-

culado comparado com o controle apresentou uma redução média de -42,15% 

de cobre (Tabela 2). Por fim, o grupo de inoculado com cobre apresentou uma 

variação negativa da média que foi de -10,16%. Com isso, é possível constatar 

que nos tratamentos que envolveram a inoculação da bactéria na planta foi obti-

do reduções relevantes de cobre.

Tabela 2:  Salvinia auriculata sob diferentes condições de tratamento: Controle, Trata-

mento Enterobacter sp (Inoculado) Tratamento com 0,63 mgl-1 de CuCl2. 2 H2O (Cobre) Trata-

mento contendo (Enterocater sp + 0,63 mgl-1 CuCl2. 2 H2O) (Inoculado + Cobre). Ensaio realizado 

durante 8 dias em casa de vegetação.

Situações
Aplicações

(0,63 mgl-1 CuCl2)
Valores %

Salvinia auriculata Aubl. Controle 7,47 ± 1,62

Salvinia auriculata Aubl. Inoculado 9,73 ± 1,51 30,36

Salvinia auriculata Aubl. Cobre 170,67 ± 14,9

Salvinia auriculata Aubl. Inoculado + Cobre 281,33 ± 6,7 64,84

Solução (Hoagland) Controle 2,97 ±1,02 

Solução (Hoagland) Inoculado 1,72 ± 0,14 - 42,15

Solução (Hoagland) Cobre 1,71 ± 0,31

Solução (Hoagland) Inoculado + Cobre 1,53 ±0,09 -10,16

Plantas não expostas ao cobre apresentaram valores muito baixos de Cu 

em sua biomassa durante o tempo de experimentação. A concentração de cobre 

na biomassa da planta aquática Salvinia auriculata cultivada na concentração de 

0,635 mgL-1 CuCl2 com a adição de Enterobacter sp foi maior do que a concentra-

ção de cobre na biomassa das plantas na situação contendo apenas o cobre (Ta-

bela 2). Como foi demonstrado em estudos relacionados (CARRILLO-NIQUETE 

et al., 2022) e observado aqui, a biomassa de S. auriculata pode acumular metais 

como Cu da solução por meio de uma combinação de mecanismos de adsorção 

e absorção.
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As plantas absorvem metais tóxicos geralmente por meio de suas raízes A 

captação do metal ocorre por duas vias: em um estágio rápido de modo extrace-

lular seguido por um estágio lento intracelular lento. No estágio rápido, os metais 

tóxicos são absorvidos por adsorção, bem como por processos de troca iônica. O 

estágio mais lento envolve a absorção intracelular e o transporte de metais para 

as dentro das células (RASKIN et al., 1994).

Em um estudo realizado por ZAYED et al. (1998) foi visto que, a planta 

aquática Lemna minor foi usada para o tratamento de água contaminada com 

cobre em diferentes concentrações (0,1, 0,2, 0,5, 1,0, 2,0, 5,0 e 10 mg L-1) o me-

tal fornecido foi sulfato de cobre por 8 dias. As concentrações de cobre nas plan-

tas foram de aproximadamente 100, 150, 250, 500, 375, 1000 e 3400 mg. Os va-

lores encontrados para a concentração de 0,5 mg L-1 de cobre e a concentração 

encontrada na planta é próxima da concentração do presente estudo, que em 

aproximadamente 0,6 mg L-1 foi verificado uma concentração de 170,67 mg L-1 de 

cobre na planta.

As concentrações usadas nesse estudo foram aplicadas baseadas em 

(BIZZO et al., 2014) e são maiores do que as concentrações estabelecidas con-

forme legislação brasileira pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente, (CONAMA 

nº 357) que estabelece que não se deva exceder o limite de 0,009 mg L-1 de co-

bre dissolvido na água doce de Classe 1, que seja destinada: a) ao abastecimen-

to para consumo humano após tratamento simplificado; b) à proteção das comu-

nidades aquáticas; c) à recreação de contato primário; d) à irrigação de hortali-

ças; e) e à proteção das comunidades aquáticas em Terras Indígenas.  Nesse 

estudo todas as concentrações usadas estão acima do valor máximo permitido 

de cobre para simular um ambiente contaminado por cobre.

As plantas aquáticas do gênero salvinia tem sido reconhecidas como um 

grupo promissor de plantas hiperacumuladoras de metais (DHIR 2013). Várias 

proteínas de transporte possibilitam o movimento do cobre através da membrana 

celular:  como as ATPases do tipo P (ATPases 7A e 7B) e os transportadores de 

cobre (COPT1) (KUMAR et al., 2021; COLANGELO e GUERINOT 2006). Seria 

interessante realizar estudos futuros para determinar se transportadores equiva-

lentes podem estar envolvidos na hiper acumulação de cobre em S. auriculata.
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Informações específicas sobre os possíveis efeitos estimuladores do cres-

cimento,  absorção,  remoção de  cobre  pela  interação  de  bactéria  e  plantas 

aquáticas não estão prontamente disponíveis. Esse estudo forneceu evidências 

de que a Enterobacter sp estimulou o crescimento de Salvinia auriculata na con-

dição contendo cobre.

6.6 Conclusão

A capacidade de remoção do cobre pela bactéria é reduzida com o tempo. 

A bactéria mostrou tolerância ao cobre na concentração de 158 mgL- 1. Foi visto 

que a cepa sobreviveu em um ambiente estressante. A cepa removeu maiores 

quantidades de cobre no tempo de 8 horas. Quando Enterobacter sp foi inocula-

da na planta aquática S. auriculata, protegeu a planta do estresse causado pelo 

cobre. A remoção de cobre foi maior quando comparada com a condição conten-

do apenas cobre.
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7  Capítulo 4 Mitigação do estresse salino por bactérias promo-
toras do crescimento vegetal isoladas da serapilheira da restinga

7.1 Resumo

Neste estudo, o objetivo foi isolar bactérias promotoras do crescimento vegetal 
(BPCV) tolerantes à salinidade da serapilheira da espécie vegetal Clusia hilaria-
na, encontrada em restingas. A salinidade é um fator limitante para o crescimento 
das plantas, e as BPCV podem ajudar a aliviar esse estresse. A coleta do materi-
al foi realizada na restinga do Parque Estadual Paulo Cesar Vinha, no Espírito 
Santo. As amostras foram isoladas em meio LB suplementado com NaCl e avali-
adas quanto à produção de indóis, solubilização de fosfato e degradação de celu-
lose. Entre as dez bactérias avaliadas, três produziram indois, seis solubilizaram 
fosfato e uma apresentou halo alaranjado para degradação de celulose. O isola-
do S3103, que apresentou mais características de promoção do crescimento, foi 
selecionado para os experimentos seguintes. Em seguida, o isolado S3103 foi 
inoculado na planta aquática Salvinia auriculata em diferentes tratamentos: plan-
ta (controle), planta + bactéria, planta + bactéria + 100 mmol-1 NaCl e planta + 
100 mmol-1 NaCl. Após oito dias, foram avaliados parâmetros como biomassa 
fresca, biomassa seca, teor de prolina. Os resultados mostraram que os trata-
mentos com a bactéria (T2 e T3) tiveram aumento significativo na biomassa fres-
ca e biomassa seca em comparação com o controle (T1) e o tratamento com sali-
nidade (T4). Além disso, houve uma redução significativa nos teores de prolina 
nos tratamentos com a bactéria em comparação com os tratamentos sem bacté-
ria. Conclui-se que foi encontrada uma BPCV de restinga tolerante à salinidade e 
que a aplicação do inoculante em S. auriculata representa uma estratégia inte-
ressante para mitigar os efeitos da salinidade em plantas.

Palavras- Chave: Microrganismo, ecossistema costeiro, ambiente aquáti-
co, planta aquática, salinidade
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7.2 Abstract

In this study, the objective was to isolate plant growth-promoting bacteria (PGPB) 
tolerant to salinity from the litter of the plant species Clusia hilariana, found in 
coastal sand dunes (sandy coast). Salinity is a limiting factor for plant growth, and 
PGPB can help alleviate this stress. The material collection was carried out in the 
coastal sand dunes of the Paulo Cesar Vinha State Park in Espírito Santo, Brazil. 
The samples were isolated in LB medium supplemented with NaCl and evaluated 
for indole production, phosphate solubilization, and cellulose degradation. Among 
the ten evaluated bacteria, three produced indoles, six solubilized phosphate, 
and one showed an orange halo for cellulose degradation. Isolate S3103, which 
exhibited more growth-promoting characteristics, was selected for further experi-
ments. Next, isolate S3103 was inoculated into the aquatic plant Salvinia auricu-
lata in different treatments: plant (control), plant + bacteria, plant + bacteria + 100 
mmol-1 NaCl, and plant + 100 mmol-1 NaCl. After eight days, parameters such as 
fresh biomass, dry biomass, and proline content were evaluated. The results 
showed that treatments with the bacterium (T2 and T3) had a significant increase 
in fresh and dry biomass compared to the control (T1) and the salinity treatment 
(T4). Additionally, there was a significant reduction in proline levels in treatments 
with the bacterium compared to treatments without the bacterium. In conclusion, 
a salinity-tolerant PGPB from the coastal sand dunes was found, and the applica-
tion of this inoculant in S. auriculata represents an interesting strategy to mitigate 
the effects of salinity on plants.

Keywords:  Microorganism,  coastal  ecosystem,  aquatic  environment, 
aquatic plant, salinity
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7.3 Introdução

A salinização é um grave problema ambiental que restringe o funciona-

mento do ecossistema aquático (CAÑEDO-ARGÜELLES et al., 2013). É um dos 

fatores que afetam negativamente os ambientes dulcícolas e os organismos que 

habitam esses locais, causando estresse, dificultando a absorção de água e le-

vando a toxicidade por meio do acúmulo de altas concentrações de sais (DOBRY, 

et al., 2021; SAFDAR et al., 2019; HART et al., 2003).

No ambiente aquático são encontradas plantas que melhoram a qualidade 

da água e fornecem habitat e alimentos para os organismos (JEPPESEN et al., 

2012; LIU et al., 2020). Essas plantas têm sido estudadas para a tolerância a de-

terminadas concentrações de sais na água (ARÁMBURO-MIRANDA et al., 2017; 

AKHTAR, et al., 2017; MUFARREGE et al., 2011; UPADHYAY et al., 2005). 

Salvinia auriculata é uma planta aquática flutuante, que aumenta sua bio-

massa em um curto período de tempo, em torno de três a quatro dias. Desta for-

ma, é usada como uma planta modelo neste estudo. Alguns trabalhos anteriores 

estudaram o gênero Salvinia sob condição salina (GOMES et al., 2017; OWENS 

et al., 2014; GOMES, et al 2011; JAMPEETONG et al., 2009). Esses achados 

demonstram a necessidade de estudos sobre a salinidade, que atualmente é 

uma preocupação global. (MUSTAFA et al., 2019; PITMAN & LÄUCHLI., 2002).

Diante desse cenário o ecossistema costeiro é muito influenciado pela 

salinidade devido a sua proximidade com o mar (HOBOHM et al., 2021). Portan-

to, é um local com potencial biotecnológico para ser explorado, visando aos estu-

dos para mitigar os efeitos prejudiciais da salinidade (SANTOS et al., 2014). Um 

dos habitats costeiros é a restinga, que é parte do Bioma Mata Atlântica, localiza-

da na costa leste brasileira (CERQUEIRA, 2000). Este ecossistema abriga comu-

nidades bióticas sobre depósitos arenosos com alta irradiância solar, elevada 

temperatura, baixa disponibilidade de nutrientes e baixa capacidade de retenção 

de água.

Uma das plantas mais encontradas em restinga é Clusia hilariana Schltdl. 

(Clusiaceae), um arbusto nativo que ocorre entre o sudeste e o nordeste do Bra-

sil (ALENCAR et al., 2023; BITTRICH et al., 2015). É uma espécie que favorece o 
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desenvolvimento de outras plantas, de modo que ao seu redor há uma grande 

diversidade de plantas estabelecidas (Dias & Scarano 2007). Isso ocorre porque 

C. hilariana desempenha um papel fundamental como facilitadora da ciclagem 

de nutrientes no ecossistema costeiro, através da decomposição da sua serapi-

lheira (VILLELA et al., 2020; BRITO et al., 2018). Esses nutrientes são disponibili-

zados para as plantas ao serem lixiviados da serapilheira ou pela ação dos mi-

crorganismos (KRISHNA & MOHAN., 2017). 

Além de poderem atuar como decompositoras fornecendo nutrientes para 

o vegetal, as bactérias também dispõem de outras funções na natureza. Elas 

podem promover o crescimento das plantas por mecanismos diretos e ou indire-

tos (BORAH et al., 2023). Os mecanismos diretos referem-se as características 

que resultam no crescimento direto da planta como a solubilização de fosfato, 

produção de fitormônios, fixação biológica de nitrogênio e produção de siderófo-

ros. Já os mecanismos indiretos referem-se as características que resultam no 

crescimento indireto, quando as bactérias promotoras do crescimento da planta 

impedem que patógenos ou fatores abióticos, como salinidade, temperatura, 

seca, metais tóxicos causem danos à planta (AHEMAD et al., 2014). 

Espécies de plantas que vivem naturalmente em ambientes com influên-

cia salina são uma fonte valiosa de bactérias promotoras do crescimento vegetal 

(BPCV). Alguns trabalhos já relataram isolamentos bacterianos e aplicação de 

inoculantes oriundos desses ambientes salinos, inclusive com resultados promis-

sores de ganho de biomassa vegetal (GUO et al., 2021; Magalhães et al., 2017; 

SANTOS et al., 2014; CLACINO et al., 2006). Nesse cenário, é oportuno introdu-

zir medidas sustentáveis como o uso de BPCV para mitigar o efeito do estresse 

salino (ARORA, et al., 2018).
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7.4 Materiais e Métodos

7.4.1 Local da coleta 

Amostras da serapilheira da planta  Clusia hilariana foram coletadas no 

Parque Estadual Paulo César Vinha – PEPCV, localizado na Rodovia ES-060, 

Km 37,5, s/n - Praia de Setiba, Guarapari – Espírito Santo. A coleta foi feita no 

mês de abril do ano de 2021. Para orientar a coleta das amostras da serapilheira 

foi realizado um transecto linear (reto). As amostras foram coletadas em triplica-

ta, em uma formação arbustiva aberta da planta Clusia hilariana. O mapa abaixo 

(Figura 1), mostra a localização e vias de acesso ao PEPCV.

Figura 1: Mapa de localização e vias de acesso do Parque Estadual Paulo César Vinha (Fonte: 

DE OLIVEIRA., 2008). 

7.4.2 Isolamento de bactérias

Após a coleta, as amostras da serapilheira foram levadas para o laborató-

rio em um isopor com gelo gel reutilizável. Para realizar o isolamento, as amos-

tras foram pesadas, para isso usou-se um tubo de 50 mL e uma balança analíti-

ca. Primeiramente, o tubo foi pesado e o valor foi anotado, posteriormente foi adi-

cionado a este tubo uma quantidade de serapilheira e o tubo foi novamente pesa-

do, para obtenção de 1 g de serapilheira o cálculo realizado foi peso antes – peso 

depois (PD-PA). A esse tubo, contendo (1 g) da serapilheira, foi adicionado 10 
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mL de solução salina estéril (NaCl 0,85%) e, em seguida, foi colocado sob agita-

ção em um vórtex por cinco minutos. Posteriormente, em três tubos de 1,5 mL foi 

adicionado 900 µL de água destilada estéril e 100 µL da amostra, os tubos foram 

homogeneizados e 100 µL foram adicionados a outro tubo, contendo 900 µL de 

água, que novamente foi homogeneizado e outros 100 µL foram adicionados a 

outro tubo para obtenção das seguintes diluições: 10 -2, 10-3 e 10-4,  um volume de 

100  µL  de  cada  diluição  foi  pipetado  em  meio  sólido  LB  -  Luria  Bertani 

(MACWILLIAMS & LIÃO 2006), suplementado com 600 mmol-1 de NaCl (KUMAR 

et al., 2021). O ensaio foi realizado em duplicata, o espalhamento da amostra foi 

feito com uma alça de Drigalski de vidro. As placas foram incubadas em estufa 

bacteriológica a 30 ºC, por até 72 horas. 

Após o crescimento das colônias, as bactérias foram isoladas com base 

nas diferenças morfológicas, avaliando: cor, elevação (presente ou ausente), 

borda (regular ou irregular), superfície (lisa ou rugosa) (PERÍN, 2003). Dessa 

forma, as colônias que apresentaram características distintas foram incubadas 

em 5 mL de meio LB líquido, a 175 rpm, em agitador orbital a 30 ºC, por 24 horas 

e os isolados foram purificados através de estrias cruzadas.

7.4.3 Meio e condições de cultivo

Para o cultivo das bactérias, o preparo de culturas estoques e inóculos foi 

utilizado o meio Luria-Bertani (LB). Os componentes são: Triptona 10 g, NaCl 10 

g, Extrato de Levedura 5 g. Para solidificar o meio, foram adicionados 15 g de 

ágar por litro (MACWILLIAMS & LIÃO 2006). Uma modificação foi realizada ao 

serem adicionados 10 g L-1 de glicose. A solução de glicose foi preparada separa-

damente e adicionada ao meio de cultivo quando esse foi usado. Todos os com-

ponentes foram pesados, dissolvidos em água destilada e, após homogeneiza-

ção, o pH foi ajustado com NaOH, para 7,0 e acondicionado em frasco de vidro. 

Depois do preparo, o meio foi esterilizado em autoclave vertical à 121 °C e 1 atm, 

por 15 min. No cultivo em meio líquido, as culturas foram incubadas a 30 ºC em 

agitador pendular a 120 rpm. As placas de Petri foram incubadas em estufa mi-

crobiológica a 30 ºC. O mesmo meio de cultivo foi utilizado para os ensaios de 

tolerância a salinidade, curva de crescimento e inoculação bacteriana.
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Para o preparo dos inóculos, frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 

mL do meio LB foram inoculados com uma alçada, cobertos com manta feita de 

algodão e gaze e incubados a 30 ºC com 120 rpm em agitador pendular até atin-

gir a fase exponencial do crescimento.

7.4.4 Produção de compostos indólicos

Para avaliar a produção de compostos indólicos, foi utilizado o método de 

Salkowsky (SARWAR & KREMER, 1995). Os isolados foram cultivados por qua-

tro horas e alíquotas do cultivo de 100 µL foram adicionadas em 2 mL de meio de 

cultivo DYGS (RODRIGUES NETO et al., 1986), com e sem adição de triptofano 

(100 µg L-1), suplementado com concentrações de 300 e 600 mmol-1 de Na Cl, 

sendo mantidos no escuro por 72 h a 30 ºC sob agitação de 120 rpm. Para avalia-

ção de síntese de compostos indólicos, 1 mL da cultura foi centrifugada a 13.000 

rpm por 5 min e 100 µL do sobrenadante foram transferidos para microplaca. Em 

seguida, foram adicionados 100 µL do reagente de Salkowsky e a placa foi incu-

bada no escuro por 30 min. As amostras foram analisadas em espectrofotômetro 

a 530 nm e a quantificação de compostos indólicos produzidos foi dosada por 

meio de curva de calibração com ácido indol-3-acético, relacionando absorbân-

cia e concentração de indóis. O ensaio foi realizado em triplicata para cada isola-

do com três experimentos independentes.

7.4.5 Solubilização de fosfato

Os isolados foram cultivados em meio líquido por quatro horas sob agita-

ção de 120 rpm. Posteriormente, uma alíquota de 10 µL de inóculo foi adicionada 

sobre a placa de Petri contendo meio basal (VERMA et al., 2001) acrescido de 

0,8 g L-1 de Ca3(PO4)2 e suplementado com concentrações de 300 e 600 mmol-1 

de Na Cl. As placas foram incubadas em estufa por 72 h e após esse período foi 

observada a formação do halo de solubilização IS: halo/colônia (INTORNE et al., 

2009). O ensaio foi realizado em triplicata para cada isolado em três experimen-

tos independentes.

7.4.6 Triagem dos isolados para enzima celulase

Para a seleção do isolado para enzima celulase, foi realizado o teste de 

Vermelho Congo para observar a capacidade de hidrolise de Carboximetilcelulo-
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se (CMC) pelas cepas isoladas da serapilheira de Clusia hilariana. Placas fres-

cas dos isolados foram usadas para iniciar o cultivo dos isolados. Para isso, uma 

alçada de cada isolado foi adicionada em 25 mL de meio LB líquido incubados 

em agitador pendular com 120 rpm por 24 h. Posteriormente foram adicionados 

em meio de cultura sólido Luria Bertani (LB) contendo Carboximetilcelulose - 

CMC na concentração de 1% a 30°C por 72h. Após o tempo de incubação as pla-

cas foram inundadas com uma solução aquosa de 0,1% de Vermelho Congo, 

deixando atuar por 20 minutos. Em seguida, as placas foram cobertas com NaCl 

(1 mol L-1) por 20 minutos. A atividade celulolítica foi revelada pelo tamanho da 

zona clara ao redor das colônias dos isolados. A avaliação foi realizada obser-

vando a presença ou ausência do halo amarelado. (HARSHVARDHAN et al., 

2013; APUN et al., 2000).

7.4.7 Ensaio de estresse salino

O meio LB sólido foi suplementado com 300, 600 e 800 mmol-1 de NaCl. O 

preparo do meio foi feito em concentração dupla para permitir a adição das dife-

rentes concentrações. Dessa forma as soluções do NaCl também foram feitas 

em dobro da concentração testada. O meio e as soluções de NaCl foram esterili-

zados em autoclave por 15 minutos (DE OLIVEIRA et al., 2016). O meio sólido foi 

vertido em placas de Petri (esterilizadas) no fluxo laminar que posteriormente, 

foram mantidas em estufa bacteriológica a 30°C por 24 horas, como forma de 

controle da esterilidade.

Uma alíquota de 10 µL do inóculo cultivado durante 24 h foi transferida 

para as placas de Petri contendo meio LB suplementado com as concentrações 

crescentes de NaCl e uma condição sem adição de NaCl (controle). As placas 

inoculadas foram incubadas em estufa bacteriológica a 30 ºC por um tempo de 

exposição de cinco dias e os resultados foram registrados.

7.4.8 Perfil de crescimento dos três isolados bacterianos seleciona-

dos

Foi realizado o perfil de crescimento das bactérias selecionadas a partir 

das características apresentadas nos ensaios anteriores. Uma alçada de cada 

um dos isolados foi adicionada a um tubo de 50 mL contendo 10 mL de meio LB 



84

líquido por 24 h sob agitação de 120 rpm a 30 ºC. Posteriormente foram realiza-

das estrias em uma placa de petri contendo meio LB sólido, as placas foram incu-

badas em estufa microbiológica a 30º C por 24 h. Após 24 h uma alçada da placa 

fresca de cada isolado foi adicionada a frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 

50 mL do meio LB cobertos com manta feita de algodão e gaze e incubados a 30 

ºC com 120 rpm em agitador pendular. Durante todo o processo, os valores de 

D.O foram medidos em espectrofotômetro em comprimento de onda de 600 nm 

com intervalos de tempo regulares, a cada 2 horas, para confirmação do isolado 

com maior crescimento em menor tempo.

7.4.9 Curva de crescimento da bactéria

O perfil de crescimento da bactéria em meio contendo NaCl e as concen-

trações utilizadas foram baseadas no resultado obtido no ensaio anterior. Esse 

experimento avaliou o crescimento celular da bactéria na ausência e presença de 

diferentes concentrações de NaCl. Foi avaliado em função do tempo de cultivo 

sob agitação.

Para tanto, o cultivo foi feito em triplicata em frascos Erlenmeyer de 500 

mL contendo 95 mL de meio LB com glicose e suplementado com concentrações 

crescentes de NaCl (300 e 600 mmol-1) e controle (sem adição de NaCl), foram 

adicionados 5 mL do inóculo crescido D.O = 4,0 Os frascos foram cobertos com 

manta feita de algodão e gaze e incubados em agitador pendular a 30 ºC com 

120 rpm. Durante todo o processo, os valores de D.O foram medidos em espec-

trofotômetro em comprimento de onda de 600 nm com intervalos de tempo regu-

lares, até atingir a fase estacionária. Amostras do meio fermentado foram coleta-

das e armazenadas para análise de microscopia óptica. Todos os ensaios de 

cultivo foram realizados em triplicata como experimentos independentes.

7.4.10Microscopia Óptica

As amostras retiradas dos ensaios de curva de crescimento foram previa-

mente fixadas antes de serem analisadas no microscópio óptico. Para tanto, 100 

uL do meio fermentado foram retirados em tempos previamente estabelecidos e 

centrifugados a 13.000 rpm por 5 min. O sobrenadante foi descartado. Em segui-

da, as amostras foram fixadas em solução de glutaraldeído 2,5%, paraformaldeí-
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do 4,0% e tampão cacodilato 0,1 mol -1. Então, as amostras foram mantidas em 

geladeira a 4 ºC até ser observada no MO (BEVERIDGE et al., 2007).

As análises de Microscopia Óptica (MO) foram realizadas no Laboratório 

de Biologia Celular e Tecidual (LBCT) pertencente ao Centro de Biociências e 

Biotecnologia (CBB) da UENF. As análises microscópicas das células coletadas 

em diferentes tempos de crescimento foram realizadas nas amostras da bactéria 

nos tratamentos controle e com as concentrações de NaCl utilizadas neste expe-

rimento (BEVERIDGE et al., 2007).

7.4.11Ensaio de promoção do crescimento vegetal

Com base nas características de promoção do crescimento vegetal estu-

dadas, a bactéria foi selecionada para inóculo na planta modelo de estudo Salvi-

nia auriculata. Neste sentido, as plantas foram aclimatadas por 7 dias em casa de 

vegetação  usando  solução  nutritiva  de  Hoagland  (BIZZO  et  al.,  2014; 

HOAGLAND & ARNOD, 1950). Após esse período, as plantas foram trazidas 

para o laboratório, onde foi retirado o excesso de água e as plantas foram pesa-

das. Para retirar o excesso de água das plantas foram usadas duas folhas de pa-

pel toalha por um tempo de cinco minutos, após cinco minutos as plantas foram 

viradas em outras duas folhas de papel toalha por mais cinco minutos. Então, 1 g 

de planta foi transferido para potes contendo 500 mL de solução nutritiva. As 

plantas foram mantidas por 8 dias em casa de vegetação. Foram realizados qua-

tro tratamentos: Tratamento 1 (controle), Tratamento 2 (planta + bactéria), Trata-

mento 3 (planta + 100 mmol-1  NaCl) e Tratamento 4 (planta + bactéria + 100 

mmol-1 NaCl). Os tratamentos foram distribuídos em seis réplicas inteiramente 

causalizados, sendo os experimentos repetidos duas vezes no tempo. 

Ao final do experimento, foram avaliadas biomassa fresca e biomassa 

seca após secagem das amostras a 60 ºC por 4 dias. O conteúdo de água da 

planta (CA mL g–1) foi estimado usando a equação: CA = (BF – BS)/BS.

A prolina foi determinada de acordo com BATES et al. (1973). Amostras 

de plantas (100 mg de FW) foram misturadas em 5 mL de ácido sulfosalicílico a 

3% (p/v) e o homogeneizado foi centrifugado a 15.700 g para 10 min em tempe-

ratura ambiente. Em seguida, 1 mL da mistura foi aquecido a 96 °C por 1 h em 
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banho-maria juntamente com 1 mL de ninidrina ácida (2,5% ninidrina e 50% de 

ácido fosfórico) e 1 mL de ácido acético glacial ácido. Após o resfriamento, a rea-

ção foi medida a 518 nm. 

7.4.12Análises Estatísticas

Os dados foram testados para adequação quanto a distribuição normal e a 

homogeneidade de variância usando os testes de Shapiro-Wilk e Levene, res-

pectivamente. Foram realizadas uma regressão linear múltipla e a comparação 

de médias dos tratamentos foi realizada usando análise de variância Two Way 

ANOVA a um nível de significância de 5%. Posteriormente foi realizada análise 

Post hoc para comparação entre tratamentos. Para analisar as curvas de cresci-

mento foi realizada uma análise de regressão polinomial de terceira ordem (k=3). 

Todas as análises foram realizadas usando o software R Studio. Os resultados 

são apresentados como média e erro padrão (EP).
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7.5 Resultados

7.5.1 3.1. Isolados da serapilheira de Clusia hilariana

No presente estudo, dez isolados foram obtidos da serapilheira de Clusia 

hilariana sob condição de alta salinidade em placa LB sólido, suplementado com 

600 mmol-1 de NaCl. Todas as colônias foram selecionadas com base na caracte-

rização que incluiu produção de pigmento, elevação borda e superfície como ob-

servado na Tabela 1.

Tabela 1. Características morfológicas das colônias dos isolados da serapilheira de Clusia hilaria-

na na restinga PEPCV*.

Isolados Cor Elevação Borda Superfície

S3101 Branca Presente Irregular Lisa

S3102 Amarela Presente Regular Lisa

S3103 Bege Presente Regular Lisa

S3104 Branca Presente Regular Lisa

S3105 Branca Presente Regular Lisa

S3106 Bege Presente Regular Lisa

S3107 Bege Presente Regular Lisa

S3108 Branca Presente Regular Lisa

S3109 Bege Presente Regular Lisa

*S3110 Bege Presente Regular Lisa

*S31 representa um código usado nas rotinas do laboratório: S tipo de amostra (serapilheira), 3 

meio de cultura, 1 local de coleta, os demais números identificam a ordem na tabela.  * PEPCV 

Parque Estadual Paulo César Vinha.

7.5.2 Produção de compostos indólicos

Todos os experimentos foram conduzidos para avaliar a capacidade dos 

isolados em realizar atividades de promoção do crescimento vegetal em diferen-

tes concentrações de NaCl. Entre os isolados, sete foram analisados para produ-

ção de indois, desses apenas três foram positivos para produzir indóis, os valo-

res variaram de 16,82 a 105,09 µg mL na condição controle, na ausência e pre-

sença do triptofano. Na concentração de 300 mmol-1 de NaCl os isolados mostra-

ram redução na produção de indóis variando de 12,69 a 67,48 µg mL e na con-

centração de 600 mmol-1 de NaCl a concentração de indóis produzida foi ainda 
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menor quando comparado a condição controle e com a concentração de 300 

mmol-1 de NaCl variando de 7,85 a 42,81 µg mL. Os demais isolados em estudo 

não produziram, não apresentaram a coloração rosada. Na tabela 2 foram identi-

ficados como negativo ou não foram analisados para essa característica identifi-

cado como nd (não determinado). Os três isolados que exibiram produção de 

compostos indólicos mesmo em uma alta concentração de NaCl é um indicativo 

da sua tolerância ao estresse salino. Comparando os três isolados, o isolado 

S3103 foi o que exibiu maior quantidade de indois em todas as concentrações 

testadas, seguido do isolado S3102 e o isolado S3101 foi o que apresentou a 

menor produção de indóis em todas as condições testadas.

7.5.3 Solubilização de fosfato

A maior parte dos isolados foram solubilizadores de fosfato e apresenta-

ram uma zona clara ao redor da gota, para quantificar a solubilização de fosfato 

pelos diferentes isolados após 72 h, o halo de solubilização foi medido (Tabela 2). 

Os resultados revelaram que S3110 foi o que apresentou maior índice de solubili-

zação 1,64 (mm) na condição sem NaCl, um outro isolado que também apresen-

tou halo considerável foi o isolado S3109 que solubilizou 1,33 (mm), seguido pe-

los isolados restantes que apresentaram halo de solubilização variando de 1,13 a 

0,8 (mm), na condição sem NaCl. Na concentração de 300 mmol-1 houve uma 

redução do tamanho do halo para todos os isolados variando de 1,07 a 0,7 (mm) 

novamente o isolado S3110 foi o que apresentou o maior halo nessa concentra-

ção e na concentração. Em 600 mmol-1 o tamanho do halo foi ainda menor para 

todos os isolados comparando a com as condições anteriores e o isolado S3110 

foi o que apresentou maior halo 0,80 (mm) e o menor halo foi verificado para o 

isolado S3103 0,4 (mm). Vale ressaltar que dois isolados não apresentaram halo 

de solubilização S3101 e S3102 (Tabela 2) porém foram capazes de crescer nas 

condições testadas, mas não apresentaram halo em torno da gota, desta forma, 

foram descritos como não solubilizadores de fosfato. À medida que a concentra-

ção de sal aumentou houve uma redução na eficiência de solubilização. Todos os 

isolados foram melhores solubilizadores de fosfato na condição sem adição de 

NaCl.
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7.5.4 Ensaio de estresse salino

Os isolados foram desafiados para crescimento em meio sólido sob condi-

ções crescentes de NaCl. Os resultados demonstraram que mesmo na maior 

concentração testada os isolados cresceram sem aparentemente serem inibidos 

pela condição estressante como pode ser visto na Tabela 2.

Tabela 2. Características promotoras do crescimento vegetal em isolados da serapilheira de Clu-

sia hilariana + Presença da característica; - Ausência da característica (nd) não determinado

Isolados
Concentrações

NaCl mmol-1
Solubilização 

Fosfato*
IS

Indóis µg/L 
sem triptofano

Indóis µg/L 
com triptofano

Concentra-
ções 300, 
600 e 800 

NaCl mmol-1
CMC*

S3101 0 - 9,02 16,82 + -
S3101 300 - 10,28 12,69
S3101 600 - 7,83 7,85
S3102 0 - 12,91 67,04 +
S3102 300 - 9,71 57,30 + -
S3102 600 - 11,76 34,33
S3103 0 0,8 10,68 105,09 + -
S3103 300 0,6 12,38 67,48
S3103 600 0,4 11,10 42,81
S3104 0 1,2 - - + -
S3104 300 0,9 - -
S3104 600 0,57 - -
S3105 0 0,73 - - + -
S3105 300 0,67 - -
S3105 600 0,53 - -
S3106 0 1,13 - - + -
S3106 300 0,60 - -
S3106 600 0,50 - -
S3107 0 1,10 nd nd + -
S3107 300 0,73 nd nd
S3107 600 0,53 nd nd
S3108 0 1,0 nd nd + -
S3108 300 1,04 nd nd
S3108 600 0,66 nd nd
S3109 0 1,33 - - + -
S3109 300 0,70 - -
S3109 600 0,50 - -
S3110 0 1,64 - - + -
S3110 300 1,07 - -
S3110 600 0,80 - -

*Índice de solubilização  IS:                   *CMC - Carboximetilcelulase

7.5.5 Triagem de bactérias degradadoras de celulose

Os isolados foram testados com o CMC para produção de enzima. O iso-

lado S3102 apresentou essa característica como observado na (Tabela 2). Os 

demais isolados não foram capazes de apresentar o halo amarelado em torno da 

gota.
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7.5.6 Curva de crescimento dos isolados selecionados

Após a triagem primária os isolados foram selecionados para avaliação 

em uma curva de crescimento para obtenção de um isolado que apresentasse 

maior crescimento em menor tempo. O isolado  S3103 que apresentou maior 

crescimento em menor tempo como apresentado na (Figura 3). Posteriormente 

o isolado S3103 foi testado quanto ao seu potencial de crescimento sob diferen-

tes concentrações de NaCl (300 e 600 mmol-1) em meio líquido LB.

Figura 3: Curva de crescimento dos isoladoS: S3101 S3102 S3103. Cultivo realizado em meio LB 

durante 10 h, sob agitação constante dos frascos. As barras representam o desvio padrão da 

média.

7.5.7 Curva de crescimento bacteriana

O isolado foi capaz de crescer em meio LB contendo até a concentração 

de 600 mmol-1 de sal demostrando tolerância sob condições de estresse salino 

(Figura 4). A curva de crescimento para o isolado representa um crescimento 

contínuo em um método polinomial. O isolado tolerante ao sal exibiu maiores va-

lores de D.O no tratamento com 300 mmol-1 de NaCl, com isso a concentração de 

300 mmol-1 de NaCl não teve efeito negativo no crescimento do isolado S3103, 

enquanto a adição de 600 mmol-1 de NaCl representou uma redução no valor da 

D.O do isolado S3103. A concentração de 300 mmol-1 apresentou um perfil de 

crescimento similar ao controle durante os intervalos de tempo analisados até 12 

h.
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Figura 4: Curvas de crescimento do isolado S3103. Cultivo realizado em meio LB durante 12 h, 

sob agitação constante dos frascos. As barras representam o desvio padrão da média. Esses 

dados representam quatro experimentos realizados em momentos distintos e são apresentados 

como valores de médias ± EP provenientes de uma estimativa de 95% de confiança em 1.000 

reamostragens (bootstrap).

7.5.8 Microscopia Óptica

Considerando o efeito das diferentes concentrações de NaCl no cresci-

mento do isolado S3103, também foi avaliada a morfologia bacteriana dessa cul-

tura submetida ao agente estressor. A figura 5 mostra alterações morfológicas 

nas células promovidas pela concentração de 600 mmol-1 de NaCl. Nessa condi-

ção a célula encontra-se alongada, muda de um bacilo curto como observado 

nas condições de 300 mmol-1 e condição sem do NaCl para um bacilo alongado 

principalmente nos tempos iniciais entre 2, 4 e 6 horas do seu crescimento. Esse 

efeito não ocorreu nas células expostas as outras condições.

Figura 5: Efeito do estresse salino na morfologia do isolado S3103. Nas concentrações 0, 300 e 

600 mmol-1 de NaCl observada a cada duas horas. Amplificação da imagem em 100% com óleo 

de imersão. A barra é de 10µm.
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7.5.9 Ensaio de promoção do crescimento vegetal

As características de crescimento da planta aquática Salvinia auriculata 

foram melhoradas pela inoculação com o isolado S3103. A inoculação foi realiza-

da uma única vez e após oito dias de cultivo a biomassa fresca de S. auriculata 

aumentou significativamente (p 0,05) em relação ao controle (Figura 5 a). O trata-

mento com o isolado S3103 em relação a biomassa seca da planta, não foi signi-

ficativo (Figura 5 b). A biomassa fresca e a biomassa seca plantas inoculadas 

com S3103 aumentaram em 50,51% e 27,53% em comparação com o controle. 

E a biomassa fresca e biomassa seca das plantas na presença de 100 mmol-1 de 

NaCl e inoculadas com S3103 aumentaram em 24,20% e 11 % respectivamente 

comparada com a concentração de 100 mmol-1 de NaCl. Em relação à quantifica-

ção de prolina (Figura 5 c) foi observado que na presença do NaCl e inoculado 

com o isolado S3103, observou-se uma redução de 10% na quantidade de proli-

na em comparação com a concentração de 100 mmol -1 de NaCl. Em relação ao 

conteúdo de água houve um aumento de 18% em relação as plantas inoculadas 

comparando com as plantas do grupo controle, e um aumento de 20% nas plan-

tas inoculas na presença do NaCl comparadas com as plantas cultivadas apenas 

na condição de NaCl. 
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Figura 5: Efeito mitigador da inoculação do isolado (S3103) em S. auriculata sob estresse por 

NaCl na presença do agente estressante. Os pontos acompanhados das barras de erro indicam 

média e erro padrão provenientes de uma estimativa de 95% de confiança em 1.000 reamostra-

gens (bootstrap). Os boxplots resumem a amostra obtida durante os ensaios através da mediana 

linha preta e seus quartis.
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7.6 Discussão

Na presente pesquisa, objetivamos isolar bactérias da serapilheira de 

uma planta de ambiente com influência salina e avaliar sua capacidade de pro-

mover o crescimento de plantas aquáticas cultivadas sob estresse salino.

O uso de bactérias promotoras do crescimento vegetal é uma abordagem 

que tem sido amplamente estudada em várias culturas agrícolas para mitigar o 

impacto da salinidade nas plantas (LATIF et al., 2023; AZEEM, 2023; NESHAT et 

al., 2022; PRITTESH et al., 2020; BHISE et al., 2017). Nesse caso, bactérias tole-

rantes a salinidade são capazes de suportar altas concentrações de sal devido à 

sua capacidade de acumular osmólito para manter o equilíbrio osmótico intrace-

lular (NIU et al., 2022; PARK et al., 2020; SLEATOR, et al., 2002).

Bactérias quando apresentam características positivas relacionadas ao 

estresse salino facilitam a sobrevivência das plantas nessa condição (SGROY et 

al., 2009; ETESAMI et al., 2018). No presente estudo, isolamos dez bactérias da 

serapilheira sob alta concentração de salinidade 600mmol-1. MAGALHÃES et al., 

(2017) isolou bactérias da serapilheira do Parque Estadual Paulo Cesar Vinha- 

ES e encontraram um total de 16 isolados, associados à serapilheira. A quantida-

de de bactérias isoladas pode estar relacionada a composição do meio de cultivo 

usado para o isolamento, que difere do meio de cultivo que foi usado nesse estu-

do e a concentração de NaCl que nesse estudo foi de 600 mmol-1. MAGALHÃES 

et al., (2017) identificaram os isolados como pertencentes a diferentes espécies 

de Burkholderia. No entanto, os isolados do presente estudo não foram sequen-

ciados e, por isso, não temos informações específicas sobre cada um deles.

O potencial de promoção do crescimento vegetal dessas bactérias foi de-

terminado sob controle e concentrações crescentes de NaCl. Sabe - se que 

BPCV são produtoras de compostos indólicos, entre os indóis mais bem estuda-

dos está o Ácido Indol Acético - AIA. Nossas observações sobre essa caracte-

rística são consistentes com artigos anteriores onde diversas bactérias halotole-

rantes exibiram a produção de indóis. KHAN et al., (2021) observaram que as 

bactérias produziram AIA em diferentes concentrações que variaram de 70 a 280 

mmol-1 de NaCl. Concentrações menores do que as utilizadas na presente análi-

se. RAVAL et al., (2020) encontraram bactérias que produziram AIA na condição 
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de 670 mmol-1 de NaCl. Onde a concentração de AIA produzida pelas bactérias 

foi de 250 ug/mL. Concentração que por outro lado, é maior do que a empregada 

no presente estudo e a concentração de AIA produzida também foi maior do que 

a dos nossos achados. A síntese do fitohormônio AIA é um mecanismo usado 

por BPCV para aumentar o crescimento da planta (PATTEN e GLICK 1996). O 

AIA controla vários processos biológicos que estão envolvidos no crescimento e 

desenvolvimento das plantas, como a iniciação lateral da raiz, divisão celular e 

promove o aumento da área de superfície da raiz, que ajuda na absorção de nu-

trientes do solo (OLANREWAJU et al., 2017). Os três isolados bacterianos pro-

duziram uma quantidade relativa de compostos indólicos mesmo sob a condição 

de estresse salino.

Bactérias solubilizadoras de fosfato contribuem para o crescimento das 

plantas, essas bactérias têm a capacidade de converter o fósforo insolúvel em 

forma de fósforo solúvel através de processos como a acidificação e a quelação. 

(RODRÍGUEZ e FRAGA. 1999). Quando sob estresse salino a absorção de nutri-

entes se torna deficiente, algumas bactérias possuem mecanismos para sobrevi-

ver nessa condição, reduzindo a captação de íons salinos na membrana e pare-

de celular regulando a concentração intracelular de íons bombeando íons para 

fora da célula (RUPPEL et al., 2013). Os isolados apresentaram resposta positiva 

para solubilização de fosfato tanto na condição sem estresse salino quanto em 

condição de salinidade. MAGALHÃES et al. (2017) observou solubilização de 

fosfato para todos os isolados o que corrobora com os nossos achados. Existem 

muitas bactérias que são capazes de solubilizar fósforo insolúvel sob condição 

de salinidade (FLORES CLAVO et al., 2023; LI et al., 2023; SRINIVASAN et al., 

2012).

A celulose é um dos componentes dos tecidos vegetais (BARHOUM et al., 

2020). Bactérias degradadoras de celulose realizam esse processo devido a pre-

sença de enzimas extracelulares. A atuação dessas enzimas torna possível a 

degradação da celulose em glicose (KHADKA et al., 2022; POTPROMMANEE et 

al., 2017; GUPTA et al., 2012). Muitas aplicações industriais podem ser desen-

volvidas com o uso das celulases produzidas pelas bactérias (KUHAD  et al., 

2011). Nesse trabalho apenas o isolado S3102 apresentou halo amarelado, um 

possível candidato para aplicações futuras.
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As curvas de crescimento para produção de inóculo dos três isolados se-

lecionados foi realizada para encontrar um isolado com maior crescimento em 

menor tempo. Observamos que existe uma diferença no tempo de crescimento 

dos três isolados. PENFOLD, (1914) e HAMILL et al. (2020) explicam que as me-

didas de crescimento microbiano são representações de diferentes elementos 

compostos de taxa de crescimento exponencial, fase estacionária e declínio. Es-

sas avaliações específicas das curvas do crescimento bacteriano considera os 

vários processos de crescimento que incluem a divisão celular dentro de popula-

ções, aumento na massa de células, alongamento ou crescimento celular. O 

crescimento tardio dos isolados pode estar relacionado com esses fatores descri-

tos anteriormente. Células de uma determinada bactéria com diferentes fenóti-

pos respondem de maneira diferente umas das outras durante as fases de cres-

cimento (HAMILL et al., 2020).

Estudos realizados com bactérias sob estresse salino em função do tem-

po indicam que determinadas concentrações de NaCl inibem o crescimento das 

células bacterianas (GUPTA et al., 2021, HE et al., 2019). Neste sentido analisa-

mos a influência do NaCl sob o crescimento do isolado S3103 e identificamos 

que quanto maior a concentração de NaCl maior o impacto negativo sobre o 

crescimento da população bacteriana, que retardou o seu crescimento.

O presente estudo revelou que o isolado S3103 amenizou o impacto da 

salinidade na planta aquática. O isolado S3103 aumentou significativamente a 

biomassa fresca da planta aquática sem estresse e, quando sob o impacto cau-

sado pelo NaCl mitigou o estresse salino. Foi verificado que a quantidade de pro-

lina produzida pela planta aumentou na presença de 100 mmol-1 de NaCl e na 

planta inoculada a quantidade de prolina produzida reduziu em 10%. O que cor-

robora com alguns trabalhos que mostraram que a prolina é um dos osmólitos 

produzidos  na  presença  do  estresse  salino  (GOMES,  et  al.,  2011; 

JAMPEETONG et al., 2009). Na literatura, até o presente momento, não foram 

encontrados trabalhos que examinaram bactérias inoculadas em plantas de Sal-

vinia auriculata Aublet sob estresse salino. Além disso, nossos resultados evi-

denciam a importância da exploração bacteriana em restingas, uma vez que uma 

melhor compreensão da diversidade e funcionamento microbianos do ecossiste-

ma é de suma importância na busca de práticas sustentáveis.
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7.7 Conclusão

O presente estudo revelou a existência de bactérias em um ecossistema 

de restinga a partir do isolamento dessas associadas a serapilheira da planta 

Clusia hilariana. Esses isolados exibiram diversas características de adaptação 

que podem ser úteis para aplicações biotecnológicas como atividade de produ-

ção de fitormônios, solubilização de fosfato, tolerância a salinidade, atividade 

enzimática e mitigou o estresse salino em plantas de Salvinia auriculata. 
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8 Considerações finais e perspectivas futuras 

Nessa tese investigamos o potencial biotecnológico da aplicação de bac-

térias em quatro capítulos. O primeiro capítulo revisou, as principais característi-

cas biotecnológicas existentes e empregadas no mercado agrícola em larga es-

cala. O segundo e terceiro capítulos foram dedicados ao isolamento e análises 

bacterianos sob estresse por cobre. O último capítulo explorou, em uma aborda-

gem de bioprospecção, com resultados que inovam a aplicação de inoculantes 

na mitigação de estresse salino.

No primeiro capítulo, buscamos identificar as principais interfaces de apli-

cação da pesquisa com as tecnologias vigentes no mercado agrícola latino-ame-

ricano. A agricultura é uma das atividades humanas mais antigas e está sempre 

inovando para atender às necessidades alimentares da população. Vivemos 

tempos de mudanças, principalmente no que diz respeito às mudanças climáti-

cas, que intensificam os estresses abióticos como a salinidade e o déficit hídrico, 

trazendo desafios para a agricultura. Exploramos uma perspectiva para contor-

nar os efeitos negativos do uso de fertilizantes químicos não renováveis e pestici-

das, com inoculantes microbianos. Dessa forma, será possível melhorar a quali-

dade dos solos, evitar a perda da diversidade e conservar os corpos hídricos, 

promovendo uma agricultura sustentável e segura. O interesse pelo uso de ino-

culantes microbianos contendo bactérias e fungos, que promovam o crescimento 

das plantas, deve aumentar nos próximos anos, devido aos custos mais altos dos 

fertilizantes e principalmente com preocupações com a poluição e ênfase na agri-

cultura sustentável. Uma das principais constatações da revisão é a de que para 

garantir a segurança alimentar da população, é necessário explorar novos cami-

nhos e os inoculantes microbianos são uma prática bem-sucedida, que pode tra-

zer uma solução para os problemas da agricultura do século XXI.

No segundo capítulo e no terceiro capítulo, plantas aquáticas são descri-

tas como fitoremediadoras de diferentes metais. Com isso, a hipótese investiga-

da buscava fornecer indícios de respostas de que associadas a espécie de plan-

ta aquática Salvinia auriculata Aublet são encontradas bactérias com caracte-

rísticas de promoção do crescimento vegetal e que na presença do cobre seja 

uma colaboradora na remoção do metal presente na água. Os resultados de-

monstram que associadas às plantas aquáticas são encontradas bactérias com 
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características de promoção do crescimento vegetal e quando sob estresse cau-

sado pela alta concentração de cobre foram capazes de sobreviver e de promo-

ver o crescimento da planta.

No quarto e último capítulo, nosso estudo revelou a existência de bacté-

rias em um ecossistema de restinga a partir do isolamento dessas associadas a 

serapilheira da planta Clusia hilariana. Nossos resultados evidenciam a impor-

tância da exploração bacteriana em restingas, uma vez que uma melhor com-

preensão da diversidade e funcionamento microbianos do ecossistema é de 

suma importância na busca de práticas sustentáveis.

As principais perspectivas futuras abertas com esse estudo são duas: a 

primeira é a necessidade de ampliação das amostras e replicação dos testes em 

outras condições, plantas e fatores experimentais visando a melhorar a precisão 

e o poder explicativo das principais associações investigadas ao longo da tese. A 

segunda é realizar o sequenciamento para investigar os possíveis mecanismos 

de resistência das bactérias às diferentes fontes de estresse investigadas. 
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RODRÍGUEZ, Hilda; FRAGA, Reynaldo. Phosphate solubilizing bacteria and their 
role in plant growth promotion.Biotechnology Advances, v. 17, n. 4-5, p. 319-
339, 1999.

RUPPEL, Silke; FRANKEN, Philipp; WITZEL, Katja. Properties of the halophyte mi-
crobiome and their implications for plant salt tolerance. Functional Plant Bio-
logy, v. 40, n. 9, p. 940-951, 2013.

SAFDAR, Hamna et al.Uma revisão: Impacto da salinidade no crescimento das plan-
tas. Nat. Sci, v. 17, n. 1, pág. 34-40, 2019.

Sarwar, M.; Kremer, R.J. (1995). Enhanced Suppression of Plant Growth Through 
Production Of L-Tryptophan-Derived Compounds by Deleterious Rhizobacteria. 
Plant and Soil, V.172, N.2, P.261–269

SGROY, Verónica et al. Isolation and characterization of endophytic plant growth-pro-
moting (PGPB) or stress homeostasis-regulating (PSHB) bacteria associated to 
the halophyte Prosopis strombulifera. ApplIed Microbiology and Biotechnol-
ogy, v. 85, p. 371-381, 2009.



105

SILVA, Jussara Tamires De Souza. Promoção do crescimento de Salvinia auriculata 
Aublet mediada por  Enterobacter sp. Sob Estresse Por Cobre.  Campos dos 
Goytacazes: Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, 
2019.

SLEATOR, Roy D.; HILL, Colin. Bacterial osmoadaptation: the role of osmolytes in 
bacterial stress and virulence. FEMS Microbiology Reviews, v. 26, n. 1, p. 49-
71, 2002.

SRINIVASAN, Ramakrishnan et al. Effect of salt on survival and P-solubilization po-
tential of phosphate solubilizing microorganisms from salt affected soils. Saudi 
Journal of Biological Sciences, v. 19, n. 4, p. 427-434, 2012.

UNDERWOOD, G. J. C.; BAKER, J. H. The effect of various aquatic bacteria on the 
growth and senescence of duckweed (Lemna minor). Journal of Applied Micro-
biology, v. 70, n. 3, p. 192-196, 1991.

UPADHYAY, R. K.; PANDA, S. K. Salt tolerance of two aquatic macrophytes, Pistia 
stratiotes and Salvinia molesta. Biologia Plantarum, v. 49, p. 157-159, 2005.

VERMA, Subhash C.; Ladha, Jagdish K.; Tripathi, Anil K. Evaluation of plant growth 
promoting and colonization ability of endophytic diazotrophs from deep water 
rice. Journal of Biotechnology, v. 91, n. 2-3, p. 127-141, 2001.

VILLELA, Dora Maria et al. Clusia hilariana, a key species on nutrient cycling in sand 
dune vegetation thickets. Oecologia Australis, v. 24, n. 2, p. 420-437, 2020.


