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RESUMO

XAVIER, Julia Ferreira. Isolamento e caracterizacao de bactérias associadas a rizosfera de
plantas haldfitas. 2021. 55f. Dissertagdo (Mestrado em Agronomia, Ciéncia do Solo). Instituto
de Agronomia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, RJ, 2021.

A maioria das especies vegetais, principalmente culturas agricolas, nao toleram altas
concentragOes de sais. No entanto, plantas do grupo halofitas sdo adaptadas a solos salinos. Na
rizosfera das plantas halofitas ocorrem associagdes com microrganismos que auxiliam o
crescimento vegetal aumentando a resisténcia ao estresse salino. Desse modo, o objetivo do
trabalho foi isolar e identificar bactérias da rizosfera de plantas hal6fitas de diferentes ambientes
salinos no estado do Rio de Janeiro e avaliar sua capacidade de promog¢édo de germinacéo e
crescimento de sementes de arroz. Foram coletadas amostras de solos rizoféricos das plantas
haléfitas Salicornia gaudicahudiana, Salicornia fruticosa, Blutaparon portulacoides,
Sporobolus virginucus e Cyperus ligularis encontradas em ambientes costeiros, como mangue
e salinas. Para o isolamento das bactérias foram utilizados meios de cultura acrescidos de 1%,
5%, 15%, 20% e 25% de NaCl. As bactérias isoladas foram classificadas de acordo o
crescimento em diferentes concentragdes NaCl e foram identificadas pela técnica Matrix
Assisted Laser Desorption lonization Time Of Flight/ Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS)
e pelo sequenciamento do gene rrs que codifica o0 rRNA 16S. Foi avaliado o potencial de
promocdo de crescimento do arroz na concentracdo de 50 mM e 200 mM de NaCl de nove
estirpes de bactérias halotolerantes pertencentes aos géneros Pseudomonas e Bacillus. Foram
analisados a porcentagem de germinacdo, o comprimento total da raiz, volume da raiz,
superficie de contato radicular, nimero de &pices e comprimento total da parte aérea. Foram
isoladas um total de 315 bactérias classificadas como nédo halofilicas (99/315), halotolerantes
(171/315) e halofilicas moderadas (32/315). Destas, 286 foram analisadas pela técnica
protedmica MALDI-TOF MS, sendo 57% (165/286) identificadas em nivel seguro para género.
Dentre as bactérias ndo identificadas pela técnica MALDI TOF-MS, foram selecionados
isolados halotolerantes e halofilicos moderados para a identificacdo pelo sequenciamento do
gene rrs. A inferéncia do género foi possivel em 97,7% (42/43) dos isolados. Os géneros mais
abundantes identificados foram Pseudomonas, Ochrobactrum e Bacillus. Na concentracéo de
50 mM de NaCl, que se mostrou ideal para a germinacdo das sementes de arroz, os isolados
P51 e P164, relacionadas ao género Pseudomonas, proporcionaram aumento da maioria dos
parametros analisados em comparacdo ao tratamento ndo inoculado. Nessa concentracdo, 0S
isolados B231, B67 e B143, pertencentes ao género Bacillus, promoveram alongamento
radicular e maior nimero de apices. Ja a 200 mM, concentracdo inibitoria do processo
germinativo, os isolados B231 e B294, pertencentes ao género Bacillus, proporcionaram
aumento no comprimento total das raizes em comparagdo ao tratamento nao inoculado. Estes
resultados confirmam que a rizosfera de plantas halofitas representa um ambiente promissor
para o isolamento de bactérias halotolerantes e halofilicas, e que isolados de Pseudomonas e
Bacillus halolerantes podem promover o crescimento de plantas de arroz na presenga ou
auséncia de estresse salino.

Palavras-chave: Arroz. Bactéria halotolerante. Promocdo de crescimento vegetal. Solos
salinos.



ABSTRACT

XAVIER, Jalia Ferreira. Isolation and characterization of bacteria associated with the
rhizosphere of halophyte plants. 2021. 55p. Dissertation (Master Science in Agronomy, Soil
Science). Instituto de Agronomia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, RJ, 2021.

Most plant species, especially crops, do not tolerate high salt concentrations. However,
halophytic plants are adapted to saline soils. In the rhizosphere of these plants, associations with
microorganisms can promote plant growth and increase resistance to salt stress. Therefore, this
work aimed to isolate and identify bacteria from the rhizosphere of halophyte plants from
different saline environments in the state of Rio de Janeiro and to evaluate their capacity to
promote growth of rice. Samples of rhizospheric soils from halophytic plants Salicornia
gaudicahudiana, Salicornia fruticosa, Blutaparon portulacoides, Sporobolus virginucus, and
Cyperus ligularis were collected. Culture media amended with 1%, 5%, 15%, 20%, and 25%
of NaCl were used for bacterial isolation. The bacterial strains were classified according to
growth at different NaCl concentrations and were identified by Matrix Assisted Laser
Desorption lonization Time Of Flight/ Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS) and by rrs gene
sequencing. Subsequently, the potential of nine strains of halotolerant bacteria belonging to the
genus Pseudomonas and Bacillus in promoting rice growth at concentrations of 50 mM and 200
mM was analyzed. Thus, germination percentage, total root length, root volume, root surface
area, number of tips, and total shoot length were analyzed. A total of 315 bacteria classified as
non-halophilic (99/315), halotolerant (171/315) and moderately halophilic (32/315) were
isolated. Of the isolated bacteria, 286 were analyzed by the proteomic techniqgue MALDI-TOF
MS and classified at the genus level 57% (165/286). For those that could not be identified by
MALDI TOF-MS, selected isolates were identified by 16S rRNA gene (rrs) gene sequencing.
The inference of the genus and/or species was possible in 97.7% (42/43) of the isolates. The
most abundant genera identified were Pseudomonas, Ochrobactrum, and Bacillus. At the
optimal salt concentration of 50 mM NacCl, the isolates P51 and P164, belonging to the genera
Pseudomonas, provided an increase in most parameters related to rice seed germination
analyzed, as compared to the non-inoculated treatment. Isolates B231, B67, and B143 related
to the genus Bacillus promoted root elongation and a higher number of tips. At the stressing
concentration of 200 mM, isolates B231 and B294, related to Bacillus provided an increase in
the total length of roots compared to the non-inoculated treatment. These results confirm that
the rhizosphere of halophyte plants represents a promising environment for the isolation of
halotolerant and halophilic bacteria and that halotolerant bacteria from the genera Pseudomonas
and Bacillus can promote the germination and initial development of rice seeds in the presence
or absence of salt stress.

Key words: Rice. Halotolerant bacteria. Plant growth promotion. Saline soils.
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1. INTRODUCAO

A salinidade do solo e da 4gua esta entre os principais fatores de estresse para as plantas,
podendo limitar severamente o crescimento e producgéo vegetal (AHMAD; SHARMA, 2008).
A maioria das espécies vegetais, principalmente culturas agricolas, ndo toleram altas
concentragdes de sais, uma vez que a salinidade prejudica diversos processos fisioldgicos, como
a evapotranspiracdo, o potencial hidrico e a resisténcia estomatica (AHMAD; SHARMA, 2008;
KATERJI et al., 2000). No entanto, plantas hal6fitas sdo adaptadas a solos com altas
concentracdes de sais, estando distribuidas em diversos ambientes salinos, principalmente nas
regides aridas e semidridas e zonas costeiras tropicais e subtropicais (KUMARI et al., 2015).

Em solos salinos a comunidade microbiana geralmente é formada por microrganismos
halofilicos, aqueles que necessitam da presenca de mais de 1% de NaCl para seu
desenvolvimento; e por microrganismos halotolerantes, estes crescem tanto na auséncia quanto
na presenca de altas concentracoes de sais (AMOOZEGAR et al., 2019; SINGH et al., 2019).

A rizosfera das plantas halofitas apresentam comunidades microbianas especializadas
que auxiliam no funcionamento vegetal, contribuindo para a tolerancia a salinidade (RUPPEL
et al., 2013). Estes microrganismos podem atuar através de mecanismos como a regulacéo de
enzimas como superoxido dismutase, peroxidase e catalase, que eliminam o excesso de espécies
reativas de oxigénio, protegendo as plantas da toxidade salina (JHA; SUBRAMANIAN, 2014;
ISLAM et al., 2016; QIN et al., 2016); a fixacdo biolégica de nitrogénio, solubilizacdo de
fosforo ou potassio e producao de sideréforos, que melhorando a nutricdo vegetal (DODD;
PEREZ, 2012; ETESAMI; BEATTIE, 2018; ETESAMI, 2018); a interferéncia na sinalizacio
hormonal com a producédo da enzima ACC deaminase, que converte o precursor do etileno das
plantas para amonia e a-cetobutirato, o que reduz a concentracao de etileno na planta e evita a
inibicdo do crescimento mediada pelo etileno em resposta a estresses como a salinidade
(ETESAMI et al., 2014; GLICK, 2014; SINGH et al., 2015; ETESAMI; BEATTIE, 2018); e a
producdo de acido-3-indol-acético (AlA), que resulta em mudancas na arquitetura radicular e
facilita a absorcdo de nutrientes e 4gua (VACHERON et al., 2013; GOSWAMI et al., 2014).

O melhoramento tradicional e a engenharia genética sdo técnicas utilizadas no
desenvolvimento de plantas resistentes a salinidade, porém estas técnicas sao limitadas devido
ao efeito do sal em diversos processos fisiologicos da planta (MUNNS; TESTER, 2008;
DODD; PEREZ, 2012). Uma estratégia alternativa que pode ser utilizada para estimular ou
aumentar a resisténcia de espécies agricolas a salinidade é a introdugdo de microrganismos
halotolerantes e/ou halofilicos que promovam o crescimento vegetal, minimizando os efeitos
fisiologicos e fisicos do estresse salino nas plantas (DODD; PEREZ, 2012). Dessa forma, as
pesquisas sobre a comunidade microbiana rizosférica associada a plantas naturalmente
adaptadas a ambientes salinos sdo importantes para a compreensao da interacdo entre
microrganismos e plantas sob condigOes salinas, assim como a definicdo de mecanismos
envolvidos na promocéo do crescimento vegetal em condicOes de estresse e a identificacdo de
dos microrganismos associados a esses ambientes (MAPELLI et al., 2013).

Baseado no que foi exposto, a hipbtese do trabalho é que a rizosfera de plantas hal6fitas
presentes em solos salinos € um ambiente promissor para o isolamento de bacterias
halotolerantes e halofilicas promotoras de crescimento vegetal. O objetivo foi isolar e
identificar bactérias da rizosfera de plantas halofitas de diferentes ambientes salinos no estado
do Rio de Janeiro e avaliar sua capacidade de promogéo de crescimento vegetal.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Solos Afetados por Sais

A salinizacgdo esta relacionada a uma condicao restrita de drenagem com a presenca de
lencol freatico alto ou baixa permeabilidade que impedem a lavagem dos sais em profundidade,
e a alta taxa de evapotranspiracdo que favorece a ascensdo capilar dos sais para a superficie
(RIBEIRO et al., 2016; RICHARDS, 1954). A salinizagdoo pode ser um processo natural ou
artificialmente induzido por acdes antropicas, principalmente em areas irrigadas (RIBEIRO et
al., 2016; RICHARDS, 1954). As maiores fontes de sais dos solos halomorficos sdo a
intemperizacao de rochas primarias, deposicdo atmosférica, agua salina de irrigacdo e do efeito
de drenagem imperfeita, contato com a &gua do mar, o uso de fertilizantes organicos e
inorganicos, lamas e efluentes de esgoto, salmouras de depositos naturais e de campos de
petroleo e mineracdo (JURINAK; SUAREZ, 1990).

O processo de salinizagdo natural priméaria pode ser desencadeado por diversas causas,
uma das principais é a invasdo da agua salgada que deposita sais nos terrenos atingidos. Este
processo é caracteristico das regides costeiras, influenciadas pelo movimento das marés. Ocorre
ao longo de toda costa brasileira, estando relacionado com éreas de mangue e Vvarzea,
localmente denominadas de apicuns (RIBEIRO et al., 2016).

A zona costeira do Brasil abrange 7.408 km de territério, em que 6.786 km apresentam
0 ecossistema mangue (SCHAEFFER-NOVELLLI et al., 2000). Os manguezais sdo ambientes
terrestres e marinhos, caracteristicos de regides tropicais e subtropicais que estdo sujeitos as
marés. Devido ao contato com a 4gua do mar, 0s mangues sao ambientes salinos em que a
vegetacdo € composta por arvores, arbustos e herbaceas, com caracteristicas fisiologicas e
adaptacdes morfoldgicas especiais que lidam com constantes alagamentos, salinidade e a falta
de oxigénio (SCHAEFFER-NOVELLLI et al., 2000). Geralmente associados ao ecossistema
mangue, sdo encontradas areas chamadas planicies hipersalinas ou apicuns, frequentemente
encontradas em zonas de transi¢cdo com florestas de mangue (COSTA; HERRERA, 2016).

Os apicuns sdo areas planas de elevada salinidade ou acidez, e estdo localizadas na
regido supra-maré, acima da mareé alta; desprovidas de vegetacGes ou com vegetacdes rasas,
sendo predominante de vegetais de porte herbaceo resistentes as condic¢bes salinas (HADLICH
et al. 2008; PELEGGRINI, 2000). As condicdes hipersalinas sdo formadas a partir das altas
taxas de evaporacdo combinadas com uma menor entrada de agua doce e frequéncia reduzida
de inundages pelas marés, aumentando a concentracao de sais no solo (PELEGGRINI, 2000).
No litoral brasileiro é encontrado apicuns associados a manguezais desde a llha de Santa
Catarina até o estado do Para, porém poucos trabalhos relacionados ao tema sdo desenvolvidos
(PELLEGRINI, 2000). Na Baia de Sepetiba, encontram-se os principais remanescentes de
manguezais do municipio do Rio de Janeiro, e um dos principais em todo o estado (SOARES,
1998). A regido da baixada de Guaratiba-Sepetiba é caracterizada por distintas unidades
paisagisticas, e a Planicie de Guaratiba é uma extensa area de planicie costeira. Em relacéo a
vegetacdo, a Planicie de Guaratiba é dividida em Planicie da Maré Superior, hipersalina e
desprovida de vegetacdo superior e, em Planicie da Maré Inferior, com vegetacdo arborea e
arbustiva de mangue (PELLEGRINI, 2000).

Ao longo da zona costeira, em areas de clima quente com grande taxa de evaporacao,
hé& a formacéo de lagoas costeiras hipersalinas, caracterizadas como corpos d’agua fechados
que contém concentragdes altas de sais, com niveis que ultrapassam os da agua do mar (HOHN;
TOBSCHALL; MADDOCK, 1986). O litoral leste do estado do Rio de Janeiro é caracterizado
por um conjunto de diferentes lagoas costeiras (RAPOSO et al., 2018). A Lagoa de Araruama
é 0 maior sistema lagunar da regido, com extensdo de 220 km?. A bacia hidrografica da Lagoa
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de Araruama é composta por lagoas satélites, como Pitanguinha, Permambuco, Azul e
Vermelha (PRIMO; BIZERRIL, 2002). A Lagoa Vermelha é um sistema lacustre hipersalino,
separada do Oceano Atlantico por um banco de areia (cerca de 9 m acima do nivel do mar). O
balanco hidrico da Lagoa Vermelha é controlado por chuvas, evaporagdo e influxo de agua
subterraneas marinhas e terrestres de diferentes salinidades. A area terrestre ao redor da lagoa
é essencialmente plana e coberta por dunas e planicies hipersalinas (HOHN; TOBSCHALL;
MADDOCK, 1986). A agua salina da Lagoa Vermelha é de origem marinha, apresentando alta
concentragéo de sais halita (HOHN; TOBSCHALL; MADDOCK, 1986). Os entornos da lagoa
vermelha sdo constituidos de espécies vegetais halofitas (CARVALHO et al., 2018).

As salinas do estado do Rio de Janeiro localizam-se no sistema lagunar de Araruama,
com microclima da regido semiarido, com indices pluviométricos de 700 mm e evaporacdo de
1.400 mm/ano (DA SILVA et al., 2007). As salinas sdo corpos de agua salgada natural ou
artificial, em que ha precipitacao (cristalizacdo) do cloreto de sédio devido a evaporacgéo das
aguas. Neste processo, a dgua puxada da Lagoa de Araruama, através de bombas, é dispensada
em uma série de tanques. No primeiro tanque, chamado de tanque de carga, decanta-se a matéria
organica. No segundo e no terceiro tanque, chamado pré concentradores e concentradores, onde
ocorre a concentracdo de carbonato de calcio e sulfato de calcio, respectivamente. No Gltimo
tanque, chamado de cristalizadores, a salmoura precipita formando a hialita (SILVA; SANTOS,
1997). A industria salineira nesta regido opera desde o século XIX, porém entrou em processo
de decadéncia na década de 70. Decorrente deste fato muitas salinas foram desativadas, essas
areas nao apresentam nenhum indicio de atividade industrial recentes e ha presenca de
vegetacdo rasteiras, gramineas e arbustos (DESLANDES et al., 2000). As populac¢des vegetais
presente nas salinas sdo densas e com pouca diversidade, geralmente sdo espécies halofitas
(ZAFRILLA et al., 2010).

2.2 Caracterizacao Quimica e Classificagdo de Solos Halomérficos

O conteudo de sais soltveis é comumente mensurado atraves da condutividade elétrica
(CE), pois é um método confiavel, econdbmico e facil. O método para avaliacdo da
condutividade elétrica € baseado no conceito de que a corrente elétrica transportada por uma
solucdo salina sob condicdo padrdo, aumenta a medida que a concentracéo de sal da solucdo
aumenta. Sendo assim, a conduc¢éo da corrente elétrica é diretamente proporcional a quantidade
de ions na solugdo (SPARKS, 2003). No sistema internacional, a condutividade elétrica é
expressa em siemen (S) por metro (S.m™) ou decisiemens por metro (dS.m*) (SPARKS, 2003).
A condutividade elétrica do extrato de uma pasta saturada (CEes) de uma amostra de solo é um
método comumente utilizado para medir a salinidade do solo em laboratério (SPARK, 2003).

O so6dio é um dos principais ions presentes em ambientes salinos, e ha varios parametros
que podem ser utilizados para mensurar sua concentracdo na solu¢do. Um dos parametros mais
utilizados para estimar o status de sodio trocavel do solo é chamado porcentagem de sddio
trocavel (PST), que é calculado pela razdo do sodio trocavel pela CTC do solo multiplicada por
100 (RIBEIRO et al., 2016; SPARKS, 2003).

De acordo com o Sistema Brasileiro de Classificacdo dos Solos (SiBCS), os solos
halomorficos ndo constituem uma classe no 1° nivel categérico do sistema. A salinidade e
sodicidade sdo atributos para classificacdo em niveis categoricos mais baixos como o 2°, 3° e
4° niveis, e sdo considerados dentro dos primeiros 100 ou 120 cm do perfil. Os atributos
diagnosticos que indicam que os solos sao afetados por sais € o carater salino, salico, solédico
e sddico. O carater salino € uma propriedade referente a presenca de sais em quantidades
expressas por CE > 4 e < 7 dS. m; o carater salico pela CE > 7 dS.m™; o caréater solddico



apresenta PST variando de 6 a <15%, enquanto o carater sodico o PST é maior ou igual a 15%
(SANTOS et al., 2018).

2.3 Plantas Halofitas

Para a maioria das espécies de plantas, a salinidade afeta a evapotranspiracdo, o
potencial hidrico e a resisténcia estomatica, reduzindo ou impossibilitando o crescimento
vegetal (AHMAD; SHARMA, 2008; KATERJI et al., 2000). Em relacdo a tolerdncia a
condicdes salinas, as plantas séo classificadas como glicéfitas e halofitas. As plantas glicofitas
representam o grupo de plantas menos tolerantes aos efeitos dos sais enquanto as plantas
halofitas representam o grupo capazes de tolerar altas concentracdes de sais (DIAS et al., 2016).

As plantas haldfitas naturalmente sobrevivem a ambientes salinos e hipersalinos com
concentracdo de sal acima de 1 M. Cerca de 1% da flora mundial é representada por halofitas,
que estdo distribuidas principalmente em regides aridas, semiaridas e em zonas Umidas ao longo
das costas litoraneas tropicais e subtropicais (KUMARI et al., 2015; FLOWERS; COLMER,
2008). Dependendo da resisténcia e demanda por sais de sddio (NaCl), as plantas haléfitas
podem ser classificadas como haldfitas facultativas ou obrigatorias. As facultativas podem
crescer em condi¢bes de baixa salinidade, enquanto as obrigatorias necessitam de altas
concentracdes de sal para sobreviver e crescer (KUMARI et al., 2015).

Apesar das plantas halofitas e glicofitas apresentarem diferencas marcantes na
tolerancia a salinidade, elas compartilhnam caracteristicas necessarias para a sobrevivéncia em
solos salinos. Essas caracteristicas incluem o controle e exclusdo de Na* e CI" na raiz,
compartimentalizacdo de ions em dérgdos ou células, sintese de solutos organicos compativeis
no citoplasma e manutencao das concentracGes de nutrientes essenciais como N e K (WANG;
XIA, 2018; FLOWERS; COLMER, 2008). As plantas submetidas ao estresse salino ajustam
sua fisiologia através de mudancas metabdlicas e estruturais para alcancar o equilibrio
homeostatico (osmético, ibnico e bioquimico) e a desintoxicacdo celular (eliminacdo de
espécies reativas de oxigénio e a extrusdo e compartimentalizacdo tdxica). Estes ajustes sdo
sincronizados e resultam na toleréncia ou sensibilidade da planta (PRISCO et al., 2016).

Uma das consequéncias do estresse salino para as plantas é a perda de agua intracelular.
O ajustamento osmético € um processo importante para a planta manter o turgor celular e se
desenvolver em condicdes salinas (SINGH et al., 2015). As plantas tolerantes ao estresse salino
acumulam metabolitos chamados de solutos organicos compativeis no citoplasma, aumentando
0 potencial osmotico celular para equilibrar-se com o0 meio externo da célula e neutralizar as
altas concentracbes de fons Na* e CI" no vactolo (FLOWERS et al., 2015; TURKAN;
DEMIRAL, 2009). Em plantas halofitas a concentracdo de solutos organicos compativeis
geralmente é alta sendo importante para manter a homeostase (TURKAN; DEMIRAL, 2009).
No entanto, em glicdfitas, a concentracdo de solutos organicos que se acumula é menor, ndo
sendo capaz de gerar pressdo osmatica; possivelmente a acumulacdo de solutos organicos em
glicofitas desempenha a funcgdo de eliminar os radicais livres de oxigénio causado pelo estresse
salino (TURKAN; DEMIRAL, 2009; SMIRNOFF; CUMBES, 1989). As plantas glicfitas
apresentam diferentes mecanismos para evitar o acumulo toxico de Na® e restaurar a
homeostase i6nica, como: a extrusdo de Na" para o0 meio extracelular; a compartimentalizacéo
de Na* nos vactolos; o controle do carregamento de Na* no xilema; a retengdo de Na* por
barreiras apoplasticas; reciclagem de Na* no floema; e alocacgéo de sais nas folhas mais velhas
(YAMAGUCHI et al., 2013).

As plantas haldfitas apresentam mecanismos béasicos envolvidos na manutengdo do
equilibrio osmaotico em ambientes salinos como a acumulagao de sais, principalmente NaCl, no
vacuolo e a acumulagéo de sais inorganicos no citoplasma, acumulando-se nas partes da planta
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especialmente nos 6rgdos de transpiracdo como a folna (HASANUZZAMAN et al., 2014). A
acumulacgdo de sais em vacuolos é evidente em plantas dicotiledéneas hal6fitas dos géneros
Salicornia e Suaeda, plantas com folhas suculentas, compostas por células grandes na qual o
vactolo ocupa maior parte da célula. Nestas plantas, a concentracdo de sodio pode exceder
1.000 nM. As raizes das plantas de mangue Bruguiera gymnorhiza, compartimentalizam ions
salinos e compostos organicos nas raizes (HASANUZZAMAN et al., 2014). As folhas
suculentas € uma caracteristica tipica de plantas halofitas acumuladoras de sais; devido a alta
concentracdo de sais, estas plantas absorvem grandes quantidades de ions e
compartimentalizam nos vacuolos mantendo o turgor celular (YUAN et al., 2015; BRECKLE,
1995).

As plantas haldfitas e glicofitas apresentam diferentes mecanismos de
compartimentacdo de ions. A fotossintese e os cloroplastos das plantas glicofitas sdo
danificados pela alta salinidade devido a baixa compartimentalizacdo de ions. Em contraste, o
cloroplasto e a mitocondria das plantas hal6fitas séo protegidos em condicdo de alta salinidade
devido a alta compartimentalizacdo de ions (YUAN et al., 2015). Outra caracteristica
encontrada em plantas adaptadas a alta salinidade sdo estruturas secretoras de sais, encontradas
na epiderme de algumas espécies de plantas halofitas. Essas estruturas secretam o excesso de
ions através de glandulas ou vesiculas para 0 meio externo, regulando o contetdo de sais
(YUAN et al., 2016).

As raizes das plantas glicofitas e hal6fitas comportam-se de forma diferente em
condicdes de estressse salino. Em células de raizes de plantas glicofitas como o feijdo
(Phaseolus vulgaris), a adicdo de 80 mM de sal resulta na vesiculagdo celular e aumento do
vazamento de solutos (CACHORRO et al.,, 1995). Em contraste, as raizes de plantas
pseudohaléfitas como algumas espécies da familia Rhizophoraceae e Poaceae presentes em
manguezais apresentam alta capacidade de exclusdo de sais, protegendo -se do estresse salino.
Os possiveis mecanismos envolvidos na exclusdo de sais € a reciclagem de ions no floema e as
barreiras apoplasticas nas raizes. Estas barreiras apoplasticas incluem a estria de Caspary e
lamelas de suberina na endoderme e exoderme celular das raizes (YUAN et al., 2015). As estrias
de Caspary apresentam a principal funcdo de bloguear a via apoplastica ndo seletiva de 4gua e
de ions dos tecidos vasculares das raizes (MA; PETERSON, 2003). As lamelas de suberina
cobrem completamente as paredes celulares primérias impedindo a passagem de agua e ions
através da membrana plasmatica no sistema vascular das raizes (STEUDLE; PETERSON,
1998). Em arroz (Oryza sativa) estudos indicam que a capacidade de uma cultivar resistir ao
estresse salino varia com a localizacdo, quantidade e composicdo quimica das barreiras
apoplasticas das raizes (KRISHNAMURTHY et al., 2009).

Para evitar o dano do sal no citoplasma, diversos genes estdo envolvidos nos
mecanismos reguladores da tolerancia a salinidade. O gene NHX codifica o transportador
antiporte Na+/H+ vacuolar que participa da compartimentalizacdo de ions no vacuolo; o gene
SOS1 codifica o transportador antiporte Na+/H+ na membrana plasmatica que exclui o Na+
para fora da célula; os genes PIP e TIP estdo envolvidos na codificacdo de aquaporinas (YUAN
et al.,, 2015; BLUMWALD, 2000). Os mesmos genes podem estar presentes em plantas
haléfitas e glicofitas, porém apresentam diferentes padrdes de expressdo devido as estratégias
de sobrevivéncia (HIMABINDU et al., 2016).

2.4 Microrganismos Halofilicos e Halotolerantes

Os microrganismos halofilicos sdo classificados em trés grupos, de acordo com
condicBes Otimas de crescimento em diferentes concentracbes de sais: halofilicos fracos,
moderados e extremos, que crescem respectivamente em 1-5%, 2-20% e > 20% de NaCl. Em
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contraste, os microrganismos ndo halofilicos crescem otimamente em concentracbes menores
que 1% de NaCl. Os microrganismos halotolerantes sobrevivem na presenca e na auséncia de
altas concentracdes de NaCl (AMOOZEGAR et al., 2019; SINGH et al., 2019).

Microrganismos eucariéticos e procarioticos, incluindo fungos, bactérias e arqueas sao
capazes de se adaptarem a uma série de mudancas osméticas no meio externo (RUPPEL et al.,
2013). Os microrganismos halofilicos podem ser encontrados nos trés dominios: Archaea,
Bacteria e Eukarya. As arqueas aerobicas da ordem Halobacteriales, familia Halobacteriaceae,
sdo estritamente microrganismos halofilicos, estes microrganismos séo altamente adaptados as
condicdes salinas, e a maioria ndo apresenta crescimento em concentracdes de NaCl abaixo de
2,5-3,0 M (OREN, 2013). Esses microrganismos sao 0s principais componentes das populac¢oes
microbianas presentes no Mar Morto, em lagoas hipersalinas e em lagoas de cristalizacdo de
hialita (OREN, 2002). A maioria dos representantes halofilicos do dominio Bacteria estdo
presentes no filo Proteobacteria, como a familia Halomonadaceae (classe
Gammaproteobacteria, ordem Oceanospirillales). Também sdo encontrados representantes nos
filos Cyanobacteria, Firmicutes, Actinobacteria, Spirochaetes e Bacteroidetes (OREN, 2008;
OREN, 2002).

Os microrganismos halotolerantes séo relatados em diversos ecossistemas,
principalmente bactérias e cianobactérias (RUPPEL et al., 2013). O dominio Bacteria apresenta
microrganismos halofilicos e halotolerantes, distribuidos em diversos subgrupos filogenéticos
(OREN, 2002). Em uma éarea com solo extremamente salino- alcalino no nordeste da China
foram isoladas estirpes de bactérias halofilicas e halotolerantes pertencentes aos géneros
Bacillus, Nesterenkonia, Zhihengliuella, Halomonas, Stenotrophomonas, Alkalimonas e
Litoribacter (SHI et al., 2012).

Os mecanismos que permitem a adaptabilidade dos microrganismos aos ambientes
salinos sdo semelhantes entre as diferentes classes. As principais estratégias para evitar o
estresse salino incluem membranas especificas e a construcdo de paredes celulares,
bombeamento de ions para fora da célula, ajustamento osmotico celular a partir da acumulacéo
de solutos organicos compativeis e a adaptacao de proteinas e enzimas (RUPPEL et al., 2013).

Uma das adaptacdes dos microrganismos em ambientes com alta concentracdo de sais
é evitar a perda de agua e plasmolise através da construcdo e composicao de uma parede celular
especifica (RUSSEL, 1989; SUTTON etal., 1991). A estabilidade da membrana citoplasmatica
é importante para a viabilidade celular, a mudanca na composicéo dos lipideos polares promove
mecanismos para preservar a estrutura bicamada da membrana (RUSSEL, 1989; SUTTON et
al., 1991). A membrana plasmatica apresenta uma mistura de lipideos que podem ser agrupados
em bicamadas e aqueles que se agregam em estruturas nao lamelares como hexagonais e cubicas
(SUTTON et al., 1991). As fases ndo lamelares sdo importantes para a estrutura e estabilidade
da membrana plasmatica (SUTTON et al., 1991). A adaptacdo das células em alterar a
composicdo de acidos graxos causa uma modificacdo na propor¢do de camadas do tipo
bicamada e ndo lamelar (SUTTON et al., 1991). As mudangas na composigéo lipidica podem
estar relacionadas ao aumento na fluidez da membrana. A fluidez na membrana permite que
esta seja mais estavel, porém maleavel e dindmica (RUSSEL, 1989).

A membrana citoplasmatica das arqueas halofilicas apresentam lipideos com
grupamentos éter que sao dificeis de serem degradados, fazendo com que as membranas
plasmaticas de arqueas sejam mais adaptadas a sobrevivéncia em ambientes extremos do que
em bacterias e eucariotos que apresentam lipideos do tipo ésteres (RUPPEL et al., 2013). Em
bactérias halotolerantes e halofilicas observa-se modificacBes nas proporcdes de fases
bicamada e de fases ndo lamelares da membrana plasmatica, e concomitante ocorre
modificacfes na composicdo dos &cidos graxos de acordo com o aumento de sal no meio
externo (SUTTON et al., 1991). Determinados membros da ordem Halobacteriales apresentam
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uma parede celular com uma camada S (tipo de envelope celular), a qual a principal constituinte
é uma glicoproteina com alto peso molecular. A glicoproteina constitui de 40 a 50% da proteina
da parece celular, e requer altas concentracGes de NaCl para se estabilizar (RUPPEL et al.,
2013; OREN, 2006). Em bactérias halofilicas gram-negativas, geralmente o contedo de &cidos
graxos tipo ciclopropano e acidos graxos insaturados aumentam com a concentracdo de sal
(VENTOSA et al., 1998). Em bactérias halofilicas gram-negativas, a concentracdo de acidos
graxos de cadeias ramificadas se modifica de acordo com a salinidade (RUSSEL, 1989). Em
Marinococcus halophilus, o aumento da salinidade causou o aumento do contetdo de acidos
graxos saturados e a diminuicdo do contetido de acidos graxos de cadeia ramificada. Acidos
graxos do tipo ciclopropano néo foram encontrados (MONTEOLIVA-SANCHEZ et al., 1989).

Diversos processos bioenergéticos e bombas de ions estdo envolvidos na regulacao das
concentragdes ibnicas intracelulares e no ajustamento osmatico. O gradiente eletroquimico de
protons é a forca motora para a extrusdo do Na* da célula, mantendo as concentracoes
intracelulares de Na* relativamente baixa, este processo € mediado por transportadores Na*/H*
(OREN, 2006). O ajustamento osmdtico € a propriedade basica necessaria para que 0S
microrganismos halofilicos e halotolerantes sobrevivam as condi¢fes salinas sem a perda de
agua para o ambiente. Para isso, € necessario que o citoplasma desses organismos mantenha
no minimo um estado isosmotico com o meio externo (OREN, 2011).

Os microrganismos utilizam fundamentalmente dois tipos de estratégia para equilibrar
osmoticamente seu citoplasma com o meio externo: as células podem manter altas
concentracdes de sais intracelular, osmoticamente equivalente ao meio externo, todo sistema
intracelular deve ser adaptado a alta concentracéo de sal — estratégia de acumulacéo de sais; ou
as células mantem as concentracdes de sais baixas em seu citoplasma, a pressdo osmotica do
meio € equilibrado por solutos organicos compativeis, nenhuma adaptacdo especial no sistema
intracelular é necessario — estratégia de acumulacédo de solutos organicos compativeis (OREN,
2008). Na estratégia em que ha acumulo de sais no citoplasma, geralmente os ions de potéssio
sdo mais dominantes de sodio, sendo o cloreto o ion em maior dominancia no interior da célula
(OREN, 2001). Esta estratégia requer uma ampla adaptacdo das enzimas intracelulares ao sal,
pois as proteinas devem manter sua conformacao adequada e atividade em concentracBes quase
saturadas de sal (OREN, 2008). As membranas dos microrganismos halofilicos apresentam
transportadores antiporte Na*/H* que liberam o sddio (Na*) de dentro da célula para o meio
externo. O potassio (K*) pode entrar na célula passivamente via sistema uniporte em resposta
ao potencial de membrana e via transporte ativo primario (OREN, 2001). O cloro (CI") é
acumulado através do transporte do tipo simporte com o sédio (Na*/Cl") (OREN, 2001). No
caso dos microrganismos halofilicos, hd uma forte dependéncia de altas concentracdes de sais,
pois 0 proteoma dessas células é altamente &cido, e a maioria das proteinas é desnaturada
quando exposta a baixos teores de sal (OREN, 1999; OREN, 2008). Géneros do dominio
Archaea e Bacteria se ajustam osmoticamente com alta concentracdo intracelular de KCI.
Espécies da familia Halobacteriaceae (dominio Archaea) e de bactérias anaerdbica da ordem
Halanaerobiales utilizam o KCI para promover o ajustamento osmatico em altas concentragdes
de NaCl do meio externo (OREN, 1999; OREN, 2008).

A segunda estratégia adaptativa dos microrganismos para equilibrar osmoticamente seu
citoplasma com o meio externo € baseada na biossintese e/ou acumulacdo de solutos osmoticos
organicos compativeis. Os sais sdo excluidos do citoplasma, e solutos organicos sao
sintetizados ou acumulados, aumentando de potencial osmotico dentro do citoplasma para
promover o equilibrio osmotico (OREN, 2001). A biossintese de solutos organicos é
energeticamente mais dispendiosa do que a sintese de altas concentracfes de KCI (OREN,
2001). A maioria dos solutos compativeis sdo aminoacidos e derivados de aminoacidos,
acucares e poliois. A estratégia de exclusdo de sais do citoplasma e a acumulacdo de solutos
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organicos para alcancar o equilibrio osmético é utilizado por microrganismos como algas
eucarioticas halofilicas, bactérias halofilicas e halotoletantes, e microrganismos metanogénicos
do grupo Archeae (OREN, 2001). As algas eucaridticas e fungos utilizam glicerol e outros
polidis como solutos. No dominio Bacteria é encontrada a maior diversidade de solutos
organicos compativeis, poréem a trimetilglicina e derivados de aminoacidos ciclicos sdo mais
abundantes nesse grupo (OREN, 2001).

2.5 Microrganismos Promotores de Crescimento Vegetal em Ambientes Salinos

A maioria dos solos apresentam uma grande diversidade de microrganismos, alguns
desses sdo encontrados em solos ndo rizosféricos e outros na rizosfera, interagindo com as
raizes das plantas (GLICK, 2014). A rizosfera € o volume de solo que esta sob a influéncia das
raizes das plantas, onde se encontra 0 méximo de atividade microbiolégica devido a produgédo
de exsudados das raizes que servem de fonte de nutriente para estes microrganismos (NADEEM
et al., 2013). Entre as populacbes de microrganismos presentes na rizosfera, as bactérias sao 0s
microrganismos mais abundantes. Varios géneros, frequentemente encontrados na rizosfera de
plantas, causam efeitos pronunciados no crescimento vegetativo e sdo conhecidas como
promotoras de crescimento vegetal, como Pseudomonas, Enterobacter, Bacillus, Variovorax,
Klebsiella, Burkholderia, Azospirillum, Serratia e Azotobacter (NADEEM et al., 2013).

Dentre 0os mecanismos que promovem o crescimento vegetal podemos citar a fixacdo
de nitrogénio, solubilizacdo de fésforo, producdo de sidero6foros, reguladores de crescimento,
acidos organicos e producdo de enzimas como ACC-desaminase e glucanase (BERG, 2009;
GLICK et al., 2007; HAYAT et al., 2010). Os fitohormonios regulam as respostas de protecao
a planta a estresses biodticos e abidticos, e podem ter um papel importante na tolerancia de
diversas plantas a condicdes de estresse, incluindo o estresse salino (RAGHAVAN et al., 2006;
RYU; CHO, 2015).

Diferentes trabalhos monstram a importancia de bactérias promotoras de crescimento
vegetal em ambientes salinos (ETESAMI; BEATTIE, 2018). Algumas espécies de Halomonas
séo capazes de crescer em concentracOes de sais de 1% a 20%. Isolados de Halomonas maura,
bactéria gram-positiva encontrada em solos salinos, especialmente na rizosfera de plantas
xerdfitas, foram identificados como capazes de fixar nitrogénio (ARGANDONA et al., 2005).
Bactérias do género Azospirillum sdo promotoras de crescimento vegetal e 0 género apresenta
algumas espécies halotolerantes que sobrevivem na rizosfera de plantas de mangue (BASHAN
et al., 2000). Esses autores mostraram que a inoculacdo com isolados halotolerantes de
Azospirillum pode promover o crescimento da planta de mangue Salicornia bigelovii.

Os beneficios da promocéo de crescimento das bactérias halofilicas e halotolerantes ndo
estdo limitadas as plantas nativas de ambientes salinos. Essas bactérias também podem
aumentar a tolerancia a salinidade em plantas com maior sensibilidade e que ndo apresentam
adaptacOes especificas para sobreviverem as condi¢cfes salinas. Egamberdieva et al. (2008)
isolaram uma grande quantidade de bactérias halotolerantes com propriedade de promover
crescimento vegetal da rizosfera de trigo cultivado em condi¢des salinas. As bacterias
encontradas foram Acinetobacter (duas linhagens), Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
saprophyticus, Bacillus cereus, Enterobacter hormaechei, Pantoae agglomerans e Alcaligenes
faecalis. No semiarido brasileiro foram realizadas pesquisas com plantas halofilicas pioneiras
na sucessao ecologica de salinas. As bactérias foram isoladas da rizosfera dessas plantas, e
foram encontradas isolados pertencentes as seguintes espécies: Halomonas aquamarina,
Brevundimonas vesiculares, Enterococcus durans, Paenibacillus polymyxa e Klebisiella
pneumoniae. (DA SILVA et al., 2011).



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Caracterizacdo da Area de Estudo

Foram selecionados trés solos de ambientes salinos para realizacdo do estudo: planicies
hipersalinas (Guaratiba-RJ); salina desativada (Sdo Pedro da Aldeia-RJ) e entorno da lagoa
hipersalina (Araruama-RJ).

A éarea de coleta situada no bairro Guaratiba — RJ integra a Reserva Biologica Estadual
da Guaratiba na cidade do Rio de Janeiro (Figura 1). O clima é classificado segundo modelo de
Koppen como Amg, tropical chuvoso de bosque. O solo nessa area foi classificado
originalmente como Glei pouco Humico salino solédico (CARVALHO FILHO et al., 2001).
Esta area é formada pelo ecossistema mangue, caracterizada por feicdes chamadas planicies
hipersalinas (apicuns). Essas feigdes sdo encontradas nas porgdes mais internas do ecossistema,
em que o aporte principal de 4gua € a inundacéo pelas marés.
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Figura 1. Localizagdo e pontos de coleta da planicie hipersalina localizada em Guaratiba na
cidade do Rio de Janeiro-RJ.

A érea de coleta em S&o Pedro da Aldeia — RJ foi realizada em uma salina desativada,
anteriormente utilizada para extracao de sal a partir da agua do mar (Figura 2). O clima dessa
regido é classificado como clima tropical com estacdo seca (Aw). O tipo de terreno nessa area
é identificado como salinas (CARVALHO FILHO et al., 2001). Nas salinas, as aguas do mar
ou de lagoas hipersalinas sdo bombeadas para reservatorios, e, com o calor dos raios solares, a
agua evapora e assim ocorre a precipitacdo do sal, que posteriormente é coletado.
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Figura 2. Localizagdo e pontos de coleta da salina desativada localizada em Sdo Pedro da
Aldeia.

A coleta em Saquarema - RJ foi realizada nos entornos de uma lagoa hipersalina
chamada Lagoa Vermelha (Figura 3). A Lagoa Vermelha é um sistema lagunar costeiro situado
entre 0s municipios de Saquarema e Araruama, regido dos lagos do estado do Rio de Janeiro.
O clima da regido € classificado como Aw, de acordo com a classificacdo de Képpen. Os solos
dessa area foram classificados originalmente como Podzélicos hidromorficos distréfico
(CARVALHO FILHO et al., 2001). A formacdo dessas lagoas € estimulada pelo clima desta
regido, quente e com deéficit de precipitagdo. A hipersalinidade dessas lagoas favorece a
precipitacdo de sais.
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Figura 3. Localizacdo e pontos de coleta do entorno de lagoa hipersalina chamada Lagoa
Vermelha localizada em Saquarema-RJ.

3.2 Coleta de Plantas e de Solos

Nas areas de estudo foram identificadas e coletadas amostras de plantas herbaceas
predominantes. As areas foram percorridas em zig-zag e foram coletadas trés amostras
aleatoriamente de cada tipo de planta. Em cada ponto de coleta foram determinados o pH, a
umidade do solo e a condutividade elétrica com dispositivos portateis com o intuito de
confirmar a salinidade do solo. A coleta do solo e extragdo do solo rizosférico foram realizados
de acordo com McPherson et al. (2018).

O solo foi amostrado com uma pa a uma profundidade de 20 cm cortando as raizes
laterais que prendem a planta ao solo, formando uma amostra circular contendo a parte aérea,
raizes e solo. As amostras foram colocadas em sacos plasticos e em baldes com identificacéo.
No laboratério, para acessar as raizes, as amostras de solo foram agitadas gentilmente. O solo
que se desprendeu foi utilizado para a caracteriza¢éo quimica.

As partes aéreas das plantas coletadas foram enviadas para identificacdo no Herbario do
Departamento de Boténica da UFRRJ, registrado no Index Herbariorum com a sigla RBR
(Tabela 2).

3.3 Caracterizagdo Quimica do Solo

Foram avaliados os valores de pH, condutividade elétrica do extrato de saturacdo e
determinac&o dos teores trocaveis de nutrientes. Ca?*, Mg?* e AI¥* foram extraidos com soluc&o
de KCI e quantificados via titulacdo; P, K* e Na* foram extraidos com solu¢do Mehlich 1,
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sendo quantificados por colorimetria (P) e fotometria de emissdo de chamas (K* e Na*); carbono
organico foi determinado por oxidacdo a quente com dicromato de potéssio e titulacdo com
sulfato ferroso amoniacal, segundo; H+AIl foram avaliados através de solucdo de acetato de
calcio 0,025 mol L%, a determinagdo do pH do solo em agua e o calculo da CTC, foram
realizados conforme descrito pelo método da Embrapa (TEIXEIRA et al., 2017).

3.4 Extracdo de Solo Rizoférico

Para a coleta do solo rizosferico, aproximadamente de 10 a 15 fragmentos de raizes de
cada planta foram seccionadas utilizando uma tesoura esterilizada com alcool 70%. As raizes
foram colocadas em tubo tipo Falcon contendo 35 mL de solugéo salina (9 g.L™* de NaCl). Para
liberar o solo rizosférico da superficie das raizes, os tubos foram agitados no aparelho Vortex
a 300 rotacdes por minuto (rpm) por dois minutos. As raizes foram removidas do tubo com o
auxilio de uma pinca esterilizada com alcool 70%.

3.5 Isolamento de Bactérias Rizosféricas

A partir dos tubos contendo a suspenséo rizosférica,uma aliquota de 1 mL foi adicionada
em 9 mL de soluc&o salina (9 g.L* de NaCl). Esta nova suspens&o foi diluida em série de 10
a 1072, Uma aliquota de 0,1 mL de cada uma das dilui¢Ges foi inoculada nos meios de cultura.
Nas amostras provenientes da area em Guaratiba foram utilizados os meios TSA (triptona 15,0
g.L %; digestio papaica de soja 5,0 g.L%; cloreto de soja 5,0 g.L%; 4gar 15,0 g.L ™), 4gar nutriente
(extrato de carne 1 g.L; extrato de levedura 2,0 g.L™ ; peptona g.L* ; cloreto de sddio 5,0 g.L"
1 &gar 15,0 g.L 1), agar sabouraud (dextrose 40,0 g.L*; digestdo peptidica de tecido animal
5,0 g.L%; digestdo pancreatica de caseina 5,0 g.L ! ; agar 15,0 g.L ) e 4gar batata dextrose
(dextrose 20,0 g.L? ; infusédo a partir de batatas 4,0 g.L ™ ; gar 15,0 g.L ™) acrescidos de 1%,
5%, 15% e 25% de NaCl. Para as concentractes 1% e 5% de NaCl foram utilizadas as dilui¢des
108,107, 100, 10! e 1012 e para as concentracdes 15% e 25% foram utilizadas as diluicdes
101, 102, 103, 10, 10°°. Para as amostras provenientes das areas em S&o Pedro da Aldeia e
Saquarema foram utilizados os meios Agar nutriente e 4gar batata dextrose acrescidos de 1%,
5%, 15% e 20% de NaCl. Para as concentractes 1% e 5% de NaCl foram utilizadas as dilui¢des
101°, 101 e 10'%; e para as concentracdes 15% e 25% foram utilizadas as diluicdes 102, 102
e 10°,

As placas foram mantidas em estufa a 30°C por 10 dias. As col6nias foram selecionadas
e purificadas trés vezes para a obtencdo de isolados puros, os quais foram estocados em meio
agar estoque (agar nutriente 28 g.L™; fosfato diabasico 2 g.L*) a5° C.

3.6 Teste de Salinidade e Classificacdo dos Isolados

Uma coldnia de cada isolado foi retirada com a al¢a de platina e foi semeada por estrias
simples em placas contendo meio agar nutriente (extrato de carne 1,0 g.L-!; extrato de levedura
2,0 9.L™%; peptona 5,0 g.L%; cloreto de sodio 5,0 g.L%; agar 15,0 g.Lt) acrescidos de 0,5 %; 5%;
10%; 15%; 20%; 25% de NaCl. As placas foram mantidas em estufa a 30°C. As placas foram
analisadas por um periodo de 10 dias ap06s a inoculacdo. O intervalo de crescimento foi
determinado a partir das concentracGes de NaCl em que ocorreu o crescimento do isolado. Os
isolados foram classificados de acordo com a resposta a salinidade em ndo halofilicos,
halotolerantes, halofilicos fracos, halofilicos moderados e halofilicos extremos, com base na
Tabela 1.
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Tabela 1. Classificacdo dos microrganismos de acordo com a resposta a salinidade

Classe Concentracéo 6tima de sal
Nao halofilico <1% NaCl
Halotolerante 0,5% - 20% NaCl
Halofilico fraco 1% - 5% NaCl
Halofilico moderado 5% - 20% NaCl
Halofilico extremo > 20% NaCl

Classificacdo de acordo com Amoozegar et al. (2019) e Singh et al. (2019).

3.7 ldentificacio de Bactérias Pela Técnica Protedmica MALDI TOF-MS (Matrix Assisted
Laser Desorption lonization Time Of Flight/ Mass Spectrometry)

As bactérias isoladas foram identificadas através de técnica proteébmica MALDI TOF-
MS, que foi realizada através de uma parceria com o Laboratério de Quimica de Proteinas da
Escola Paulista de Medicina (UNIFESP). Os isolados foram cultivados 30°C por 48 h em &gar
nutriente acrescido de NaCl na concentracdo 6tima para cada isolado.

Primeiramente, todos os isolados foram identificados pelo método direto. Para isso, uma
colbnia dos isolado bacteriano foram transferidas para os pogcos de uma microplaca (96 MSP,
Bruker-Billerica, E.U.A) e, ao sedimento bacteriano, foi adicionado uma solucdo de lise (&cido
férmico 70% Sigma-Aldrich) em quantidade suficiente para cobri-lo. Em seguida, 1 pL de
solucdo da matriz (&cido alfa-ciano-4-hidroxi-cindmico diluido em acetonitrila 50% e acido
trifluoracético 2,5%, Sigma-Aldrich) foi utilizado para cobrir o extrato bacteriano.

Os isolados que ndo foram identificados pelo método direto, foram analisados pelo
método de extracdo de proteinas. Os isolados foram cultivados em agar nutriente acrescido da
concentracdo 6tima de NaCl correspondente da amostra, e foram incubados a 30°C por 48 h.
Uma coldnia de cada isolado foi ressuspendida em 300 uL de agua deionizada e foi adicionado
900 uL de etanol absoluto. As suspensdess foram homogeneizadas em vértex e centrifugadas
por 3 min a 8.609g. Os sobrenadantes foram descartados e os precipitados foram secos ao ar e,
em seguida, dissolvidos em 50 uL de acido formico 70% e homogeneizados em vortex. Apds a
adicdo de 50 uL de acetonitrila, as amostras foram homogeneizadas manualmente. Estas
suspensdes foram centrifugadas por 3 min a 8.609¢, e aliquotas de 1 uL dos sobrenadantes
foram transferidas para os pogos de uma microplaca de aco, sendo as amostras secas ao ar a
temperatura ambiente. Em seguida, adicionou-se a cada poc¢o 1 uL de matriz (&cido alfa-ciano-
4-hidroxi-cinamico diluido em acetonitrila 50% e acido trifluoracético 2,5%, Sigma-Aldrich)
para cobrir a amostra de extrato de proteinas.

O instrumento Microflex LT™ (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha) foi utilizado
com o software Flex ControlTM versdo 3.4 (Bruker Daltonics). Para calibracdo de massa e
otimizacdo de parametros de instrumentos, o padrdo de teste bacteriano (BTS, Bruker
Daltonics) foi usado. As aquisi¢des foram feitas no modo linear positivo dentro de uma faixa
de massa de 2.000 a 20.000 m. z* com as configuracdes sugeridas pelo fabricante no modo de
coleta automatica de espectros. Todos os espectros foram analisados pelo algoritmo de
correspondéncia de padrio utilizando o software MALDI Biotyper™ 3.1 (Bruker Daltonics), e
0s espectros brutos das amostras foram comparados com os espectros de referéncia da
biblioteca Bruker (banco de dados versdo 3.3.1, 5.627 espectros de referéncia) com
configuragdes padroes.

O critério utilizado para os valores de score de identificacao € baseado no indicado pelo
fabricante: um score > 2.300 indica a identificacdo altamente provavel a nivel de espécie, um
score 2.000 a 2.299 indica identificacdo a nivel de género e provavel espécie, um score entre
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1.700 e 1.900 indica provavel identificacdo a nivel de género e um score < 1.700 indica
nenhuma identificacéo.

3.8 Identificacdo Genotipica de Bactérias
3.8.1 Extragéo de DNA

Para extracdo de DNA, os isolados foram cultivados em 5 mL do meio de cultura liquido
BHI (Brain Heart Infusion) a temperatura ambiente em uma mesa agitadora a 150 rpm de
rotacdo. Apos 16 horas, aliquotas de 1,5 mL de cada cultura foram transferidas para microtubos
e centrifugados a 16.873g por 1 min, para sedimentar as células (HE, 2011). O processo de
sedimentacdo das células foi repetido por trés vezes para concentrar o maior nimero de células
possivel. Apds o descarte do sobrenadante, o precipitado foi ressuspendido em 600 pL de
tampéo de lise (TE buffer 1X, SDS 10% e NaCl 25 mM) com ajuda de um agitador de bancada
tipo vortex e incubado a 60 °C por 30 min (TITO et al., 2015). Apds esfriar a temperatura
ambiente, foram adicionados 600 pL de cloroférmio e alcool isoamilico (proporgdo 24:1 v/v).
Em seguida, as amostras foram homogeneizadas por 2 min, e centrifugadas a 14.549 g por 10
min. Volumes de 600 pL do sobrenadante de cada amostra foram transferidos para novos
microtubos para adi¢do de igual volume de cloroférmio e alcool isoamilico. Em seguida as
amostras foram centrifugadas a 14.549g por 10 min e volumes de aproximadamente 400 uL do
sobrenadante foram transferidos para novos microtubos contendo o mesmo volume de
isopropanol gelado. As amostras foram incubadas a -20°C, para precipitacdo do DNA, e apds
12 horas foram centrifugadas a 14.549g por 30 min. O precipitado foi lavado com 200 uL de
etanol 70% por duas vezes e apds secar a temperatura ambiente, foi ressuspendido em 30 pL
de &gua ultrapura.

3.8.2 Amplificacéo e sequenciamento do gene rrs

O gene rrs que codifica o rRNA 16S foi amplificado através da técnica de Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR — Polymerase chain Reaction), utilizando os primers universais
27F 5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ com 0 primer 1492R 5'-
GGTTACCTTGTTACGACTT-3;'e 27TF 5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ com o primer
1512R 5'-ACGGCTACCTTGTTACGACT-3". As reacdes de PCR foram conduzidas em
volumes de 25 uL contendo 0s seguintes reagentes: tampao de reacdo (1X), Tag DNA
polimerase (1 U), MgCl. (2,5 mM), 0,2 mM de dNTP e 0,4 uM de cada primer. A reacgéo foi
realizada em um termociclador, com uma etapa inicial de desnaturacdo a 94°C por 5 min;
seguido de 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30 s, anelamento a 56°C por 40 s; e extensdo
a 72°C por 1 min e 30 s; e uma etapa de extensdo final a 72°C por 7 min (WEISBURG et al.,
1991). Os produtos das reacdes de PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose
1,5%, corados com Syber Green e visualizados sob a luz ultravioleta usando o sistema de
fotodocumentagéo L-PIX EX (Loccus Biotecnologia).

Os produtos de PCR foram purificados utilizando a Exo-Sap (USB Corporation,
Cleveland, Ohio), conforme recomendacdo do fabricante. Os produtos de PCR purificados
foram sequenciados utilizando BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit. A reacdo foi
realizada em um termociclador, com inicial de desnaturacdo a 94°C por 1 min; seguido de 35
ciclos de desnaturacdo a 94°C por 15 s, anelamento a 56°C por 15 s; e extensdo a 72°C por 4
min. A purificacdo das amostras foi feita por precipitacdo com acetato de soédio 3M, EDTA 125
mM e etanol 70%. O sequenciamento das amostras foi realizado na EMBRAPA Agrobiologia
no equipamento 3500 Genetic Analyser (Applied Biosystems®).
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As seqiiéncias foram editadas utilizando o programa DNA Sequence Assembler v4
(2013), e foram comparadas com seqiéncias depositadas no banco de dados do NCBI utilizando
o0 algoritmo BLASTn (ALTSCHUL et al., 1997).

3.9 Bioprospeccao de Bactérias Halotolerantes Promotoras de Crescimento Vegetal
3.9.1 Analise da germinacdo do arroz em diferentes concentracdes de sal

A desinfeccdo superficial das sementes de arroz BRS Esmeralda foi realizada por
imers&o em hipoclorito de sodio a 2,5% por 3 min, e posterior lavagem por trés vezes com agua
estéril. Em placas de petri contendo papel filtro autoclavado foram adicionados 5 mL de agua
destilada contendo 0 mM, 50 mM; 100 mM; 200 mM e 300 mM de NaCl. Um total de 20
sementes foram transferidas para cada placa de petri e estas foram incubadas a 28°C por 5 dias.
Foram utilizadas 4 repeticOes de 20 sementes para cada tratamento. A germinacéo foi analisada
diariamente e no final do experimento o comprimento da parte aérea e raiz das plantulas foram
medidos manualmente utilizando uma régua.

Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de
significancia.

3.9.2 Potencial dos isolados bacterianos halotolerantes na reducéo do estresse salino do
arroz

A desinfeccdo superficial das sementes de arroz BRS Esmeralda foi realizada com
hipoclorito de sddio a 2,5% por 3 min, e posterior lavagem por trés vezes com agua. As bactérias
foram cultivadas em caldo BHI por 24 h a 150 rpm. A suspensdo bactéria foi ajustada para
concentragdo de 10° — 107 UFC.mL* com meio de cultura. As sementes foram incubadas na
suspensdo bacteriana por 1 h. Em placas de petri contendo papel filtro autoclavado foram
adicionados 5 mL de agua destilada contendo 50 mM e 200 mM de NaCl. O total de 20 sementes
inoculadas foram transferidas para cada placa de petri e incubadas a 28°C por 5 dias. Foram
utilizadas 4 repeticdes de 20 sementes para casa tratamento.

A germinacgéo foi analisada diariamente e no final do experimento foram analisados os
parametros morfoldgicos da parte aérea e raiz das plantulas por meios de imagens utilizando o
software WinRHIZO Arabidopsis (2012b). As raizes e parte aérea foram espalhadas em uma
cuba contendo agua destilada e escaneadas utilizando o scanner Epson Expression 10000XL
(Epson, Toronto, Canadd), as imagens foram analisadas utilizando o software WinRHIZO
Arabidopsis (2012b) na definicdo de 600 dpi. Foram determinados os seguintes parametros:
comprimento total das raizes (cm), volume radicular (cm3), superficie radicular (cm2) e nimero
de pontas. Para a parte aérea foi determinado o comprimento total (cm).

Os resultados foram analisados estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de
significancia.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 ldentificacdo de Plantas Haldfitas e Caracterizacdo Quimica do Solo

Diferentes géneros e espécies de plantas foram encontradas nas trés areas analisadas.
Nas areas das planicies hipersalinas em Guaratiba foram encontradas densas e esparsas
populacdes de plantas pertencentes a espécie Salicornia gaudichadiana. Nas salinas desativas
em Sdo Pedro da Aldeia foram encontradas duas espécies de plantas herbaceas haldfitas,
identificadas como Salicornia fruticosa e Blutaparon portulacoides. Nos entornos da lagoa
hipersalina em Araruama foram encontradas duas espécies vegetais predominantes,
identificadas como Sporobolus virginucus e Cyperus ligularis (Tabela 2 e Figura 4).

Tabela 2. Identificacdo das espécies vegetais herbaceas predominantes nas areas de estudo

Registro Familia

herbario Espécie vegetal botanica Habito Ambiente Local

RBR Salicornia . Planicies .
46532 gaudichadiana Amaranthaceae Herbacea hipersalinas Guaratiba-RJ
RBR Salicornia Amaranthaceae  Herbacea Salina Sé&o Pedro da
55054 fruticosa desativada Aldeia-RJ
RBR Blutaparon Amaranthaceae  Herbacea Salina Sé&o Pedro da
55053 portulacoides desativada Aldeia-RJ
RBR Sporobolus Poaceae Herbacea Lagoa Saquarema-
55055 virginucus hipersalina RJ
RBR Cyperus . Lagoa Saquarema-
55056 ligularis Cyperaceae Herbacea hipersalina RJ

Em comparacdo aos demais solos analisados, o solo presente nas planicies hipersalinas
apresenta maior condutividade elétrica e maior conteido de cations Na*. A alta concentracdo
de sodio desse solo reflete no maior valor de porcentagem de sodio trocavel (PST) (Tabela 3).
Os solos presentes nas salinas desativadas apresentaram o segundo maior valor de
condutividade elétrica, porém entre os solos ha diferencas na quantidade de ions. O solo
populado pela planta Salicornia fruticosa apresenta maior quantidade de Na* do que o solo
populado pela planta Blutaparon portulacoides (Tabela 3). Os solos do entorno da lagoa
hipersalina apresentam menores valores de condutividade elétrica, entre os solos analisados
houve diferencas na quantidade de ions. No solo populado pela planta Sporobolus virginucus
ha maior quantidade de Na* do que o solo populado pela planta Cyperus ligularis, este solo
apresenta menor condutividade elétrica dentre todos analisados (Tabela 3).

Em relacdo ao pH, observa-se que os solos das salinas desativadas e lagoa hipersalinas
apresentam valores mais altos indicando que estes solos séo alcalinos. Em contraste, o solo
presente nas planicies hipersalinas apresenta altos valores de acidez (H*+AI**) corroborando
com o pH acido (Tabela 3). Dependendo da regido, os apicuns apresentam varia¢fes em relacdo
a vegetacdo, e/ou a quantidade de enxofre e acidificacdo no horizonte superficial (HADLICH;
UCHA, 2009). As planicies hipersalinas (apicuns) apresentam regime de alagamento
caracterizado pela saturacdo e posteriormente condi¢fes de hidromorfismo. Em resposta ao
alagamento, os solos dessas areas sdo propensos a decomposicdo anaerobica da matéria
organica. Essas condicGes redutoras promovem o processo pedogenético de gleizacdo, que
confere ao solo cores acinzentadas a neutras devido a reducéo do Fe** (ALBUQUERQUE et
al., 2014). Apo6s o processo de reducdo, a decomposicdo da matéria ocorre via reducdo de
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sulfatos que resulta na formacédo de metais de sulfetos como a pirita. Esses metais sdo instaveis
em condigdes aerobicas, sendo oxidados liberando prétons H*. O processo de oxidacdo de
sulfetos é responsavel pela diminui¢do do pH desses solos (ALBUQUERQUE et al., 2014).
Dessa forma, é possivel que o processo de reducdo de sulfatos e oxidacdo de sulfetos sejam
responsaveis pela diminuicdo do pH no solo presente na planicie hipersalina em Guaratiba —
RJ.

1A

Figura 4. Areas das coletas e espécies vegetais presentes. 1A — Planicies hipersalinas de
Guaratiba; 2A - Salicornia gaudichadiana; 1B — Salina desativada de Sdo Pedro da
Aldeia; 2B — Salicornia fruticosa; 3B — Blutaparon portulacoides; 1C — Entorno de
lagoa hipersalina de Saquarema; 2C — Sporobolus virginucus; 3C - Cyperus ligularis.

Todos os solos apresentaram alta condutividade elétrica (CE) e percentual de sddio
trocavel (PST) devido as altas concentracdes de ions presentes nestes ambientes. De acordo
com o Sistema Brasileiro de Classificacdo dos Solos, pode-se atribuir carater salico aos solos,
se estes apresentam CE > 7 mS.cm™ e caréter sadico, se estes apresentam PST > 15%. A partir
desses atributos, os solos das trés areas estudadas podem ser caracterizados como salinos-
sddicos pois apresentam condutividade elétrica maior que 7 mS.cm™ e porcentagem de sodio
maior que 15%.
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Tabela 3. Atributos quimicos dos solos das planicies hipersalinas de Guaratiba, salinas desativadas de Sdo Pedro da Aldeia e entorno da lagoa

hipersalina de Araruama

pH

B + 2+ 2+ + 3+ *
Area Planta Na Ca Mg K HAl Al agua PST CE Carater**
R — Cmolc.dm™ -----mememeo- 1:2,5 % mS.cm™
Planicies hipersalinas Salicornia 559 496 1461 085 1985 025 472 51 9597  Salino-sédico
- Guaratiba gaudichadiana
. . Salicornia 5356 91 0p 1155 157 0 001 7,97 41 63,6  Salino-sédico
Salina desativada - fruticosa
SdoPedrodaAldeia  Blutaparon ) 53 577 585 076 028 001 778 48 616  Salino-sédico
portulacoides
L agoa hipersalina- flﬁ’fgrﬁm?ss 105 503 58 043 013 001 832 48 334  Salino-sodico
Araruama Cyperus ligularis 5,97 622 463 035 0 001 845 35 188  Salino-sédico

*Porcentagem de sédio trocdvel; **De acordo com o Sistema Brasileiro de Classificacdo dos Solos (SANTOS et al., 2018).
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Os ambientes salinos podem ser originados da &gua do mar e possuem natureza quimica
relacionada ao ambiente marinho. Estes ambientes podem ser caracterizados pela
predominancia de fons Na* e CI-, e outros ions como Mg*?, SO42, K*, Ca*?, Br, HCOs", e F
(VENTOSA; ARAHAL, 2009). Todas as areas de coleta estdo situadas em regides costeiras
do estado Rio de Janeiro, e a proximidade com a &gua salina marinha confere a estas areas
maiores teores de ions, com predominancia de ions Na*. Outros ions importantes que podem
ser observados em altas concentracdes sio Mg*? e o Ca*? (Tabela 3).

Os solos das areas populadas pelas plantas haldfitas Salicornia gaudichadiana,
Salicornia fruticosa e Blutaparon portulacoides apresentaram maiores valores de
condutividade elétrica. Essas trés especies de plantas sdo classificadas como halofitas
dicotileddneas e pertencem a familia Amaranthaceae. Essas plantas sao altamente adaptadas a
alta salinidade, em que h& grande acumulo de ions nos tecidos, demonstrado pela morfologia
foliar suculenta (FLOWERS et al., 2015).

Os solos provenientes da area populada pelas plantas haléfitas Sporobolus virginucus e

Cyperus ligularis apresentaram menores quantidades de ions de sodio e menores valores de
condutividade elétrica em comparacao as areas de planicies hipersalinas e uma area das salinas
desativadas. Estas duas espécies sdo classificadas como haléfitas monocotileddneas,
pertencentes as familias Poaceae e Cyperaceae, respectivamente. S&o plantas que apresentam
quantidades de Na* e CI" consideravelmente menores nos vacutolos do que membros da familia
Amaranthaceae, e geralmente utilizam agtcares como osmolitos compativeis para aumentar a
osmolaridade celular (FLOWERS; COLMER, 2008).
Sugere-se que as diferencas dos atributos quimicos destes solos, especialmente a concentracdo
de sodio, sdo fatores preponderantes na selecdo destas plantas. As caracteristicas das plantas
corroboram com as caracteristicas quimicas dos solos em que foram coletadas. A alta salinidade
e alta concentracdo de sodio presente nos solos selecionaram espécies vegetais haldfitas, uma
vez que plantas glicofitas sdo afetadas pelo estresse salino limitando seu crescimento em solos
afetados por sais.

4.2 Isolamento de Bactérias Rizosféricas e Classificacdo Quanto a Salinidade

Foram isoladas um total de 315 bactérias da rizosfera das plantas hal6fitas, sendo 58,4%
(184/315) em meios contendo 1% de NaCl, 26,6% (84/315) em meios contendo 5% de NacCl,
13,3% (42/315) em meios contendo 15% de NaCl e 1,9% (5/315) em meios contendo 20% de
NaCl.

De acordo com o teste de salinidade realizado, as estirpes bacterianas foram
classificadas quanto a resposta a salinidade em quatro grupos: ndo halofilico, halotolerante e
halofilico moderado (Figura 5). N&o foram isolados microrganismos halofilicos extremos. As
bactérias classificadas como néo halofilicas representaram 31% do total de isolados. A maioria
dos isolados foram classificados como halotolerantes e a, minoria foram classificadas como
halofilicas moderadas. Os isolados bacterianos halotolerantes apresentam crescimento em uma
ampla faixa de concentracdes de NaCl, podendo tolerar altas concentracfes de NaCl. A maior
parte dessas estirpes bacterianas halotolerantes apresentaram crescimento 6timo em meios com
concentracéo de 0,5% de NaCl, considerada um valor adequado para o crescimento de bacterias
ndo halofilicas.

Estudos descrevem que em solos salinos e hipersalinos foram isolados em grande parte
microrganismos halotolerantes e halofilicos moderados, principalmente bactérias
heterotréficas. Em menor proporgao, ha relatos do isolamento de microrganismos halofilicos
extremos como membros do dominio Archaea (MUKHTAR et al., 2020; VENTOSA et al.,
2008). A menor taxa de isolamento de arqueas halofilicas podem ser dificultadas pelas técnicas

19



e tempo de cultivo (VENTOSA et al., 2008). Estudos utilizando técnicas independentes de
cultivo demonstraram que h& uma alta diversidade de arqueas em solos e sedimentos salinos,
porém a diversidade e mortalidade desses microrganismos variam com a concentracao de sais
no solo, quando a concentracdo de sal no solo é reduzida é provavel que a taxa de mortalidade
da comunidade microrganismos extremos especializados aumente (VENTOSA et al., 2008).

58%
(171/315)

m N3ao halofilico = Halotolerante m Halofilico moderado

Figura 5. Classificacdo quanto a salinidade dos isolados bacterianos.

O solo é um ambiente em que a salinidade varia no tempo e no espaco (QUESADA et
al., 1982; VENTOSA et al., 2008). A heterogeneidade do solo pode favorecer a selecdo de
organismos halotolerantes, uma vez que sdo capazes de adaptarem a periodicidade da condicéo
salina presente nesses ambientes. Por outro lado, esta variabilidade em relagdo a salinidade
pode desfavorecer a presenca de organismos especializados como os halofilicos extremos, o
que pode justificar a menor recuperacao de bactérias halofilicas nas areas estudadas.

4.3 Identificacdo de Bactérias Rizosféricas

Visto o grande numero de isolados obtidos, avaliou-se a técnica MALDI-TOF MS como
uma ferramenta para facilitar a caracterizacao e classificacdo inicial dos isolados. Das bactérias
isoladas, foram possiveis analisar pela técnica protedmica MALDI-TOF MS o total de 286
isolados (Figura 6).

De forma geral, pouco mais da metade dos isolados foram identificados pela técnica
MALDI TOF-MS em nivel confiavel de género. Estes resultados indicam que esta técnica pode
ser uma ferramenta promissora em estudos ambientais que apresentam grande nimero de
amostras reduzindo o tempo e custo para identificacdo das bactérias em comparacdo aos
métodos genotipicos e bioquimicos, visto que € uma técnica considerada rapida, sensivel e
econdmica em relacdo aos custos e trabalhos laboratoriais (SHIH et al., 2015). No entanto, ndo
foi possivel identificar 42% das bactérias isoladas por este método, e esta alta taxa de isolados
ndo identificados pode ser atribuida a falta de espectros de referéncia no banco de dados
utilizado para processar as amostras. Em geral, a técnica protebmica é muito aplicada na
identificacdo de isolados clinicos, e ha poucos relatos de estudos envolvendo a identificacdo e
insercdo de espectros nos bancos de dados de amostras ambientais e rizosféricas (HUSCHEK;
WITZEL, 2019; RAHI et al., 2016).
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Figura 6. Total de bactérias isoladas e total de bactérias identificadas pela técnica protedmica
MALDI TOF-MS de acordo com a classificagdo quanto a tolerancia a salinidade.

Os isolados classificados como nédo halofilicos apresentaram maior taxa de identificacdo
em comparacdo aos halotolerantes e halofilicos, e foi observada uma diminuicdo acentuada da
taxa de identificacdo em isolados classificados como halofilicos moderados (Figura 2). O
MALDI TOF-MS ja foi utilizado para identificacdo de isolados bacterianos provenientes de
ambientes salinos (MUNOZ et al., 2011; UHLIK et al., 2011; CALZADA et al., 2017), porém
ndo ha relatos do uso da técnica para a identificacdo de bactérias da rizosfera de plantas
haléfitas, dificultando a implementagdo do banco de dados e posterior identificacéo.

Os géneros identificados mais abundantes foram Pseudomonas (35 isolados),
Ochrobactrum (32 isolados), Bacillus (26 isolados), Enterobacter (14 isolados),
Glutamicibacter (12 isolados), Stenotrophomonas (12 isolados) e Staphylococcus (11 isolados).
(Tabela 4). Os géneros identificados séo encontrados ubiquamente no ambiente, e podem ser
isolados de diversos tipos de amostras como solos, agua, planta, alimentos e animais. No
entanto, todos os géneros sdo relatados em amostras clinicas apresentando potencial de causar
infecces oportunistas em seres humanos (SANTOS et al., 2020; RYAN; PEMBROKE, 2020;
DAVIN-REGLI et al., 2019; RAVINE, 2019; RIVERO et al., 2019; DENET et al., 2018;
KANDI et al., 2016; LEROY et al., 2016; WEIHUI et al., 2016; HRENOVIC et al., 2014; KIM
et al., 2014, EKKELENKAMP et al., 2010). Dessa forma, é provavel que devido as
caracteristicas patogénicas relacionadas a estes géneros, o perfil espectral dessas bactérias ja se
encontrava no banco de dados do MALDI TOF-MS facilitando a identificacdo destes isolados
pela técnica protedbmica.

Dentre as bactérias ndo identificadas pela técnica MALDI TOF-MS foram selecionados
22 isolados halotolerantes e 21 halofilicos moderados para a identificacdo por sequenciamento
do gene rrs, que codifica 0 rRNA 16S. A inferéncia do género foi possivel em 97,7% (42/43)
dos isolados, 22 isolados halotolerantes e 20 isolados halofilicos moderados (Tabela 5 e 6).

Dentre os 43 isolados halotolerantes e halofilicos identificados pelo sequenciamento do
gene rrs, 0s géneros identificados foram Staphylococcus (10 isolados), Halomonas (6 isolados),
Bacillus (5 isolados), Salinicola (5 isolados), Kushneria (5 isolados), Halobacillus (2 isolados),
Stenotrophomonas (2 isolados), Brevibacterium (1 isolado), Bordetella (1 isolado),
Brevundimonas (1 isolado), Kocuria (1 isolado), Oceanobacillus (1 isolado), Pseudomonas (1
isolado), Ochrobactrum (1 isolado), Virgibacillus (1 isolado). Os géneros Salinicola,
Kushneria, Halobacillus, Brevibacterium, Bordetella, Brevundimonas, Oceanobacillus e
Virgibacillus ndo tinham sido identificados pelo método MALDI TOF-MS.
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Tabela 4. Géneros e espécies identificados pela técnica protedmica MALDI TOF-MS

Classificacdo Géneros Provaveis espécies Nuamero de isolados
Ochrobatrum O. intermedium 20
B. cereus 8
Bacillus B. infantis 1
B. megaterium 2
Pseudomonas P. aeruginosa 9
N&o halofilico Stenotrophomonas S. maltophilia 9
Acinetobacter A. baumannii 4
Escherichia E. hermannii 3
Alcaligenes A. faecalis 1
Enterobacter E. cloacae 1
Lysinibacillus L. fusiformis 1
Micrococcus M. luteus 1
Staphylococcus S. hominis 1
Total 61
Pseudomonas P. aeruginosa 25
Enterobacter E. cloacae 13
B. flexus 1
Bacillus B. megaterium 1
B. cereus 8
B. subtilis 2
Ochrobactrum O. intermedium 12
Glutamicibacter G. creatinolyticus 12
Halotolerante S. epider_midis 2
Staphylococcus S. hominis 1
S. xylosus 7
Stenotrophomonas S. maltophilia 3
Alcaligenes A. faecalis 3
Escherichia E. hermannii 2
Kocuria K. maring 1
K. palustris 1
Acinetobacter A. baumannii 1
Cellulosimicrobium C. cellulans 1
Micrococcus M. luteus 1
Total 97
Bacillus B. cereus 2
B.subtilis 1
Halomonas H. halmophila 2
Halofilico moderado Paenibacillus Paenibacillus sp. 1
Pseudomonas P. aeruginosa 1
7

Total

22



Tabela 5. Identificacdo dos isolados halotolerantes baseada no sequenciamento do gene rrs

Tamanho do Maior similaridade Cadigo Identidade da E-
Isolado  fragmento i 10 |
(bb) no Blastn NCBI sequéncia (%) value

146 1.363 Bacillus cereus MN647519 97,79% 0

226 1.514 Bacillus haynesii MT538499 94,78% 0

145 721 Bacillus licheniformis ~ MT259160 99,12% 0

215 673 Bacillus licheniformis ~ HQ143568 97,12% 0

85 877 Bacillus sp. MN519547 97,82% 0

292 882 Bordetella sp. MN610447 99,77% 0

148 1.154 Brev_undmonas LC507944 95,62% 0

diminuta

99 988 Halobacillus faecis MG566149 98,42% 0

128 1.363 Halobacillus trueperi  KR347197 99,92% 0

220 1.157 Kocuria sp. MZ389220 96,96% 0

151 1.465 Kushneria marisflavi CP021358 97,42% 0

57 1.180 Oceanobacnlgs KES17687 96,74% 0
oncorhynchi

347 1.449 Ochrobactrum sp, KJ755998 94,52% 0

140 920 Pseudo_monas MK928434 99,24% 0
aeruginosa

147 841 Salinicola sp. MK?201760 95,44% 0

131 1.237 Stap_hylocc_)c_cus KU922269 96,09% 0
epidermidis

130 1.114 Staphylococcus scuri MT550814 98,07% 0

116 1.497 Staphylococcus sp. MH546126 96,21% 0

233 1.486 Staphylococcus sp. KF575157 96,23% 0

309 1.434 Stenotropho_monas MN732973 96,50% 0
maltophilia

316 1.479 Stenotrophomonas sp.  MN208463 96,96% 0

129 1.553 Virgibacillus sp. JN998439 93,15% 0
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Tabela 6. Identificacdo dos isolados halofilicos moderados baseado no sequenciamento do

gene rrs
Identidade
Tamanho do Maior similaridade .- da E
Isolado  fragmento Cddigo NCBI N
(pb) no Blastn sequéncia  value
(%)
48 1.091 Brevibacterium aloum  NR_044126 96,39% 0
103 1.127 Stenotropho'rrjonas MN732979 98.19% 0
maltophilia
16 1.455 Halomonas halophila ~ NR_116945 97,28% 0
8 1.132 Halomonas halophila ~ NR_116945 97,79% 0
12 1.468 Halomonas halophila ~ NR_116945 96,89% 0
49 833 Halomonas sp. MK818790 93,25% 4,00°%
102 1.120 Kushneria avicenniae MH844971 97,97% 0
58 564 Kushneria avicenniae MH844971 94,14% 0
100 855 Kushneria avicenniae KF560351 98,25% 0
104 1.461 Kushneria avicenniae NR_044001 97,14% 0
15 1.003 Salinicola sp. MK?201760 97,46% 0
127 1.498 Salinicola sp. MK?201760 95,07% 0
149 840 Salinicola sp. MK?201760 98,93% 0
150 1.166 Salinicola tamaricis MT192575 97,70% 0
98 1.034 Stap_hylocgc_cus CP060157 83,27% 0
epidermidis
14 862 Staphylococcus scuri MT550814 99,42% 0
59 936 Staphylococcus scuri MN401141 98,29% 0
50 836 Staphylococcus scuri KP400530 99,02% 0
55 1.504 Staphylococcus scuri MT907270 90,19% 0
95 1.067 Staphylococcus scuri KR812401 96,95% 0
53 - - - -

Observa-se que novos géneros foram identificados indicando que é provavel que o
banco de dados do MALDI TOF-MS utilizado é limitado para o tipo de amostra processada, ja
que amostras clinicas sdo as principais tipo de amostra analisada no aparelho utilizado. Uhlik e
colaboradores em 2011 também utilizaram o MALDI TOF-MS para identificacdo de
microrganismos de solos rizosféricos, porém também néo foi possivel a identificacdo de todos
os isolados, que foram identificados pelo sequenciamento da regido rrs. Recentemente,
trabalhos vém sendo desenvolvidos com intuito de criar banco de dados com espectro padréo
de microrganismos provenientes de amostras ambientais, no entanto, ainda ha poucos relatos
na literatura devido a dificuldade da criacdo de banco de dados; a elaboragéo de banco de dados
apresenta alto custo e € um processo demorado (FERGUSSON et al., 2020; CROSSAY et al.,
2017; RAHI et al., 2016). Dessa forma, o sucesso da identificacdo pela técnica MALDI TOF-
MS depende do tamanho e qualidade do banco de dados utilizado (FERGUSSON et al., 2020).

A identificagdo genotipica é 0 método mais utilizado para a identificacdo de amostras
ambientais, e tem sido considerado eficiente e seguro para a identificacdo de isolados
bacterianos halotolerantes e halofilicos provenientes da rizosfera (DIAZ-CARDENAS et al.,
2017).

Dentre os 208 isolados, que puderam ser caracterizados com os métodos de identificacdo
protedmica e genotipica, foram identificados 23 géneros bacterianos. Os géneros identificados
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em maior abundancia foram Pseudomonas (36 isolados), Ochrobactrum (33 isolados), Bacillus
(31 isolados), Staphylococcus (19 isolados), Enterobacter (19 isolados), Stenotrophomonas (14
isolados) e Glutamicibacter (12 isolados) (Figura 7). Em menor abundéncia foram identificados
0s géneros Halomonas (7 isolados), Escherichia (5 isolados), Acinetobacter (5 isolados),
Kushneria (5 isolados), Alcaligenes (4 isolados), Salinicola (4 isolados), Halobacillus (3
isolados), Kocuria (3 isolados), Micrococcus (2 isolados). Os géneros Brevibacterium,
Cellulosimicrobium,  Oceanobacillus,  Brevundimonas,  Bordetella,  Virgibacillus,
Lysinibacillus, e Paenibacillus apresentaram um isolado atribuido a cada género (Figura 7).

Pseudomonas
Ochrobactrum
Bacillus
Staphylococcus
Enterobacter
Stenotrophomonas
Glutamicibacter
Halomonas
Escherichia
Acinetobacter
Kushneria
Alcaligenes
Salinicola
Halobacillus
Kocuria
Micrococcus
Brevibacterium
Cellulosimicrobium
Oceanobacillus
Brevundimonas
Bordetella
Virgibacillus
Lysinibacillus
Paenibacillus

o

6 12 18 24 30 36
Figura 7. Géneros de bactérias rizosféricas identificados pela técnica MALDI TOF-MS e
sequenciamento do gene rrs.

4.4 Distribuicdo das Bactérias Rizosféricas

O género Pseudomonas foi isolado dos solos rizosféricos das plantas Salicornia
gaudichadiana, Salicornia fruticosa e Cyperus ligularis (Tabela 7). Os isolados pertencentes a
este género foram classificados como ndo halofilicos, halotolerantes e halofilicos, porém a
maioria como halotolerantes (Tabela 4). Este género é frequentemente encontrado na rizosfera
de diferentes plantas, apresentando diversos mecanismos de promoc¢éo do crescimento vegetal
(NYBROE, 2004). A espécie Pseudomonas pseudoalcaligenes foi isolada da endorizosfera da
planta haléfita Salicornia europea (OZAWA et al. 2007). Diversas espécies de Pseudomonas
podem tolerar altas concentracOes de sais, sendo classificadas como bactérias halotolerantes.
Para algumas espécies, € relatada a necessidade de ions de sddio para o seu crescimento sendo
consideradas halofilicas (AMOOZEGAR et al, 2014).

O género Ochrobactrum foi identificado em todos os solos rizosféricos associados as
plantas coletadas (Tabela 7). Os isolados que pertencem a este género foram classificados como
néo halofilicos e halotolerantes (Tabela 4). Ha relatos do isolamento de bactérias halotolerantes
pertencentes ao género Ochrobactrum, que foram isoladas da rizosfera de plantas género
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Acacia, derivadas de zonas aridas e semidridas, e na rizosfera da planta Arthrocnemum indicum

proveniente de mangues (BOUKHATEM et al., 2012; SHARMA et al., 2016).

Tabela 7. Distribui¢do de bactérias isoladas na rizosfera de plantas haldfitas

h_PIan|C|_es Salina desativada Lagoa hipersalina
A ) ipersalinas
Generos bacterianos Salicornia  Salicornia  Blutaparon  Sporobolus  Cyperus
gaudichadiana fruticosa portulacoides virginucus ligularis
Pseudomonas 31 2 - - 3
Ochrobactrum 21 4 1 3 4
Bacillus 11 4 1 4 11
Staphylococcus 10 3 2 2 3
Enterobacter 16 - 1
Stenotrophomonas 13 1 - -
Glutamicibacter - 8 - - 4
Halomonas - 3 - 3 1
Escherichia 5 -
Acinetobacter 5 - -
Kushneria 2 3 - 1
Alcaligenes 4 - - -
Salinicola 2 - 1 1 -
Halobacillus - 1 1 -
Kocuria 3 -
Micrococcus 2 - -
Brevibacterium - 1
Cellulosimicrobium 1 - -
Oceanobacillus - 1
Brevundimonas 1 -
Bordetella 1 - -
Virgibacillus - 1 - -
Lysinibacillus - 1
Paenibacillus 1 - - - -
TOTAL 129 29 6 13 31

Meios de cultura utilizados para o isolamento: S. gaudichadiana — TSA, Agar Nutritivo, Agar Saboraund e BDA,;

S. fruticosa, B. portulacoides, S. virginucus e C.ligularis — Agar Nutritivo e BDA.

O género Bacillus também foi isolado em todos os solos rizosféricos (Tabela 7). Os
isolados pertencentes a este género foram classificados como néo halofilicos, halotolerantes e
halofilicos moderados (Tabela 4). Essas bactérias sdo relatadas como um dos principais géneros
encontrados na rizosfera de diversas plantas (COMPANT et al., 2005). O género Bacillus foi
encontrado associado a plantas hal6fitas como Arthrocnemum macrostachyum, em que foram
isoladas estirpes de Bacillus spp. halotolerantes promotores de crescimento vegetal capazes de
mitigar os efeitos do estresse salino no crescimento vegetal, possivelmente através de
mecanismos de diminuicdo de enzimas antioxidantes ou producdo de solutos organicos
(NAVARRO-TORRE et al., 2016). Zhao et al. (2016) isolaram em plantas Salicornia europaea
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bactérias endofiticas do género Bacillus halotolerantes capazes de aumentar a porcentagem de
germinagdo, possivelmente através de mecanismos de promocéo de crescimento.

O género Staphylococcus também foi isolado em todos os solos rizosféricos (Tabela 7).
Estes isolados foram classificados como ndo halofilicos, halotolerantes e halofilicos moderados
(Tabela 4). Diferentes espécies de Staphylococcus spp. ja foram isoladas de solos salinos e da
rizosfera de plantas haldfitas, com diversos membros considerados promotores de crescimento
vegetal (SANDHYA et al., 2012; RAZZAGHI- KOMARESOFLA et al., 2019). Shahid e
colaboradores em 2019 isolaram duas estirpes de Staphylococcus spp. que promoveram o
crescimento de plantas de milho sob estresse salino. As bactérias isoladas aumentaram a
atividade de enzimas antioxidantes diminuindo formas reativas de oxigénio nas células
vegetais, diminuindo o estresse salino.

O género Enterobacter foi isolado na rizosfera das plantas Salicornia gaudichadiana e
Cyperus ligularis (Tabela 7). Os isolados pertencentes a este género foram classificados em sua
maioria como halotolerantes (Tabela 4). Bactérias pertencentes a este género e classificadas
como halotolerantes foram isoladas da rizosfera de plantas haléfitas e solos salinos (DOLKAR
et al., 2018; ROOHI et al., 2012). Sarkar e colaboradores em 2017 isolaram uma estirpe
halotolerante de Enterobacter sp. da rizosfera de arroz, que apresentou capacidade de promocao
do crescimento do arroz em condi¢des de estresse salino por meio da atividade enzimatica da
ACC-deaminase.

O género Stenotrophomonas foi isolado da rizosfera das plantas Salicornia
gaudichadiana e Salicornia fruticosa e os isolados pertencentes a este género foram
classificados como ndo halofilicos e halotolerantes (Tabela 5 e 7). Os géneros Kocuria e
Micrococcus foram isolados da rizosfera de Salicornia gaudichadiana (Tabela 7). Isolados de
Micrococcus spp. foram classificados como ndo halofilicos e halotolerantes e os isolados
Kocuria spp. foram classificados como halotolerantes (Tabela 5). Ferreira et al. (2021) isolaram
0S géneros Stenotrophomonas, Kocuria e Micrococcus da rizosfera e dos tecidos vegetais da
planta Salicornia ramosissima.

O género Glutamicibacter foi isolado da rizosfera das plantas Salicornia fruticosa e
Cyperus ligularis (Tabela 7). Os isolados pertencentes a este género foram classificados como
halotolerantes (Tabela 4). Bactérias pertencentes a este género tem sido classificada como
halotolerantes, podendo tolerar de 7% a 13% de NaCl, dependendo da espécie (BUSSE;
WIESER, 2016). As espécies de Glutamicibacter spp. sdo encontradas em diversos ambientes,
como solos e rizosfera de plantas haléfitas. Em 2018, Qin e colaboradores isolaram das raizes
da planta hal6fita Limonium sinense, estirpes do género Glutamicibacter que apresentaram
tolerancia a altas concentracfes de NaCl. Algumas estirpes promoveram crescimento vegetal
em condicgdes de estresse salino.

O género Escherichia foi isolado da rizosfera da planta Salicornia gaudichadiana
(Tabela 7), os isolados pertencentes ao género foram classificados como ndo halofilicos e
halotolerantes (Tabela 4). Escherichia spp. ndo é um género comumente relatado em ambientes
salinos, no entanto, Roohi et al. (2012) isolaram e caracterizaram uma estirpe bacteriana
halotolerante identificada como Escherichia hermannii provenientes de amostras de agua,
sedimentos e rochas de depositos salinos.

O género Acinetobacter e Cellulosimicrobium foram isolados da rizosfera de Salicornia
gaudichadiana (Tabela 7). Os isolados pertencentes ao género Acinetobacter foram
classificados como néo halofilicos e halotolerantes e os do género Cellulosimicrobium foram
classificados como halotolerantes (Tabela 4). Estirpes bacterianas pertencentes ao género
Acinetobacter ja foram isoladas de diferentes plantas haldfitas como Psoralea corylifolia e
Salicornia brachiata (SORTY etal., 2016; ARORA et al., 2014). O género Cellulosimicrobium
é pouco estudado, tendo escassos relatos de membros pertencentes a este género em ambientes
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salinos. Yoon et al. (2007) isolaram do solo bactérias halotolerantes capazes de tolerar 9% de
NaCl, identificadas como Cellulosimicrobium spp.

O género Bordetella foi isolado da rizosfera de Salicornia gaudichadiana (Tabela 7), e
foi classificado como halotolerante (Tabela 5). Este género é pouco relatado em solo,
principalmente salinos. Trabelsi e colaboradores em 2009 isolaram bactérias pertencentes a este
género de solos agricolas e salinos. O género Brevundimonas foi isolado da rizosfera de
Salicornia gaudichadiana (Tabela 7), e foi classificado como halotolerante (Tabela 5). Ha
poucos estudos descritos na literatura sobre este género, e ndo ha relato de sua presenca na
rizosfera de plantas halofitas. Yoon et al. (2006) isolaram uma estirpe halotolerante de
Brevundimonas em solos alcalinos.

O género Halobacillus foi identificado em isolados da planta Salicornia fruticosa e
Blutaparon portulacoides (Tabela 7), sendo classificados como halotolerantes e halofilicos
moderados (Tabela 5 e 6). Ha relatos do isolamento de estirpes de Halobacillus spp. em solos
salinos e rizosfera de plantas haléfitas capazes de tolerar altas concentragdes de sais e promover
o crescimento vegetal em condicGes de estresse salino (ORHAN, 2016; DESALE et al., 2014).

O género Kushneria foi isolado em plantas Salicornia gaudichadiana, Salicornia
fruticosa e Cyperus ligularis (Tabela 7). Estes foram classificados em sua maioria como
halofilicos moderados (Tabela 6). Os membros pertencentes a este género geralmente séo
classificados como halofilicos, sendo isolado de diversos ambientes salinos como a rizosfera
da planta Avicennia germinans provenientes de mangue (SA'NCHEZ-PORRO et al. 2009) e a
rizosfera Saccharum spontaneum provenientes de salinas (BANGASH et al., 2015). O género
Oceanobacillus foi identificado na planta Cyperus ligularis (Tabela 7), sendo classificado como
halotolerante (Tabela 5). O género Virgibacillus foi identificado na planta Blutaparon
portulacoides (Tabela 7), e foi classificado como halotolerante (Tabela 5). J& o género
Brevibacterium foi identificado na planta Cyperus ligularis (Tabela 7), sendo classificado como
halofilico moderado (Tabela 6). Roohi e colaboradores em 2012 isolaram bactérias
classificadas como halotolerantes e halofilicas pertencentes aos géneros Oceanobacillus,
Virgibacillus e Brevibacterium provenientes de amostras de depdsitos salinos naturais.

O género Salinicola foi identificado nas plantas Salicornia gaudichadiana, Blutaparon
portulacoides e Sporobolus virginucus (Tabela 7), a maioria dos isolados pertencentes ao
género foram classificados como halofilicos moderados (Tabela 6). Este género foi relatado
anteriormente em amostras da rizosfera de plantas haléfitas, como por exemplo Ferreira e
colaboradores em 2021, que isolaram da rizosfera da planta Salicornia ramosissima bactérias
pertencentes a este género.

O género Paenibacillus foi identificado na planta Salicornia gaudichadiana (Tabela 7),
e foi classificado como halofilico moderado (Tabela 4). Este género apresenta espécies
geralmente relatadas como diazotroficas associadas a rizosfera de plantas em diversos
ambientes (HONG et al., 2009; GAO et al., 2012; MA et al., 2007; MA et al., 2008; XIE et al.,
2012). Membros deste género foram isolados da rizosfera de plantas de ambientes salinos,
COmMOo mangues e zonas costeiras. Bashar e Prabakaran em 2011 isolaram uma bactéria halofilica
fixadora de nitrogénio pertencente ao género Paenibacillus da rizosfera da planta Avicennia
marina. Karnwal em 2019 isolou uma estirpe bacteriana halotolerante da planta Salicornia
brachiata identificada como Paenibacillus polymyxa.

O género Halomonas foi isolado em plantas Salicornia fruticosa, Sporobolus virginucus
e Cyperus ligularis (Tabela 7), sendo os isolados classificados como halofilicos moderados
(Tabela 4 e 6). O género Halomonas € o mais abundante da familia Halomonadaceae, e
geralmente sdo considerados halofilicos moderados. Espécies do género Halomonas séo
encontradas em diversos ambientes salinos (JIANG et al., 2014). Mukherjee e colaboradores
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em 2019 isolaram a espécie Halomonas Rhizobacteria da rizosfera da planta hal6fita Avicennia
marina. A estirpe isolada promoveu crescimento em arroz sob condic¢des de estresse salino.

A rizosfera das plantas haldfitas estudadas neste trabalho apresentaram géneros
geralmente relatados em ambientes salinos como solos e rizosfera de plantas halo6fitas
corroborando com diversos estudos. Dos géneros encontrados, alguns isolados foram
identificados em todas as plantas, e outros géneros foram identificados em algumas ou em uma
unica planta, indicando que as espeécies vegetais podem influenciar a comunidade de bactérias
presentes em sua rizosfera, e diferentes espécies de plantas apresentam comunidades
bacterianas distintas mesmo ocorrendo no mesmo tipo de solo (BERG et al., 2009).

4.5 Efeito da Salinidade na Germinacéo do Arroz (Oryza sativa)

Realizou-se um experimento para avaliar como diferentes concentracdes de NaCl
afetam o processo germinativo de arroz (Oryza sativa) cultivar BRS Esmeralda. Em 24 horas
apos o inicio do ensaio, ndo houve germinacdo em nenhuma das concentracdes testadas. Nas
concentracdes de 0, 50 e 100 mM, as médias de sementes germinadas ndo diferiram em todos
os tempos de analise. Em comparacao com as concentracdes citadas acima, na concentracédo de
200 mM houve uma reducdo no numero de sementes germinadas no tempo de 48 h, porém apds
esse tempo ndo houve diferencas significativas em comparacdo as concentracdes mais baixas
(Figura 8). Na concentragéo de 300 mM de NaCl ndo houve germinagdo de sementes nos trés
primeiros dias (72 horas), ocorrendo apenas no quarto dia (96 horas), apresentando menor
porcentagem de germinacdo que as concentracdes mais baixas de NaCl até o tempo de 105
horas (Figura 8).
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Figura 8. Efeito da salinidade na porcentagem de germinagdo das sementes de em 48 h, 72 h,
96 h e 105 h. Medias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
a 5%. As barras verticais indicam erro padrdo da média.
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Nos resultados relacionados ao comprimento da parte aérea, observa-se que na
concentracdo de 50 mM de NaCl as plantulas de arroz apresentaram maior comprimento medio
entre as concentracOes avaliadas (Figura 9). Plantulas dos tratamentos com 200 e 300 mM
apresentaram 0s menores valores no comprimento médio da parte aérea. Em relacdo ao
comprimento das raizes, as maiores médias obtidas ocorreram nas concentracfes de 50 e 100
mM de NaCl (Figura 9). Em 300 mM de NaCl, as plantulas apresentaram uma reducéao
acentuada do crescimento radicular, com os menores valores médios das raizes.
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Figura 9. Efeito da salinidade na altura total (cm) das raizes e no comprimento total (cm) da
parte aérea (PA) das plantulas com 5 dias (105 horas). Os valores dos parametros
correspondem a média. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5%. As barras verticais indicam erro padrdo da média.

De forma geral, pbde-se observar que o intervalo de concentracdo de NaCl ideal para a
germinacdo e maior de comprimento da raiz e parte aérea do arroz foi de 0 mM a 100 mM,
apresentando melhores médias na concentracdo de 50 mM. Nas concentracfes de 200 e 300
mM houve uma reducdo drastica na germinacdo e comprimento da raiz e parte aérea, indicando
que estas concentracGes podem limitar a germinacédo do arroz.

4.6 Potencial das Bactérias Halotolerantes na Reducéo do Estresse Salino do Arroz (Oryza
sativa)

A partir dos resultados da analise do efeito da salinidade na germinacdo do arroz, a
concentracdo de 50 mM de NaCl foi selecionada como a ideal para germinacao e a concentracdo
de 200 mM como inibidora para germinacdo de arroz. Dentre os dois géneros mais
identificados, nove bactérias classificadas como halotolerantes pertencentes aos géneros
Bacillus e Pseudomonas foram inoculadas em sementes de arroz nas duas concentracfes de
NaCl selecionadas, para avaliar o efeito da inoculacdo na germinagdo das sementes em
condicdes de presenca e auséncia de estresse salino.

N&o houve germinagéo das sementes de arroz em nenhum tratamento apds 24 horas. No
tratamento com 50 mM, observa-se que 48 horas apos a implementacdo do ensaio a maioria
dos tratamentos inoculados ndo diferiram significativamente do controle, apenas as sementes
inoculadas com o isolado do género Bacillus B67 apresentaram menor porcentagem de
germinacao, diferindo estatisticamente do controle e demais isolados (Figura 10).
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Figura 10. Efeito da inoculacdo de bactérias halotolerantes na porcentagem de sementes
germinadas na concentragdo de 50 mM e 200 mM. Médias seguidas da mesma letra ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. As barras verticais indicam erro padréo da
média. B67- Bacillus sp. (isolado 67); B143 - Bacillus sp. (isolado 143); B231- Bacillus
sp. (isolado 231); B294 - Bacillus sp. (isolado 294); P51 — Pseudomonas sp. (isolado
51); P161: Pseudomonas sp. (isolado 161); P162 — Pseudomonas sp. (isolado 162);
P164 - Pseudomonas sp. (isolado 164); PA197 — Pseudomonas sp. (isolado 197).

No entanto, apds 96 horas, a porcentagem de germinacgdo deste tratamento igualou-se
ao controle. Nos tempos de 72 horas e 96 horas, sementes inoculadas com o isolado do género
Pseudomonas P164 apresentaram maior porcentagem de germinag&o,
estatisticamente do controle (Figura 10). No tempo de 105 horas, observa-se que o tratamento

diferindo
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com inéculo P164 manteve a porcentagem de germinacdo, porém, houve o aumento da
porcentagem de germinagdo das sementes inoculadas com os demais inoculos e do controle,
aproximando com as medias do isolado PA164. Os resultados demonstram que na concentracdo
de 50 mM, o isolado PA164 promoveu maior porcentagem de germinacdo em relacdo aos
demais tratamentos no terceiro dia e quarto dia do processo de germinacéo, indicando que esta
bactéria pode influenciar na velocidade de germinacdo das sementes, promovendo um aumento
precoce no porcentual de germinacéo.

Na concentracdo de 200 mM, também ndo houve germinagdo em nenhum tratamento
testado no tempo de 24 horas ap6s implementacdo do experimento. Nos demais tempos
analisados ndo houve diferencas significativas entre o controle e os tratamentos inoculados
(Figura 9), demonstrando que os isolados testados ndo influenciaram na porcentagem de
germinacado das sementes de arroz em condicdes de estresse salino.

Na concentracdo de 50 mM, as plantulas inoculadas com os isolados de Pseudomonas
P51 e P164 apresentaram raizes com maiores valores de comprimento total e area superficial,
apresentando diferencas significativas com o controle (Figura 11). Em relacdo ao volume
radicular total, as sementes inoculadas com o isolado de Bacillus P51 obtiveram maior volume
radicular total em relacdo ao controle. Plantulas dos tratamentos com Pseudomonas P161 e
P162 apresentaram um volume radicular total significativamente menor do que o controle
(Figura 10). As plantulas inoculadas com os isolados de Bacillus B67, B143, B231 e
Pseudomonas P164 apresentam maiores nimeros de &pices em comparacdo ao controle e
demais isolados (Figura 10). Nos resultados do comprimento total da parte aérea, 0s tratamentos
inoculados ndo apresentaram diferenca significativa com o controle (Figura 10).

Figura 11. Imagens digitalizadas das raizes de arroz ap6s 105 horas nas concentragdes de 50
mM (A) e 200 mM (B). 1A — Controle (50 mM); 2A — B67 (50 mM); 3A — P51 (50
mM); 4A — P164 (50 mM); 1B — Controle (200 mM); 2B — B67 (200 mM); 3B — P51
(200 mM); 4B — P164 (200 mM). B67- Bacillus sp. (isolado 67); P51 — Pseudomonas
sp. (isolado 51); P164 - Pseudomonas sp. (isolado 164).

Nas condicGes ideais para o desenvolvimento das plantulas a 50 mM, o efeito positivo
nos parametros morfologicos radiculares variou de acordo com as estirpes inoculadas (Figura
11). A estirpe PA51 proporcionou alongamento radicular nas plantulas e maiores areas de
superficie e volume radicular; enquanto outras estirpes (B231, B67, B143 e P164) promoveram
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alongamento radicular e aumentaram o namero de apices. O comprimento radicular e numero
de &pices sdo parametros importantes na arquitetura radicular para aquisi¢cdo de nutrientes e
agua (ZONTA et al., 2018). O crescimento radicular promove raizes mais longas as plantas,
permitindo a extragdo de nutrientes essenciais ao longo do perfil do solo (ZONTA et al., 2018).
O numero de apices pode indicar a quantidade de ramificacdo das raizes, as raizes laterais
desempenham a principal funcdo de aumentar a penetragdo através das camadas do perfil do
solo, resultando em maior absorcdo de nutrientes e agua (ZONTA et al., 2018;
WIJEWARDANA et al., 2015; KUMAR et al., 2014). Consequentemente, 0 nimero e
distribuicéo das raizes laterais podem melhorar a habilidade de sobrevivéncia e estabelecimento
das plantas (KUMAR et al., 2014). O hormdnio auxina pode estar envolvido no alongamento e
ramificacao radicular de plantas inoculadas com bactérias rizosféricas, ha amplas evidéncias de
que diversas rizobactérias estdo envolvidas na sintese de AIA no solo e em meio de cultura
(BAL et al., 2012; SPAEPEN; VANDERLEYDEN, 2011). Os niveis de AlA produzidos pelas
bactérias rizosféricas determina o efeito na planta hospedeira, niveis altos de producdo de
auxina induz o desenvolvimento vegetal estimulando a formacéo de raizes laterais. Enquanto,
em niveis baixos, a auxina estimula o alongamento das raizes (BAL et al., 2012).

Em relacdo aos parametros morfolégicos das raizes e parte aérea, na concentracdo de
200 mM, os tratamentos inoculados com os isolados de Bacillus B231 e B294 apresentam maior
comprimento total de raizes em comparacdo ao controle, indicando que estes isolados
propiciaram efeito positivo no comprimento total das raizes em condigdes de estresse salino
(Figura 11 e Figura 12). Em relacdo ao volume radicular total, a maioria dos tratamentos
inoculados ndo diferiu estatisticamente do controle, exceto aqueles inoculados com os isolados
de Pseudomonas P51, P161 e P197 que apresentaram menores médias em relacdo ao controle
(Figura 12). Em relagdo aos parametros superficie radicular, nimero de pontas radiculares e
comprimento total da parte aérea, os tratamentos inoculados ndo diferiram estatisticamente do
controle (Figura 12).

Houve uma reducdo drastica dos parametros das plantulas em condices de estresse
salino a 200 mM (Figura 11 e 12). A reducdo nos parametros esta ligada aos efeitos tdxicos da
alta concentracdo de sal na germinacdo e no crescimento e estabelecimento das plantulas de
arroz (FLOWERS; FLOWERS, 2005; ASCH et al., 2001; KHATUN; FLOWERS, 1995). No
entanto, as estirpes de Bacillus B231 e B294 afetaram positivamente 0 comprimento das raizes
das plantulas em condicdes de estresse salino; e 0 aumento do comprimento radicular pode
favorecer o melhor estabelecimento da plantula de arroz em condicdes salinas. O estresse salino
pode afetar a concentracdo enddgena de etileno, e a alta concentracao desse fitohormonio inibe
0 crescimento das plantas, reduzindo principalmente o comprimento das raizes
(SHAHAROONA et al., 2006). Diversos estudos relatam que em condicdes de estresse salino,
a inoculacdo com rizobactérias promotoras de crescimento vegetal pode reduzir os niveis de
etileno enddgeno das plantas (MAYAK et al., 1999; GLICK et al., 1998; HALL et al., 1996).
Estas bactérias agem absorvendo o precursor do etileno das plantas, acido 1-carboxilico-1-
aminociclopropano (ACC), e em seguida este é hidrolisado através da agdo da enzima ACC-
deaminase (GLICK et al., 1998). Bal e colaboradores em 2012 relataram que as atividades
enziméticas da ACC-deaminase de estirpes bacterianas apresentaram correlagdo positiva com
o0 alongamento radicular de plantulas de arroz.
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Figura 12. Efeito da inoculacdo de bactérias halotolerantes no comprimento total das raizes
(cm), area da superficie de raizes (cm?), volume radicular total (mm), nimero de apices
e altura total da parte aérea — PA (cm) na concentracdo de 50 mM e 200 mM. Os valores
dos parametros correspondem a média. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5%. As barras verticais indicam erro padrdo da media.
B67- Bacillus sp. (isolado 67); B143 - Bacillus sp. (isolado 143); B231- Bacillus sp.
(isolado 231); B294 - Bacillus sp. (isolado 294); P51 — Pseudomonas sp. (isolado 51);
P161: Pseudomonas sp. (isolado 161); P162 — Pseudomonas sp. (isolado 162); P164 -
Pseudomonas sp. (isolado 164); PA197 — Pseudomonas sp. (isolado 197).
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As especies de bactérias halotolerantes inoculadas demonstraram diferentes
comportamentos nos resultados de porcentagem de germinacdo das sementes e parametros
morfologicos das plantulas de arroz de acordo com a concentracdo de sal. Na concentracéo de
50 mM de NaCl, os in6culos P51 e P164, pertencentes ao género Pseudomonas,
proporcionaram aumento da maioria dos parametros analisados em comparacao ao tratamento
ndo inoculado. Os indculos B231, B67 e B143, pertencentes ao género Bacillus, promoveram
alongamento radicular e maior nimero de pontas. J& na concentracdo de 200 mM, os inoculos
B231 e B294, pertencentes as género Bacillus proporcionaram aumento no comprimento total
das raizes em comparacao ao tratamento ndo inoculado.

Ambos os géneros apresentam membros que séo relatados como eficientes promotores
de crescimento em condigdes salinas e ndo salinas (EGAMBERDIEVA et al., 2019 Foi relatado
por Etesami et al (2014), que membros do género Pseudomonas promoveram o alongamento
em plantulas de arroz e que o mecanismo de producdo de AlA apresentou maior correlacdo com
o alongamento radicular do que a producdo de ACC-deaminase, solubilizacdo de fosfato e
producdo de sideroforos. Em geral, o género Bacillus é mais utilizado nas pesquisas realizadas
com arroz, apresentando membros halolerantes capazes de reduzir o estresse salino (KHAN et
al.,, 2021; KUMAR et al., 2020; SULTANA et al.,, 2020; TAN et al., 2014). Misra e
colaboradores, em 2017, isolaram bactérias halotolerantes que foram analisadas para promogao
de crescimento em arroz em condicdes salinas. As estirpes pertencentes ao género Bacillus que
apresentaram a atividade ACC-deaminase foram as predominantes na diminuicdo dos efeitos
do estresse salino e no aumento da biomassa do arroz. Outros mecanismos como a producéo de
AlA, de exopolissacarideos e de enzimas antioxidantes foram relatados em membros
halotolerantes do género Bacillus, atuando na reducéo do estresse salino (KUMAR et al., 2021,
SULTANA et al., 2020).

A abordagem mais comum utilizada para iniciar a selecdo de estirpes promissoras para
a promocao de crescimento vegetal é o método in vitro, que inclui a selecdo pelas atividades
mais conhecidas como ACC-deaminase, solubilizagio de fosfato, fixagdo de nitrogénio (FIKEL
et al., 2017). Esses métodos de selecdo, no entanto, ndo determinam fendtipos associados a
promocao de crescimento nas plantas (FINKEL et al., 2017). E necessario o desenvolvimento
de novas abordagens para a selecdo de grandes cole¢des de isolados, que elucidam a correlacédo
entre a produtividade da planta e a compreensdo dos mecanismos envolvidos. A pré-selecdo de
isolados diretamente no campo e o uso de métodos genotipicos podem ser técnicas importantes
para a selecéo de estirpes eficientes na promocao de crescimento vegetal (FINKEL et al., 2017).
Cardinale e colaboradores, em 2015, testaram bactérias isoladas de plantas halotolerantes na
promocdo de crescimento de cevada sob condigdes de estresse salino realizados em
experimento com vasos e em paralelo eles caracterizaram os isolados em meio de cultura para
atividades de promogdo de crescimento. Foi observado que os melhores isolados promotores
de crescimento no teste na cevada ndo apresentaram um conjunto de atividades promissoras na
promogcéo de crescimento em meio de cultura, e isolados com multiplas atividades promotoras
em meio de cultura ndo apresentaram promocdo de crescimento na planta. Dessa forma, o
trabalho de Cardinale e colaboradores refor¢ou que a pré-selecdo baseado em meios de cultura
podem ndo serem métodos adequados para a sele¢do de estirpes promotoras de crescimento, e
ainda podem excluir da sele¢cdo organismos promissores para promotores de crescimento e
novos mecanismos. No presente trabalho, o método utilizado para analise do potencial dos
isolados bacterianos na promogéo de crescimento pode ser eficiente na pre-selecao de estirpes
promissoras, ja que estas estirpes estdo promovendo mudangas diretamente na produtividade
da planta na presenca e auséncia estresse salino.
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5. CONCLUSOES

Bactérias halotolerantes sdo predominantes na rizosfera de plantas haléfitas.

Os géneros mais abundantes identificados na rizosfera das plantas halofitas foram
Pseudomonas, Ochrobactrum e Bacillus.

Sementes de arroz de cultivar BRS Esmeralda apresentaram a melhor taxa de
germinacdo em 50 mM de NaCl, com limitacdo na germinacdo na concentracdao de 200 e 300
mM de NaCl.

Os isolados de rizobactérias halotolerantes B67, B143, B231, B294, P51 e P164,
pertencentes aos géneros Bacillus e Pseudomonas, aumentaram o comprimento radicular de
plantulas de arroz na presenca e auséncia de estresse salino.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A rizosfera de plantas haldfitas pode ser considerada um ambiente promissor para a
selecdo de bactérias halotolerantes e halofilicas que promovam o crescimento vegetal. A
selecdo de novas estirpes bacterianas capazes de promover o crescimento de plantas glicoficas
em condigdes de estresse salino, tornando-as mais tolerantes a esta condicdo é uma etapa
preliminar importante para o desenvolvimento de biofertilizantes. Portanto, é preciso realizar
ensaios de inoculagdo em casa de vegetacdo e em campo para avaliar as contribuicdes das
estirpes bacterianas na produtividade das plantas, além de elucidar os mecanismos de promogéo
de crescimento envolvidos.

A perspectiva para 0s proximos trabalhos é ampliar o nimero de isolados que serdo
avaliados quanto a capacidade de promog&o de crescimento vegetal na presencga ou auséncia de
estresse salino em diferentes estagios de desenvolvimento de plantas de interesse agricola, e
elucidar os possiveis mecanismos de promocéo de crescimento envolvidos.
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