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RESUMO

TELES, Erico Atilio de Paiva. Selecio e identificacio de bactérias halofilicas e
halotolerantes solubilizadoras de fosfato. 2023. 39f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia,
Ciéncia do solo). Instituto de Agronomia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, RJ,
2023.

A salinizacdo afeta gravemente a produgdo agricola em todo o mundo. Esse processo ocorre
naturalmente, mas é bastante agravado e acelerado por agdes antrdpicas. Outra questdo que
limita a produgdo agricola é a baixa disponibilidade de fosforo para as plantas no solo. Isso
ocorre devido a alta afinidade do fésforo solivel a outros elementos presentes no solo, o que
reduz a eficiéncia de fertilizantes fosfatados. A rizosfera de plantas haléfitas abriga diversos
microrganismos que contribuem para o estabelecimento desses vegetais sob estresse salino,
reduzindo os efeitos deletérios da salinidade e através de atributos de promogdo de
crescimento vegetal. A utilizacdo de inoculantes de bactérias solubilizadoras de fosfato tem
sido considerada uma abordagem promissora para o estabelecimento e incremento da
producdo de culturas sob condi¢des de defici€éncia nutricional e/ou outros estresses ambientais
como a salinidade do solo. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi identificar 47 isolados
bacterianos, previamente isolados da rizosfera de plantas haléfitas, pelo sequenciamento do
gene 16S rDNA, avalid-los quanto ao desenvolvimento em concentracdes crescentes de NaCl,
classifica-los quanto a resposta a salinidade e avaliar a atividade de solubilizacdo de fosfato.
A capacidade de solubilizagdo de fosfato foi avaliada utilizando os fosfatos minerais fosfato
de célcio dibasico (CaHPO.) e fosfato de aluminio (AIPO4) em meios de cultura sélido e
liquido. Os géneros identificados foram Bacillus sp., Citrobacter sp., Enterobacter sp.,
Halobacillus sp., Halomonas sp., Kushneria sp., Pantoea sp., Pseudomonas sp.,
Oceanobacillus sp. e Staphylococcus sp., sendo os mais abundantes entre os isolados os
géneros Enterobacter sp, Pseudomonas sp. € Bacillus sp. Nao foi possivel identificar o
isolado 145, que apresentou maior identidade com sequéncias de bactérias ndo cultivaveis
depositadas no NCBI. Quinze isolados, dos géneros Bacillus sp., Enterobacter sp.,
Halobacillus sp., Halomonas sp., Pantoea so., Pseudomonas sp. e Staphylococcus sp., foram
classificados com halofilicos e 32 isolados dos géneros Bacillus sp. Enterobacter sp.,
Halomonas sp., Kushneria sp., Pseudomonas sp., Oceanobacillus sp. e Staphylococcus sp.
foram classificadas como halotolerantes. Todos isolados apresentaram desenvolvimento de
colonias em meio sélido contendo ambas as fontes de fosfato, porém trés deles ndo
apresentaram halo de solubilizacdo no meio com fosfato de cdlcio. Nao foi observado halo no
meio contendo fosfato de aluminio. Os isolados que apresentaram a maior capacidade de
solubilizacdo de fésforo a partir do fosfato de cdlcio em meio liquido foram Kushneria sp.
(102), Enterobacter sp. (186), o isolado 145 e Bacillus sp. (120), com 989,53 mg/L, 956,37
mg/L, 783, 82 mg/L e 757,60 mg/L, respectivamente. Para a solubilizagdo do fosfato de
aluminio os isolados que apresentaram os maiores resultados foram Bacillus sp. (89),
Oceanobacillus sp. (94), que disponibilizaram 61,10 mg/L e 45,82 mg/LL P no meio. Os
isolados Pantoea sp. (150) e Pseudomonas sp. (183) apresentaram atividade de solubilizacdo
considerdvel para o fosfato de célcio e aluminio, 436,04 mg/L e 23,89 mg/L respectivamente
para o primeiro e 376,49 mg/L e 21,28 mg/L para o segundo. Os resultados confirmam que a
rizosfera de plantas hal6fitas abriga bactérias de diversos tdxons com capacidade de crescer
em concentracdes elevadas de sal e promover a solubilizacdo de fosfato.

Palavras-chave: Estresse salino. Rizobactérias. Solubilizac¢do de fosfato.



ABSTRACT

TELES, Erico Atilio de Paiva. Selection and identification of halophilic and halotolerant
bacteria that solubilize phosphate. 2023. 39p. Dissertation (Master in Agronomy, Soil
Science). Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, RJ, 2023.

Salinization severely affects agricultural production worldwide. This process occurs naturally,
but is greatly aggravated and accelerated by human actions. Another issue that limits
agricultural production is the low availability of phosphorus for plants in the soil. This occurs
due to the high affinity of soluble phosphorus to other elements present in the soil, which
reduces the efficiency of phosphate fertilizers. The rhizosphere of halophytic plants harbors
several microorganisms that contribute for the establishment of these plants under saline
stress, reducing the deleterious effects of salinity and through attributes of plant growth
promotion. The use of phosphate-solubilizing bacterial inoculants has been considered a
promising approach for establishing and increasing crop production under conditions of
nutritional deficiency and/or other environmental stresses such as soil salinity. Thus, the aim
of this work was to identify 47 bacterial isolates, previously isolated from the rhizosphere of
halophyte plants, by sequencing of the 16S rDNA gene, to evaluate their development in
increasing concentrations of NaCl, classify them according to salinity response and phosphate
solubilization activity. Phosphate solubilization capacity was evaluated using the mineral
phosphates dibasic calcium phosphate (CaHPO4) and aluminum phosphate (AIPO4) in solid
and liquid culture media. The genera identified were Bacillus sp., Citrobacter sp.,
Enterobacter sp., Halobacillus sp., Halomonas sp., Kushneria sp., Pantoea sp., Pseudomonas
sp., Oceanobacillus sp. and Staphylococcus sp., and the most abundant among isolates were
of the genera Enterobacter sp, Pseudomonas sp. and Bacillus sp. It was not possible to
identify isolate 145, which had greater identity with sequences from non-cultivable bacteria
deposited at the NCBI. Fifteen isolates from the genera Bacillus sp., Enterobacter sp.,
Halobacillus sp., Halomonas sp., Pantoea sp., Pseudomonas sp. and Staphylococcus sp. were
classified as halophilic and 32 isolates of the genus Bacillus sp. Enterobacter sp., Halomonas
sp., Kushneria sp., Pseudomonas sp., Oceanobacillus sp. and Staphylococcus sp. were
classified as halotolerant. All isolates developed from colonies on solid medium containing
insoluble phosphate as sources, but three of them did not show a solubilization halo in the
medium with calcium phosphate. No halo was observed in the media containing aluminum
phosphate. The isolates that developed the greatest ability to solubilize phosphorus from
calcium phosphate in liquid medium were Kushneria sp. (102), Enterobacter sp. (186), isolate
145 and Bacillus sp. (120), 989.53 mg/L, 956.37 mg/L, 783, 82 mg/L. and 757.60 mg/L,
respectively. For the solubilization of aluminum phosphate, the isolates that presented the best
results were Bacillus sp. (89) and Oceanobacillus sp. (94), which raised soluble P by 61.10
mg/L. and 45.82 mg/L, respectively. Pantoea sp. (150) and Pseudomonas sp. (183) showed
considerable solubilization activity for calcium and aluminum phosphate, 436.04 mg/L and
23.89 mg/L respectively for the first and 376.49 mg/L and. 21.28 mg/L for the second. The
results confirm that the rhizosphere of halophytic plants harbor bacteria from different taxa
capable of growing in high concentrations of salt and presenting phosphate solubilization
capacity.

Keywords: Salt stress. Rhizobacteria. Phosphate solubilization.
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1. INTRODUCAO

A salinizacdo dos solos estd entre os principais fatores abidticos que ameacam a
producdo agricola (JHA et al., 2012; GAMALERO et al., 2020; SAGAR et al., 2022). Esse
processo ocorre naturalmente em decorréncia de fatores ambientais como a taxa de
precipitacdo e evaporagdo da dgua, o intemperismo de rochas, relevo e a proximidade com o
mar (GAMALERO et al.,, 2020). No entanto, atividades antrépicas podem causar ou
intensificar a salinizagdo, como o manejo inadequado da dgua e do solo e a utilizacdo de
agrotoxicos e fertilizantes quimicos (SAGAR et al., 2022). Estima-se que em todo o mundo
mais de 3,0% dos solos superficiais € 6% dos subsolos encontram-se salinizados, devido a
processos naturais ou antropicos (FAO, 2022). No Brasil, solos salinos e s6dicos ocorrem
predominantemente na regido semidrida do Nordeste, e também no Rio Grande do Sul e na
regido do Pantanal mato-grossense (PEDROTTI et al., 2015).

Outro limitante para a producdo agricola ao redor do mundo € a baixa disponibilidade
de fésforo (P) para as plantas. Esse elemento é o segundo macronutriente mais importante
para o desenvolvimento de culturas agricolas (ALORI et al., 2017). Na fase sélida do solo a
maior parte do P encontra-se associado a fracao mineral, principalmente ao cdlcio em solos
calcérios, ao ferro e aluminio em solos 4cidos, € a compostos organicos em solos ricos em
matéria organica (GOMES et al., 2010). Desse modo, cerca de 95% a 99% do fésforo
presente no solo estd em formas insoluveis, ndo disponiveis para os vegetais. Apenas uma
pequena parte estd disponivel na solu¢do do solo na forma de fons, monobdsicos (H2POs) e
dibdsicos (HPO4%).

Cerca de 98% das espécies vegetais ndo sdo capazes de se desenvolver em elevadas
concentracdes de sal, incluindo as culturas agricolas, e sdo classificadas como glicofitas
(DIAS et al., 2016; GAMALERO et al., 2020). Os efeitos nocivos causados pelo excesso de
sal na planta estdo relacionados com o estresse osmotico e i0nico, que causam deficiéncias
nutricionais, alteracdes nas vias de carbono e nitrogénio, reducdo da taxa de fotossintética,
geracdo de espécies reativas de oxigénio € danos moleculares (HASHEM et al., 2016;
BULGARI et al., 2019). Desse modo, a saliniza¢do associada a baixa disponibilidade natural
de P no solo pode levar a efeitos deletérios acumulativos nas plantas, e consequentemente
impor maiores obsticulos para a produgdo agricola.

Plantas capazes de tolerar alta salinidade sdo classificadas como halodfitas. O estresse
salino induz uma variedade de respostas adaptativas nessas plantas, incluindo alterac¢des
morfoldgicas, fisioldgicas e bioquimicas. (DIAS et al., 2016; ETESAMI & BEATTIE, 2018;
GAMALERO et al., 2020). Além disso, a associa¢cdo com microrganismos também contribui
para o estabelecimento dessas plantas em solos salinizados (ETESAMI & BEATTIE, 2018).
A rizosfera € a por¢do do solo aderida as raizes, na qual se encontra a maior parte da atividade
microbiolégica devido a produgcdo de exsudados vegetais que servem como fonte de
nutrientes para microrganismos (NADEEM et al., 2013). As comunidades microbianas
presentes na rizosfera de plantas hal6fitas sdo majoritariamente formadas por microrganismos
halofilicos, que necessitam se desenvolvem na presenca de mais de 1% de NaCl, e
halotolerantes, que podem crescer tanto na auséncia como na presenca de altas concentracdes
de sais (AMOOZEGAR et al., 2019; SINGH et al., 2019).

Rizobactérias halofilicas e halotolerantes promotoras de crescimento vegetal podem
contribuir para o estabelecimento de plantas sob estresse salino a partir de indmeros
mecanismos que participam direta ou indiretamente na resposta a salinidade (GAMALERO et
al., 2020; SAGAR et al., 2022). Mecanismos diretos incluem a modulagdo dos niveis de
horménios vegetais, como citocininas, auxinas e giberelinas, a aquisicdo de nutrientes, a
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ativacdo de enzimas antioxidantes das plantas e a regulacdo dos sistemas de defesa sob
estresse, melhorando assim a saide da planta sob estresse salino (SHAILENDRA et al., 2015;
GAMALERO et al., 2020; SAGAR et al., 2022). Ja os mecanismos indiretos sdo baseados na
supressdo de microrganismos patogénicos, agindo assim como um agente de controle
biolégico (SHAILENDRA et al., 2015; FERREIRA et al., 2019; GAMALERO et al., 2020;
SAGAR et al., 2022).

A introdu¢do de microrganismos halofilicos e halotolerantes promotores de
crescimento em culturas agricolas afetadas por sais pode se apresentar como uma estratégia
relevante e sustentdvel para promover a resisténcia dessas culturas ao estresse salino, bem
como para a manutencio dos niveis de fésforo na solu¢io do solo (DODD & PEREZ, 2012;
GAMALERO et al., 2020; SAGAR et al. 2022).

A partir do exposto, a hipétese do trabalho € que bactérias isoladas da rizosfera de
plantas haléfitas podem apresentar diferentes mecanismos para a mitigacdo dos efeitos do
estresse salino e para a promog¢ao de crescimento de culturas agricolas.

Dessa forma, o objetivo da pesquisa foi avaliar 47 bactérias previamente isoladas da
rizosfera de plantas hal6fitas quanto a resposta a diferentes concentracdes de NaCl; identifica-
las a nivel de gé€nero; e avaliar a capacidade de solubilizacdo de fosfatos minerais, fosfato de
calcio dibésico (CaHPO4) e fosfato de aluminio (AIPO4) em meios de cultura sélido e liquido.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Solos Afetados por Sais

Solos halomérficos sdo caracterizados pela presenca de sais soluveis, sodio trocavel ou
ambos em horizontes superficiais, sendo classificados como salinos, sédicos ou salino-sédicos
(PEDROTTI et al., 2015; SAGAR et al., 2022). De acordo com o Sistema Brasileiro de
Classificacdo de Solo (SIBICS), um solo apresenta cardter salino quando possui
condutividade elétrica (CE) >4 e < 7 dS. m™! e cardter sélico quando possui CE >7 dS.m!. O
carater solddico € caracterizado pela percentagem de sddio trocdvel (PST) variando de 6 a
<15%, enquanto o caréter sdédico o PST é maior ou igual a 15% (SANTOS et al, 2018).

Solos halomérficos ocorrem naturalmente em regides de clima arido e semidrido, onde
o acimulo de sais estd relacionado principalmente a condi¢io de elevada evapotranspiracao e
baixa precipitacdo pluviométrica ao longo do ano, o que favorece a ascensdo de sais para
regides mais superficiais por capilaridade (PEDROTTI et al., 2015; SAGAR et al., 2022). A
salinizagdo também ocorre naturalmente em solos com drenagem limitada, com a presenca de
lencol fredtico elevado ou com baixa permeabilidade e em regides sob influéncia da dgua
marinha (GAMALERO et al., 2020; SAGAR et al., 2022). Quando o acumulo de sal ocorre a
partir de processos naturais, a salinidade € classificada como “priméria”. A salinidade
“secunddria” ocorre pelo acimulo de sais de forma induzida, ocasionada principalmente pelo
manejo incorreto da irrigagdo e com o uso de dgua de baixa qualidade, drenagem deficiente,
ma gestdo do solo e de fertilizantes e a remoc¢do de vegetacdo. (PEDROTTI et al., 2015;
GAMALERO et al. 2020).

Em regides aridas e semidridas, o processo de salinizacdo ocorre principalmente pela
transformagdo dos minerais primarios, ricos em cations como Ca2*, Mg2*, K* e Na+, em
minerais de argila do tipo 2:1. Estes cdtions sdo geralmente transportados pela dgua para
regides mais baixas do relevo (PEDROTTI et al., 2015). Assim, a formag¢do dos solos salinos
resulta da acumulagdo de sais soliveis nos horizontes do solo associada a condicdes de
drenagem limitada e elevada evapotranspiracao (PEDROTTI et al. 2015). Nos periodos secos
estes cations afloram a superficie dos agregados do solo, sobretudo na camada mais
superficial, e chegam a formar uma crosta de sais cristalizados (GAMALERO et al., 2020).

O Mapa Global de Solos Afetados por Sais reune dados de mais de 118 paises,
abrangendo 85% da superficie terrestre, e revela que mais de 3% dos solos superficiais (0-30
cm) e mais de 6% dos subsolos (30-100) sdo afetados pela salinidade ou sodicidade. Além
disso, a maior parte desses solos, mais de dois ter¢os, sdo encontrados em zonas climédticas
aridas e semidridas (FAO, 2022). No Brasil, a regido do semidrido nordestino apresenta
grandes dreas com solos salinizados, devido a natureza fisica e quimica dos solos, ao déficit
hidrico e a elevada taxa de evaporacdo, com maior incidéncia do problema em solos mais
intensamente cultivados com o uso da irrigagdo (PEDROTTI et al. 2015, PESSOA et al.,
2018). O levantamento de solos do Ceard e da Bahia revelou a existéncia de 91.110 km? de
solos afetados por sais e sddio, correspondendo a 9,40% da area mapeada (PEREIRA, 1982).

O Brasil também possui uma vasta zona litoranea, que abrange 7.408 km de territorio,
dos quais 6.786 km abrigam o ecossistema manguezal (SCHAEFFER-NOVELLI et al.,
2000). E comum a ocorréncia de apicuns, planicies hipersalinas, na drea de transi¢do entre
manguezais e florestas, ocorrendo na regido de supra-maré (COSTA & HERRERA, 2016).
Também é comum que ao longo das regides costeiras sob clima tropical, quente e com grande
taxa de evaporacdo, ocorra a formacdo de lagoas costeiras hipersalinas e corpos d’agua
fechados com elevadas concentracdes de sais (HOHN et al., 1986). Nesses ambientes, a
vegetacdo apresenta uma série de adaptagdes fisioldgicas e morfolégicas para lidar com
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constantes alagamentos, salinidade e a falta de oxigénio (PELEGGRINI, 2000; HADLICH et
al. 2008).

2.2 Efeitos do Estresse Salino nas Plantas

Plantas podem ser classificadas em relacdo a tolerancia a salinidade em glicofitas e
haldfitas. As glicofitas abrangem cerca de 98% das espécies vegetais, e s@o sensiveis aos
efeitos nocivos da salinidade no ambiente (GAMALERO et al., 2020; SAGAR et al., 2022).
Os efeitos do estresse salino sobre o desenvolvimento vegetal ocorrem em dois estdgios: o
estdgio de estresse osmotico (resposta precoce) e o de estresse i0nico (resposta tardia). O
estagio inicial do estresse salino € causado pelo sal presente fora do compartimento
rizosférico, enquanto o estresse salino do estigio posterior é consequéncia dos efeitos
deletérios do sal nas células (ONDRASEK et al., 2022; SAGAR et al., 2022).

O estresse osmotico afeta o potencial hidrico da planta, o que promove a perda de dgua
e restringe a absorcao de nutrientes, reduz da drea de expansdo das folhas, limita a abertura
dos estomatos, incidindo na reducdo da taxa fotossintética e do crescimento vegetal
(GAMALERO et al.,, 2020; MOKRANI et al., 2020; SAGAR et al., 2022). O estresse
osmotico também induz a elevacdo dos niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS) que
danificam estruturas celulares e moléculas ( GAMALERO et al. 2020; IQBAL et al., 2021).
O estresse i0nico ocasiona o acimulo excessivo de Na' nas folhas mais velhas, levando ao
envelhecimento prematuro e a clorose das folhas (ONDRASEK et al., 2022). Niveis toxicos
de sédio em Orgdos vegetais danificam membranas bioldgicas e organelas, reduzindo o
crescimento e causando desenvolvimento anormal e a morte da planta (IQBAL et al., 2021).
O sal também afeta severamente processos fisioldgicos, como o metabolismo do amido e
fixacdo de nitrogénio, a formagdo e germinacdo de sementes, levando a perdas na
produtividade das culturas (ZHANG et al., 2010; MOKRANTI et al., 2020; IQBAL et al.,,
2021; ONDRASEK et al., 2022; SAGAR et al., 2022).

Plantas haldfitas, capazes de tolerar elevada salinidade, representam 2% da
diversidade vegetal. Uma série de caracteristicas adaptativas permitem que haldfitas
completem seu ciclo de vida sob salinidade elevada (GAMALERO et al., 2020; SAGAR et
al., 2022). Esses mecanismos incluem alteracdes moleculares, bioquimicas, fisioldgicas e
morfolégicas, como a) modulagdo de hormdnios vegetais; b) sintese de solutos e
osmoprotetores compativeis; c) controle na absorcdo de ions, especialmente fons de potéssio
(K), pelas raizes e transferéncia de ions para as folhas; d) acimulo ou remocao seletiva de
ions; e) producdo de 6xido nitrico (NO); f) ativacido de enzimas antioxidantes e producdo de
compostos antioxidantes; g) producdo de poliaminas; h) alteracdo das vias fotossintéticas; 1)
compartimentacao de fons nos niveis celular e da planta inteira; e j) regulacdo da expressao de
genes envolvidos na tolerancia da planta a salinidade (ETESAMI & BEATTIE, 2018).

Diversas estratégias podem ser aplicadas a fim de manter a produtividade agricola e
aliviar o estresse ambiental em ambientes salinos. Incluindo o desenvolvimento de cultivares
tolerantes, a implementacdo de sistemas de cultivo e praticas de manejo especificas, como
irrigacdo por gotejamento ou drenagem do solo e aplicacdo compostos organicos, que
favorecem o aumento da biomassa microbiana (GAMALERO et al., 2020; ONDRASEK et
al., 2022). Uma estratégia alternativa que pode ser utilizada para estimular ou aumentar a
resisténcia de espécies agricolas a salinidade € a introducdo de microrganismos halotolerantes
e/ou halofilicos que promovam o crescimento vegetal, minimizando os efeitos fisioldgicos e
fisicos do estresse salino nas plantas (DODD; PEREZ, 2012).



2.3 Microrganismos Halotolerantes e Halofilicos

Ambientes extremos, como os poélos, regides dridas, os oceanos profundos, fontes
termais e solos salinos, apresentam uma série de limitagcdes abidticas para o desenvolvimento
da vida. Os microrganismos que se desenvolvem sob condicdes ambientais extremas sao
denominados “extremoéfilos” (SINGH et al., 2019). Aqueles adaptados a elevados niveis de
salinidade sdo classificados como halofilicos ou halotolerantes. Os halofilicos se desenvolvem
exclusivamente em ambientes com concentragdo de sais superior a 1,0%, enquanto os
halotolerantes sdo capazes de se estabelecer em ambientes salinos ou nio (AMOOZEGAR et
al., 2019; SINGH et al., 2019). Os halofilicos sdo ainda classificados em trés grupos, de
acordo com condi¢des 6timas de crescimento em diferentes concentragdes de sais: halofilicos
fracos, entre 1 e 5% de NaCl; moderados, entre 5 e 20% e extremos, que t€ém seu
desenvolvimento &timo em concentracdoes iguais ou superiores a 20% de NaCl
(AMOOZEGAR et al., 2019; SINGH et al., 2019).

Microrganismos eucaridticos e procarioticos sao capazes de se adaptar a salinidade
elevada no ambiente. Os microrganismos halofilicos podem ser encontrados nos dominios
Archaea, Bacteria e Eukarya (RUPPEL et al., 2013). No entanto, enquanto halofilicos fracos e
moderados incluem bactérias, fungos e algas, halofilicos extremos incluem apenas bactérias e
alguns fungos (RUSSELL, 1989). Bactérias halofilicas e halotolerantes estdo distribuidas em
diversos subgrupos filogenéticos (OREN, 2002). Em uma &drea 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). Zhang et al. (2018)
1solaram 305 bactérias de amostra de solo provenientes de arrozais de alta produtividade em
Taoyuan, China, e identificaram que 67,3% deles foram capazes de se desenvolver em
concentragdes iguais ou superiores a 5% de NaCl. Entre esses isolados foram identificados
representantes das ordens Bacillales, Actinomycetales, Rhizobiales e Oceanospirillales
(ZHANG et al., 2018).

Os mecanismos adaptativos que permitem que OSs microrganismos cres¢am e
sobrevivam sob elevada salinidade sdo semelhantes entre os diferentes tixons (RUPPEL et
al., 2013). As principais estratégias incluem: a) evitar altas concentragdes de sal no interior da
célula por meio de composicdes especificas de membrana ou parede celular; b) bombeamento
de fons para o meio externo; c) ajustar o meio intracelular a partir da sintese e acimulo de
solutos organicos ndo téxicos e a adaptacdo de proteinas e enzimas a altas concentracdes de
sal (RUPPEL et al., 2013; SINGH et al. 2019).

Adaptacdes na estrutura da parede celular para evitar altas concentracdes de sal no
citoplasma e evitar a perda de 4gua e a plasmdlise sdao observadas em archaeas (RUSSELL,
1989; SUTTON et al., 1991). A membrana citoplasmética de archaeas halofilicas contém
éteres lipidicos unicos que ndo podem ser facilmente degradados, sdo resistentes a
temperatura e mecanicamente e altamente tolerantes ao sal. Archaeas termofilicas e acidéfilas
extremas possuem lipidios tetraéter transmembrana que formam uma membrana monocamada
rigida que é quase impermedvel a fons e prétons (RUSSELL, 1989; RUPPEL et al., 2013).
Essas propriedades tornam as membranas lipidicas de archaeas mais adequadas para a vida e
sobrevivéncia em ambientes extremos do que os lipidios de camada dupla do tipo éster de
bactérias ou eucariotos (RUSSELL, 1989).

O ajuste osmotico a partir do bombeamento de fons para o meio externo é mediado por
transportadores Na*/H*, mantendo as concentrac¢des intracelulares de Na+ relativamente baixa
(OREN, 2006; SINGH et al. 2019). As membranas de archaeas halofilicas possuem uma alta
atividade de antiporters Na*/H" (RUPPEL et al., 2013). Uma fungdo crucial dos
transportadores de ifons é manter e reter uma relagao de K*/Na* favoravel no citoplasma em
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face a baixa relacdo K*/Na* no ambiente (RUPPEL et al., 2013). Esses cations possuem
estruturas fisioldgicas semelhantes, o que pode resultar em deficiéncia de K* em ambientes
com elevada salinidade (HAGEMANN, 2011). No entanto, vérios dos microrganismos do
Mar Morto mantém concentracdes intercelulares de K* extremamente altas, o que indica a
existéncia de sistemas regulatérios para uma absorcdo ativa de K* (HAGEMANN, 2011;
RUPPEL et al., 2013).

Os microrganismos apresentam dois tipos de estratégia para equilibrar osmoticamente
seu citoplasma com o meio externo: as células podem manter altas concentragdes de sais
intracelular, osmoticamente equivalente ao meio externo; ou as células mantém as
concentracdes de sais baixas em seu citoplasma e a pressdo osmoética é equilibrada pela
sintese de solutos organicos compativeis (OREN, 2008). Géneros do dominio Archaea e
Bacteria mantém concentracio intracelular de KCl iguais as de NaCl no ambiente salino
(OREN, 2008; HAGEMANN, 2011). Esta estratégia requer uma ampla gama de adaptacdo
das enzimas intracelulares ao sal para que as proteinas mantenham sua conformacgdo adequada
e atividade em concentragdes quase saturadas de sal (OREN, 2008). J4 a sintese e acumulacdo
de solutos organicos compativeis promove o equilibrio osmético e evita a acumulagdo de sais
no citoplasma (OREN, 2001). A biossintese de solutos organicos € energeticamente mais
dispendiosa do que a sintese de altas concentracdes de KCl, mas ndo exige nenhuma
adaptag¢do molecular na célula (OREN, 2001).

2.4 Rizobactérias Promotoras de Crescimento Vegetal e Tolerdncia ao Estresse Salino

A rizosfera € a por¢do do solo sob a influéncia das raizes, que exsudam diferentes
compostos de agucares, dcidos organicos, vitaminas, mucilagens, lisados e muitas outras
substancias nas formas sélida, liquida ou gasosa (GAMALERO et al., 2020). Por essa razdo a
rizosfera apresenta uma maior densidade e biodiversidade microbiana em relacio ao solo ndo
rizosférico (BAIS et al., 2006). Os principais grupos taxondmicos de rizobactérias promotoras
de crescimento vegetal (RPCV) pertencem a Proteobacteria e Firmicutes (COMPANT, 2010;
FERREIRA, 2019). O género Bacillus € o género mais conhecido de Firmicutes indutor de
promocao de crescimento vegetal. Os géneros Achromobacter, Acinetobacter, Agrobacterium,
Alcaligenes, Azospirillum, Rhizobium, Azospirillum, Burkholderia, Halomonas, Kushneria,
Ochromobacter, Pseudomonas, Serratia, Pantoea, Enterobacter € Rahnella sio as mais
representativas do filo Proteobacteria relatadas como RPCV (BATISTA et al.,, 2018).
Representantes de outros géneros, como Arhrobacter, Bacillus, Brevibacterium, Halobacillus,
Halomonas, Kokuria, Kushneria, Microbacterium, Pseudomonas e Streptomyces € ja foram
reconhecidos por possuirem mecanismos de tolerancia a salinidade e de promog¢dao do
crescimento de plantas (ZHU et al., 2011; DESALE et al., 2013; OTEINO et al., 2015;
ALORI et al., 2017; CHOPRA et al. 2020; WAN et al., 2020; AFRIDI et al., 2021).

Tem sido demonstrado que RPCV associadas a plantas haldfitas apresentam
capacidade metabdlica de tolerar o estresse salino e de promover o crescimento e a tolerancia
a salinidade em plantas (GAMALERO et al., 2020; SAGAR et al. 2022). Essas bactérias
atuam através de mecanismos como a regulacdo de enzimas que eliminam o excesso de
espécies reativas de oxigénio (ROS), incluindo a catalase, glutationa redutase e superéxido
dismutase (SINGH et al. 2015; SAGAR et al., 2022), a produgdo de fitohormdnios, como o
acido-3indol-acético (AIA) (JHA et al. 2011; ETESAMI & BEATTIE, 2018) e na producio
da enzima ACC-deaminase, que reduz os efeitos inibitérios de crescimento do etileno sobre as
plantas (ETESAMI & BEATTIE, 2018; FERREIRA et al., 2020; AFRID et al. 2021).
Bactérias halofilicas e halotolerantes também podem promover a nutri¢do das plantas através
da fixacdo bioldgica de nitrogénio, solubilizacdo de fosfato, produgdo de sideréforos (JHA et
al. 2011; ETESAMI & BEATTIE, 2018; WAN et al. 2020). O microbioma vegetal tem sido
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extensivamente estudado na tentativa de melhorar o crescimento das plantas e a tolerancia a
vérias condicdes de estresse abiotico (EGAMBERDIEVA et al. 2021).

As inoculacdes com RPCV podem aumentar a tolerancia ao estresse salino nas plantas
e podem ser vitais para o desenvolvimento de préticas agricolas sustentdveis em condi¢des de
estresse salino (GLICK, et al.,2020; IQBAL et al., 2021; SAGAR et al., 2022). Chopra et al.
(2020) isolaram uma cepa rizosférica de Brevibacterim sediminis com potencial de atividade
antifiingica, capacidade de producdo de 4cido indol acético (AIA) e solubilizacdo de fosfato.
Os autores apontam que mudas inoculadas com a cepa apresentaram comprimento de raiz
significativamente maior, comprimento da parte aérea e massa fresca (CHOPRA et al. 2020).
Bashan et al. (2000) demonstraram que a inoculagdo com bactérias provenientes de espécies
de mangue e com cepas halotolerantes de Azospirillum spp. promoveram o crescimento de
Salicornia bigelovii em condi¢des salinas (BASHAN et al. 2000).

2.5 Solubilizaciao de Fosfato

O fésforo (P) é o segundo macronutriente mais limitante para o desenvolvimento de
culturas vegetais (ALORI et al., 2017). Esse elemento € indispensavel para diversos processos
metabodlicos nos sistemas biolégicos, como divisdo celular, geracdo de energia, biossintese de
macromoléculas, integridade de membranas, fotossintese e respiracdo, além de influenciar
positivamente na nodulacdo de leguminosas (KROLOW et al. 2004; RAWAT et al. 2020). A
maior parte do fosforo presente no solo encontra-se indisponivel para os vegetais devido a
precipitacdo com cdtions, imobilizacdo e adsor¢ao a compostos organicos ou a fracado mineral
(GOMES et al., 2010; RASUL et al., 2019). Em média, o contetido de fésforo nos solos € de
0,05 % (massa/massa), no entanto, apenas 0,1% desse total encontra-se diretamente
disponivel as plantas em forma de fons soltiveis, monobdasicos (H2PO4) e dibdsicos (HPO4>)
(ZHU et al., 2011; SINGH et al., 2015).

O fosforo organico é derivado de processos metabdlicos como assimilacdo de
ortofosfatos e efluentes microbianos, vegetais ou animais. Estes s@o categorizados com base
na ligacdo de fosforo em trés classes: a) ésteres de fosfato (fosfatos de acucar, fosfolipidios,
acidos nucléicos, fosfatos de inositol); b) fosfonatos (ligacdes C-P); e ¢) anidridos de 4cido
fosférico (trifosfatos de adenosina e difosfatos de adenosina) (HUANG et al., 2017). Fosfatos
minerais encontram-se majoritariamente associados ao cdlcio em solos calcéreos e, ao ferro e
aluminio em solos 4cidos (GOMES, 2010). Os fosfatos minerais representam cerca de 60—
80% do P total em solos agricolas (ZHU et al. 2018).

Para manter a produgdo agricola a utilizacao de fertilizantes fosfatados tem aumentado
nos ultimos anos (FAO, 2019). No entanto, o fosfato adicionado ao solo é rapidamente
imobilizado e se torna inacessivel as plantas, ocasionando um baixo aproveitamento do
fertilizante fosfatado aplicado, entre 10 e 25 % em todo o mundo (SANTOS et al., 2008;
RASUL et al., 2019). Ademais, a aplicacdo e o acimulo de fertilizantes fosfatados promovem
a eutrofizacdo de corpos d’dgua e a contaminagcdo por metais no solo, acarretando danos a
saude vegetal, animal e humana (KATHERINE & WOLFF, 2010; AZZI et al., 2017).

Uma série de reacdes dependentes do pH influenciam a propor¢ao de reservatérios de
P soldvel e insolivel no solo, como dessor¢do e solubilizacdo de fosfatos inorganico
rapidamente trocdvel, absor¢ao de P por microrganismos e plantas, a liberacdo de P de
residuos vegetais ou fertilizantes organicos para a solucdo do solo e a liberacdo de e a
solubilizacdo de P por microrganismos a partir de fontes minerais e organica (FROSSARD et
al., 2011). O fésforo associado com (hidr)éxidos de Fe (Fe-P) E (hidr)6xidos de Al (Al-P) sao
sensiveis a condi¢des redutoras e a trocas de ligantes com acidos organicos e precipitados de
fosfato de cdlcio sdo mais sensiveis as mudangas de pH (ZHU et al. 2018).



Bactérias solubilizadoras de fosfato (BSF) disponibilizam fosfatos organicos e
minerais por uma diversidade de mecanismos: a) acidificacdo do meio pela extrusdo de H*
e/ou de acidos organicos; b) complexacdo de metais; c) reducdo de metais; d) extrusdo de
fosfatases; e e) dissolucdo indireta de fosfato através do estimulo de producao de 4cidos pelas
plantas (BASHAN et al. 2013; KRISHNARAIJ et al. 2015). A solubilizacdo de fosfato
inorganico por bactérias isoladas de ambientes salinos ja foi constatada em isolados de
diversos géneros, como Alcaligenes, Achromobacter, Bacillus, Brevibacterium, Cronobacter,
Enterobacter, Halomonas, Kushneria, Pseudomonas e Rhizobium (ZHU et al. 2011;
CHOPRA et al., 2020; HUSSAIN et al., 2020; WAN et al., 2020).

Atualmente o Brasil é dependente do comércio internacional de fertilizantes
fosfatados, que representam 23% do total de importagdes de fertilizantes do pais, sendo 14%
desse total proveniente da Russia (GLOBALFERT, 2019). Dessa forma, os atuais conflitos
no leste europeu podem prejudicar a producao nacional. Assim, a bioprospec¢ao de bactérias
solubilizadoras de fosfato pode contribuir para o desenvolvimento sustentdvel da agricultura
nacional partir da producao de bioinoculantes adequados para a aplicagdo em conjunto com
diferentes fontes de fertilizantes fosfatados de baixa solubilidade e na elaboracdo de
estratégias para a disponibilizacdo de P em solos ricos em fosfatos de ferro e aluminio, mais
abundantes em solos acidos (GOMES et al., 2010).

Atualmente hd poucos produtos agricolas como bioinoculantes ou fertilizantes
organominerais baseados em microrganismos solubilizadores de fosfato aprovados pelo
MAPA. Entre eles podemos citar o inoculante BiomaPhos®, que contém indculos das cepas
BRM 119 (Bacillus megaterium) (OLIVEIRA et al., 2009) e BRM 2084 (Bacillus subtilis)
(ABREU et al., 2017). Outro exemplo sdao os organofertilizantes BioAtivo, produzidos pelo
Instituto de Fosfato Biolégico Ltda., a partir da solubilizagao biolégica de rochas fosfaticas e
de material orgdnico por meio de um processo da inoculagdo de microrganismos
solubilizadores de fosfato mineral. A bioprospec¢do de bactérias solubilizadoras de fosfato
que também possam conferir resisténcia ao estresse salino pode contribuir para o
desenvolvimento de produtos semelhantes, contribuindo para a ampliacdo do acesso a
produtos e manejos agricolas sustentdveis e para o estabelecimento de culturas capazes de se
estabelecer em solos salinizados.



3.  MATERIAL E METODOS
3.1. Origem dos Isolados

Para o desenvolvimento desse trabalho foram selecionadas 47 cepas bacterianas
isoladas da rizosfera das plantas halodfitas Sporobolus virginucus, Cyperus ligularis,
Blutaparon portulacoides, Salicornia gaudichadiana em diferentes regides do estado do Rio
de Janeiro, sendo estas: planicies hipersalinas (Guaratiba-RJ), salina desativada (Sao Pedro da
Aldeia-RJ) e entorno da lagoa hipersalina (Araruama-RJ). Os isolados bacterianos foram
coletados e isoladas em meios de cultura Agar Nutritivo acrescidos de 1% a 30% de NaCL e,
apds o isolamento, foram estocados a -4°C em microtubos de 1,5 mL contendo meio Agar
Nutritivo acrescido de 0,5% a 10% de NaCl (XAVIER, 2021).

3.2. Reativacao dos Isolados

A reativagdo dos isolados foi feita a partir das culturas estoque, aos quais foram
adicionados 100 uL de caldo nutritivo BHI (Brain Heart Infusion) contendo 3% de NaCl,
posteriormente os microtubos foram incubados por 12h a 30°C. Apds esse periodo os isolados
foram inoculados em placas de petri contendo meio Agar Nutritivo acrescido de 3% de NaCl
com o auxilio de alca de platina e novamente incubadas nas condi¢des descritas
anteriormente. Posteriormente, novos estoques foram feitos em meio de cultura DYGS
(DOBEREINER et al., 1999) contendo 3% de NaCl.

3.3. Identificacao Genotipica dos Isolados
3.3.1 Extracao de DNA

Os isolados foram cultivados em placas de Petri contendo meio de cultura DYGS
acrescido de 3% de NaCl incubados por 12h a 30°C. Apés o periodo de incubacdo, coldnias
de cada isolado foram inoculadas em tubos de ensaio contendo 5 mL de meio DYGS
acrescido 3% de NaCl e incubados a temperatura ambiente por 12 horas sob agitagdo de 120
rpm. Posteriormente, 1,5 mL de cada cultura foram transferidos para microtubos e
centrifugados a 12.000g por 3 min. Esse processo foi repetido por trés vezes a fim de
concentrar o maior nimero de células possivel. O sobrenadante foi descartado e o precipitado
foi ressuspendido no vortex em 600 uL de tampdo de lise (TRIS-HCI mM pH 8,0, EDTA 25
mM pH 8,0, SDS 1% e NaCl 25 mM) e incubado a 60 °C por 30 min. Os tubos foram
resfriados a temperatura ambiente. O produto foi homogeneizado por 2 minutos com 600 pL
de cloroférmio dlcool isoamilico (24:1), e em seguida, centrifugado a 13.000 g por 5 min. O
sobrenadante foi transferido para um novo microtubo e adicionado igual volume de
cloroférmio dlcool isoamilico (24:1). Em seguida as amostras foram novamente centrifugadas
a 13.000 g por 5 min e o sobrenadante foi transferido para um novo microtubo contendo o
mesmo volume de isopropanol gelado. As amostras foram incubadas a -20°C por 12 horas.
Ap0s esse periodo, o material foi centrifugado a 13.000 g por 30 min. Por fim o precipitado
foi lavado com 200 uL de etanol 70% por duas vezes, seco a temperatura ambiente e
ressuspendido em 30 uL de dgua ultrapura e armazenado a -20°C.

3.3.2 Amplificacao e sequenciamento do gene 16S rDNA

Um fragmento de aproximadamente 1000 pb do gene 16S rDNA foi amplificado por
reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Foram utilizados primers universais 338F 5’-
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AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’; 1378R 5’-CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACG-3’.
Foram utilizados os seguintes reagentes para cada reacdo de PCR: 1X de tampdo de reacdo, 1
U de Taq DNA polimerase, 2,5 mM de MgCl, 0,2 mM de dNTP e 0,4 uM de cada primer. A
reacdo foi realizada em termociclador, com um ciclo inicial de desnaturagdo 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 extensao
a 72°C por 1 min e 30 s; extensdo final a 72°C por 7 min. Os produtos das reagdes foram
visualizados por eletroforese em gel de agarose 1,5% sob luz UV no sistema de
fotodocumentacao L-PIX EX (Loccus Biotecnologia).

Os produtos de PCR foram purificados utilizando a Exo-Sap (USB Corporation,
Cleveland, Ohio), conforme recomendacdo do fabricante, e o sequenciamento foi realizado na
Plataforma de Sequenciamento de DNA (PSEQDNA), no Instituto de Biofisica Carlos Chagas
Filho, UFRJ. Ambas as fitas foram sequenciadas para assegurar fidelidade.

As sequéncias foram editadas utilizando o programa BioNumerics (v. 7.6), e foram
comparadas com sequéncias depositadas no banco de dados do NCBI utilizando o algoritmo
BLASTn (ALTSCHUL et al., 1997) para inferéncia da espécie. Estas sequéncias e outras
sequéncias disponiveis no banco de dados do NCBI foram importadas para o programa
MEGAX (v. 10), e alinhadas utilizando o programa Clustal W (HIGGINS et al., 1994). Os
multiplos alinhamentos resultantes foram otimizados manualmente. O dendrograma foi
construido utilizando o método algoritmico neighbor joining (NJ), utilizando o modelo de
distancia p no programa MEGAX (v. 10). A robustez de cada ramo foi determinada usando o
teste ndo paramétrico de bootstrap (FELSENSTEIN, 1985) com 1000 repeticdes. Uma
sequéncia de Arthrobacter oryzae (NR 041545.1) foi utilizada como grupo externo.

3.4 Teste de Resposta a Salinidade e Classificacao dos Isolados

Colonias de cada isolado bacteriano foram diluidas em 4agua salina 0,9% com auxilio
de uma al¢a de platina até alcancar a turbidez equivalente 2 concentracdo de 1,5 x 108
UFC.mL"! na escala de McFarland. A seguir, triplicatas de cada isolado foram semeadas por
estrias simples em placas contendo meio DYGS acrescidos de 0,5%, 1%, 1,5%, 2%, 2,5%,
3%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25% e 30% de NaCl e incubadas em estufa a 36°C. O
desenvolvimento dos isolados foi avaliado por um periodo de 14 dias apds a inoculagdo.
Foram consideradas concentracdes 6timas para cada isolados aquelas nas quais as colOnias
foram capazes de se desenvolver em até 24 horas. Os isolados foram classificados quanto a
resposta a salinidade de acordo com seu intervalo de crescimento 6timo em: halotolerantes,
crescimento 6timo entre 0,5% e 20%:; halofilicos fracos, 1% a 5%:; halofilicos moderados, 5%
a 20% e, halofilicos extremos em concentracdes superiores a 20% (AMOOZEGAR et al.,
2019; SINGH et al., 2019).

Apés as andlises de resposta a salinidade, a concentracdo de 3% de NaCl foi
estabelecida para o cultivo das bactérias nos demais meios e teste realizados, pois todos os
isolados apresentaram boas respostas de crescimento nessa concentragao.

3.5 Avaliacao da Capacidade de Solubilizacao de Fosfato Mineral em Meio Sélido

Os isolados bacterianos foram inoculados em tubos de ensaio contendo 9 mL de meio
DYGS acrescido 3% de NaCl e incubados por 12 horas a 120 rpm. Posteriormente, a
densidade optica (DO) de cada cultura foi averiguada por espectrofotometria e ajustada a
absorbancia a 600 nm de 0,9-1,0. Uma aliquota de 10 pL das culturas foi inoculada em discos
de papel de 6 mm dispostos equidistantemente sobre meio s6lido NBRIP (National Botanic
Research Institutes’s phosphate) (NAUTIYAL, 1999) acrescido 3% de NaCl e contendo
CaHPO. (fosfato de calcio dibasico) ou AIPO4 (fosfato de aluminio) como fonte de fosfato,
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pH 7,0. Como controle positivo para a solubilizacdo de fosfato mineral foi inoculada em cada
placa a estirpe de Gluconacetobacter diazotrophicus PAL 05. A determinacdo do halo de
solubilizacdo formado ao redor das coldnias foi realizada no terceiro e décimo dia apds a
inoculacdo. Os indices de solubilizacdo (IS) foram calculados através da férmula:

IS = didmetro do halo (mm)/ didmetro da colonia (mm)

Os isolados foram classificados quanto a capacidade de solubilizacdo em baixa (IS<2),
média (2< IS<4) e alta (IS>4) (BERRAQUERA et al., 1976). Os testes foram realizados em
triplicatas. A partir das respostas ao teste de solubilizacdo foi produzido um grafico que
representa média mais desvio padrao com auxilio do programa GraphPad Prism versao 8.0.

3.6 Avaliacao da Capacidade de Solubilizacio de Fosfato Mineral em Meio Liquido

Os isolados bacterianos foram cultivados e tiveram suas densidades Opticas ajustadas
como descrito anteriormente. Foi utilizado o meio de cultura liquido NBRIP acrescido 3% de
NaCl e contendo CaHPOu (fosfato de calcio dibasico) ou AIPOs (fosfato de aluminio) como
fonte de fosfato, pH 7,0. Ap6s o ajuste da DO, 300 pL de cada cultura bacteriana foi
inoculada em tubos falcon de 50 mL contendo 35 mL de meio NBRIP e mantidas sob
agitacdo de 150 rpm por 14 dias. Os testes foram realizados em triplicatas. Uma aliquota de
10 mL de cada unidade amostral foi transferida para tubos falcon de 15 mL e centrifugada a
6000g por 10 min para que o fosfato ndo solubilizado decantasse. O sobrenadante foi filtrado
com auxilio de filtro de seringa com membrana de 0,22 pm para a remog¢ao das células
bacterianas do meio. O filtrado foi usado para a determinagdo do pH e diluido para a
determinacao de fésforo solivel. A concentragdo de fésforo solivel foi avaliada no dia da
inoculacdo (tempo 0) e ao fim do periodo de incubacdo (14 dias) a partir de adaptacdes do
método descrito por Teixeira et al. (2017).

Esta técnica se baseia na formacao de complexo fésforomolibdico de cor azul obtido
apo6s reducdo do molibdato com 4cido ascorbico e determinag@o por espectrofotometria. Para
tal, foi preparada uma solu¢@o 4cida de molibdato de amdnio, que foi posteriormente diluida
em 4dgua destilada na propor¢ao 300 mL da solugdo para o volume final de 1 L. A
determinacdo do fésforo soldvel foi feita a partir da adicdo de 5 mL de solugdo 4cida de
molibdato de amodnio e aproximadamente 30 mg de dcido ascérbico em p6 em 10 mL do meio
filtrado e diluido de cada unidade amostral dispostas em copos descartdveis. A diluicdo de
cada amostra vai variar de acordo com o isolado e a fonte de P. Em seguida, cada copo foi
agitado manualmente por 1 a 2 minutos com movimentos circulares, e entdo foram deixados
em repouso por 1 hora para o devido desenvolvimento da cor. Por fim, foi feita a leitura da
DO por espectrofotometria a 660 nm. A curva padrao foi determinada de acordo com Teixeira
et al. (2017). A conversdo das leituras em teor de fosforo em mg/L foi feita a partir da
seguinte equagao, adaptada de Teixeira et al. (2017).

P = * d

a
Em que:

P — concentragdo de fosforo disponivel, em mg/L

L — leitura da amostra, em absorbancia

a — coeficiente angular da reta dos padrdes (intercepto)
b — coeficiente linear da reta dos padroes

d — fator de dilui¢ao

A partir das respostas ao teste de solubilizagdo foi produzido um grafico que
representa média mais desvio padrao com auxilio do programa GraphPad Prism versao 8.0.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Identificacao das Rizobactérias a Partir do Sequenciamento Parcial do Gene de 16S
rDNA

A partir da andlise de sequéncia parcial do gene 16S rDNA, 63,8% (30/47) dos
isolados pertencem ao filo Proteobacteria e 36,2% (17/47) pertencem ao filo Firmicutes
(Tabela 1). Na arvore filogenética dos isolados do filo Proteobacteria foi observada a
separacdo das bactérias em diferentes géneros, com a formagdo de quatro clados (Figura 1).
No primeiro hd um agrupamento dos isolados 99, 102, 104, 151 e 162 com os membros do
género Kushneria sp. depositados no banco de dados, o que indica que estes isolados
pertencemm a este género. No segundo clado houve um agrupamento dos isolados 08, 16,
148, 149 e 157 com bactérias do género Halomonas sp.; no terceiro clado o agrupamento dos
isolados 48, 51, 134, 140, 141, 161, 183 e 197 com isolados do género Pseudomonas sp. € no
quarto, o agrupamento dos isolados 11, 12, 15, 34, 67, 97, 127, 143, 164 ¢ 150 com membros
do género Pantoea sp. € Enterobacter sp. As sequéncias dos isolados 15 e 150 apresentaram
maior identidade com sequéncias depositadas no NCBI de Pantoea sp. e as demais com
sequéncias de diferentes espécies do género Enterobacter. Pantoea foi delineado como
género ha aproximadamente 30 anos (WALTERSON et al., 2015).

A taxonomia inicial dos membros do género Pantoea € bastante complexa, com alguns
dos primeiros membros do grupo sendo classificados como Bacillus agglomerans e
Enterobacter agglomerans (WALTERSON et al., 2015). Diversos isolados bacterianos mais
tarde reconhecidos com membros desse género foram descritos como espécies de diferentes
géneros ao longo do século XX, como Bacillus, Enterobacter, Erwinia e Pseudomonas
(TINDALL et al., 2014; WALTERSON et al., 2015). Nomes associados a membros deste
grupo como Bacterium herbicola, Pseudomonas herbicola, Erwinia herbicola e E. milletiae,
foram estabelecidos como sindnimo por Ewing e Fife (1972, apud TINDALL, 2014).
Posteriormente, E. herbicola, E. milletiae e E. agglomerans também foram reconhecidos
como sindnimos por Gavini et al. (1989, apud TINDALL, 2014). O grupo recebeu o nome
proposto Pantoea agglomerans, que serviu como tipo nomenclatural para o estabelecimento
do género Pantoea (TINDALL, 2014).

O isolado 145 agrupou-se junto aos isolados do filo Proteobacteria, mas nao se
associou a nenhum clado. A sequéncia do banco de dados NCBI mais préxima com a desse
isolado foi a de bactérias ndo cultivdveis, com identidade entre seus genes 16S rDNA de
93,44% (Tabela 1). Isso sugere a possibilidade de se tratar de uma nova espécie bacteriana. O
sequenciamento de outras regides do genoma ou sua totalidade deve ser realizada para
confirmacao.
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Tabela 1. Identificacao dos isolados bacterianos com base no sequenciamento parcial do gene

16S rDNA
Isolado Identificacdo/NCBI blast Tamanho (pb) E-value % de identifica¢do
8 Halomonas sp./MT509796.1 524 0 100,00%
10 Straphylococcus sp./LC511705.1 983 0 99,90%
11 Enterobacter sp./EF198245.1 868 0 99,77%
12 Enterobacter sp./MT409542.1 885 0 100,00%
15 Pantoea sp./KF003383.1 782 0 96,34%
16 Halomonas sp./MT760104.1 998 0 99,90%
19 Staphylococcus sp./KT261167.1 951 0 99,79%
34 Enterobacter sp./MH988744.1 811 0 99.,26%
48 Pseudomonas sp./CP111030.1 805 0 100,00%
49 Bacillus sp./OP910009.1 526 0 98,29%
51 Pseudomonas sp./CP111030.1 775 0 100,00%
58 Halobacillus sp./MT433871.1 807 0 99,88%
67 Citrobacter sp./MT263019.1 606 0 97,19%
85 Bacillus sp./CP049019.1 963 0 100,00%
88 Oceanobacillus sp./MH118526.1 951 0 99.89%
89 Bacillus sp./CP049019.1 962 0 100,00%
94 Oceanobacillus sp./MH118526.1 982 0 99.49%
96 Staphylococcus sp./LC511705.1 746 0 100,00%
97 Enterobacter sp./MK872311.1 899 0 99.44%
99 Kushneria sp./NR_044001.1 970 0 100,00%
100 Staphylococcus sp./MT550814.1 601 0 98,34%
101 Staphylococcus sp./MT353655.1 625 0 100,00%
102 Kushneria sp./NR_044001.1 998 0 99,90%
104 Kushneria sp./LR655847.1 672 0 99,70%
120 Bacillus sp./MT126504.1 578 0 86,90%
127 Enterobacter sp./MK559552.1 703 0 99,15%
132 Uncultured Bacillus/FJ957715.1 857 0 100,00%
134 Pseudomonas sp./OP737584.1 455 0 100,00%
140 Pseudomonas sp./OP737584.1 923 0 100,00%
141 Pseudomonas sp./KY072850.1 885 0 99.89%
143 Enterobacter sp./MT579677.1 605 0 100,00%
145 Uncultured bacterium/HQ143327.1 841 0 93,44%
146 Bacillus sp./MH046849.1 524 0 92,18%
148 Halomonas sp./KP715923.1 719 0 99,86%
149 Halomonas sp./KY436502.1 578 0 98,62%
150 Pantoea sp./MH915636.1 525 0 88,95%
151 Kushneria sp./AB970650.1 635 0 100,00%
157 Halomonas sp./MT760104.1 750 0 99.47%
161 Pseudomonas sp./OP737584.1 962 0 99,79%
162 Kushneria sp./KF560351.1 702 0 100,00%
164 Enterobacter sp./MT613378.1 856 0 99,30%
183 Pseudomonas sp./MN625859.1 577 0 93,59%
186 Enterobacter sp./KR189294.1 873 0 99,66%
197 Pseudomonas sp./OP737601.1 473 0 100,00%
231 Bacillus sp./JCP115738.1 962 0 100,00%
294 Bacillus sp./KX456341.1 981 0 100,00%
308 Straphylococcus sp./MT550814.1 861 0 100,00%
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Para os isolados do filo Firmicutes, também foi possivel a distingdo dos diferentes
geéneros bacterianos (Figura 2), com a formagdo de quatro clados na arvore filogenética. Os
isolados 49, 85, 89, 120, 146, 231 e 294 agruparam-se com diferentes espécies do género
Bacillus sp., os isolados 88 e 94 agruparam-se no segundo clado com membros de
Oceanobacillus sp., no terceiro clado, os isolados 10, 19, 96, 100, 101, 132 e 308 agruparam-
se com Staphylococcus sp., e o isolado 58 com Halobacillus sp.

Nas ultimas décadas o sequenciamento de fragmentos do gene 16S rDNA vem sendo
amplamente utilizado para a identificacdo de bactérias (WOO et al., 2008; PARKS et al.,
2018). Esse método representou grande avanco para estudos taxondmicos e € particularmente
importante para a identificacdo de bactérias com caracteristicas fenotipicas incomuns,
bactérias raras, aquelas de crescimento lento ou ndo cultiviveis (WOO et al., 2008). No
entanto, analises taxondmicas microbianas baseadas nas relacdes do gene 16S rDNA tém
limitagdes, como a baixa resolucdo filogenética nas classificacdes taxonOmicas mais altas e
mais baixas e sequéncias quiméricas produzidas por PCR que podem corromper topologias de
arvores reunindo grupos dispares (PARKS et al., 2018). Por outro lado, Johnson et al. (2019)
defendem que o sequenciamento de todo o comprimento das sequéncias de 16s rDNA tem o
potencial de fornecer resolu¢do taxondmica de comunidades bacterianas em nivel de espécie e
cepa. Apesar das limitacdes, o sequenciamento de fragmentos do gene 16s rDNA continua
sendo uma importante ferramenta para a identificacdo inicial de bactérias até o nivel de
género. Para a confirmacao da identificacao dos isolados a nivel de espécie serd necessario o
sequenciamento de outros genes marcadores, como 23s rDNA, genes housekeeping ou mesmo
o sequenciamento de todo o genoma (SARETHY et al., 2014; PARKS et al., 2018).

Os principais grupos taxonOmicos de bactérias promotoras de crescimento vegetal
pertencem a Proteobacteria e Firmicutes. Sendo Bacillus sp. o género mais reconhecido de
Firmicutes como indutor de crescimento vegetal. Os gé€neros Rhizobium, Azospirillum,
Burkholderia, Achromobacter, Pseudomonas, Acinetobacter, Serratia, Pantoea, Enterobacter
e Rahnella sdo os mais representativos do filo Proteobacteria (GAMALERO et al. 2020).
Uma vez que estes isolados bacterianos foram isolados da rizosfera de plantas hal6fitas em
meios contendo alta concentracdo de NaCl, € importante que seja avaliada a sua habilidade de
crescimento em diferentes concentragdes de sal.
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Figura 1. Arvore filogenética construida pelo método Neighbor-Joining ¢ modelo Tajima-Nei
baseada nas sequéncias do gene 16S rDNA de bactérias do filo Proteobacteria isoladas
da rizosfera de plantas haldfitas. Os nimeros nos n6s indicam os valores de bootstrap
a partir de 1.000 réplicas.
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4.2 Classificacao Quanto a Resposta a Salinidade

Ha divergéncias na literatura quanto a classificacdo dos microrganismos em relagdo a
salinidade, especialmente em rela¢do aos halofilicos, que se dividem entre fracos, moderados
e extremos. AMOOZEGAR et al. (2019) determinam que hald6filos fracos apresentam
crescimento O0timo entre 1 a 5% de NaCl, moderados de 5 a 20% e extremos de 20 a 30% de
NaCl. Diferentemente, SINGH et al. (2019) consideram como haléfilos fracos
microrganismos aqueles que apresentam crescimento 6timo em meios com 1% a 3% de NaCl,
moderados 3% e 15% e hal6filos extremos com crescimento 6timo acima de 15% de NaCl. Ja
em relagdo aos microrganismos halotolerante, € bem aceito que esses sdo capazes de crescer
em ambientes com concentragdes elevadas de sal, mas que apresentam crescimento 6timo na
auséncia dele (AMOOZEGAR et al., 2019; SINGH et al., 2019). Neste trabalho consideramos
como halotolerantes as bactérias que apresentaram seu desenvolvimento 6timo em meios
contendo 0,5% de NaCl nas primeiras 24 horas apds a inocula¢do, mesmo que também
tenham crescido em concentra¢des mais elevadas no mesmo periodo (Tabela 2).

Entre os 47 isolados, 15 foram classificados como halofilicos. Ao se considerar a
classificagdo proposta por AMOOZEGAR et al. (2019), nove foram considerados halofilicos
fracos e seis como halofilicos moderados. J4 de acordo com a classificacdo de SINGH et al.
(2019) os 15 isolados halofilicos foram considerados halofilicos moderados (Tabela 2). Entre
os 15 isolados classificados como halofilicos, duas foram identificados como representantes
do género Halomonas (8, 16 e 149), duas como Pseudomonas (48 e 134), duas Enterobacter
(12, 34 e 127), dois Staphylococcus (19, 96 e 100), um Bacillus (49), um Halobacillus (58) e
os isolados 15 e 150, pertencentes a familia Enterobacteriaceae.

As 32 bactérias classificadas como halotolerantes, que apresentam crescimento 6timo
em meios contendo 0,5% de NaCl, cresceram em uma ampla faixa de concentracdes de sal,
desenvolvendo-se em sua maioria até as concentracdes de até 15% de NaCl. Seis dos isolados
halotolerantes pertencem ao género Kushneria (99, 102 e 104), Pseudomonas (51),
Oceanobacillus (94) e Bacillus (132) se desenvolveram em meios com até 20% de sal.
Durante o periodo de incubacdo, apenas quatro isolados halotolerantes apresentaram um
intervalo de tolerdncia a salinidade menor, até 5%, sendo dois pertencentes ao género
Pseudomonas (161 e 197), um Bacillus (231) e um Enterobacter (164).
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Tabela 2. Crescimento 6timo, intervalo de crescimento e classificacdo quanto a salinidade de bactérias isoladas da rizosfera de plantas haldfitas

(continua)
Isolado ekt Crefc‘imento InterYalo de Classifigagﬁo quanto a Classifi?agﬁo quanto a
6timo crescimento salinidade* salinidade**
8 Halomonas sp. 2.0% - 10% 1,0% - 10% Halofilico moderado Halofilico moderado
10 Straphylococcus sp. 0,5% - 5% 0,5% - 10% Halotolerante Halotolerante
11 Enterobacter sp. 0,5% - 5% 0,5% - 10% Halotolerante Halotolerante
12 Enterobacter sp. 2,5% - 5% 1,0% - 10% Halofilico fraco Halofilico moderado
15 Pantoea sp. 2.5% - 10% 1,0% - 10% Halofilico moderado Halofilico moderado
16 Halomonas sp. 2,5% - 10% 1,5% - 10% Halofilico moderado Halofilico moderado
19 staphylococcus sp. 1,5% - 10% 0,5% - 15% Halofilico moderado Halofilico moderado
34 Enterobacter sp. 1,5% - 5% 0,5% - 15% Halofilico fraco Halofilico moderado
48 Pseudomonas sp. 2.0% - 5% 0,5% - 15% Halofilico fraco Halofilico moderado
49 Bacillus sp. 1,5% - 5% 0,5% - 15% Halofilico fraco Halofilico moderado
51 Pseudomonas sp. 0,5% - 10% 0,5% - 20% Halotolerante Halotolerante
58 Halobacillus sp. 1,0% - 5% 0,5% - 15% Halofilico fraco Halofilico moderado
67 Citrobacter sp. 0,5% - 5% 0,5% - 15% Halotolerante Halotolerante
85 Bacillus sp. 0,5% - 5% 0,5% - 10% Halotolerante Halotolerante
88 Oceanobacillus sp. 0,5% - 5% 0,5% - 10% Halotolerante Halotolerante
89 Bacillus sp. 0,5% - 5% 0,5% - 10% Halotolerante Halotolerante
94 Oceanobacillus sp. 0,5% - 3,0% 0,5% - 20% Halotolerante Halotolerante
96 Staphylococcus sp. 1,0% - 5% 0,5% - 15% Halofilico fraco Halofilico moderado
97 Enterobacter sp. 0,5% - 5% 0,5% - 15% Halotolerante Halotolerante
99 Kushneria sp. 0,5% - 10% 0,5% - 20% Halotolerante Halotolerante
100 Staphylococcus sp. 5% 3,0% - 15% Halofilico moderado Halofilico moderado
101 Staphylococcus sp. 0,5% - 5% 0,5% - 15% Halotolerante Halotolerante
102 Kushneria sp. 0,5% - 10% 0,5% - 20% Halotolerante Halotolerante
104 Kushneria sp. 0,5% - 10% 0,5% - 20% Halotolerante Halotolerante
120 Bacillus sp. 0,5% - 15% 0,5% - 15% Halotolerante Halotolerante
127 Enterobacter sp. 1,5% - 10% 0,5% - 15% Halofilico moderado Halofilico moderado
132 uncultured Bacillus sp. 0,5% - 10% 0,5% - 20% Halotolerante Halotolerante
134 Pseudomonas sp. 1,5% - 10% 0,5% - 15% Halofilico moderado Halofilico moderado
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Tabela 2. Continuagao

e o Crescimento Intervalo de Classificacdo quanto a Classifica¢do quanto a
Isolado Identificacdo e . . ..

otimo crescimento salinidade* salinidade**
140 Pseudomonas sp. 0,5% - 10% 0,5% - 15% Halotolerante Halotolerante
141 Pseudomonas sp. 0,5% - 10% 0,5% - 10% Halotolerante Halotolerante
143 Enterobacter sp. 0,5% - 10% 0,5% - 15% Halotolerante Halotolerante
145  Uncultured bacterium sp. 0,5% - 5% 0,5% - 10% Halotolerante Halotolerante
146 Bacillus sp. 0,5% - 10% 0,5% - 15% Halotolerante Halotolerante
148 Halomonas sp. 0,5% - 5% 0,5% - 15% Halotolerante Halotolerante
151 Kushneria sp. 0,5% - 15% 0,5% - 15% Halotolerante Halotolerante
157 Halomonas sp. 0,5% - 5% 0,5% - 15% Halotolerante Halotolerante
161 Pseudomonas sp. 0,5% - 5% 0,5% - 5% Halotolerante Halotolerante
162 Kushneria sp. 0,5% - 5% 0,5% - 10% Halotolerante Halotolerante
164 Enterobacter sp. 0,5% - 5% 0,5% - 5% Halotolerante Halotolerante
183 Pseudomonas sp. 0,5% - 10% 0,5% - 15% Halotolerante Halotolerante
186 Enterobacter sp. 0,5% - 5% 0,5% - 15% Halotolerante Halotolerante
197 Pseudomonas sp. 0,5% - 5% 0,5% - 5% Halotolerante Halotolerante
231 Bacillus sp. 0,5% - 5% 0,5% - 5% Halotolerante Halotolerante
294 Bacillus sp. 0,5% - 10% 0,5% - 10% Halotolerante Halotolerante
308 Straphylococcus sp. 0,5% - 10% 0,5% - 15% Halotolerante Halotolerante

* Classificagdo segundo AMOOZEGAR et al. (2019). ** Classificacdo segundo SINGH et al. (2019).

19



Diversos trabalhos relatam a identificagdao de rizobactérias halofilicas e halotolerantes
que apresentam uma série de fatores de promocao de crescimento e capacidade de atenuar os
efeitos do estresse salino em plantas. Egamberdieva et al. (2008) isolaram uma cepa de
Staphylococcus saprophylus da rizosfera de plantas de trigo cultivadas em solos salinizados
no Uzbequistdo que foi capaz de aumentar o crescimento das raizes e da parte aérea quando
inoculada em sementes de trigo sob estresse salino. Din et al. (2019) constataram a
capacidade de diferentes isolados do género Bacillus sp. em mitigar o efeito do estresse salino
na germinacdo de sementes de trigo. Jah et al. (2012) identificou um isolado identificado
como Pseudomonas sp. proveniente da rizosfera de Salicornia brachiata que apresentou
atividades significativas de promoc¢do do crescimento de plantas quando inoculada em
sementes da mesma planta. Zhu et al. (2011) identificaram um isolado de Kushneria sp.
halotolerante do sedimento da salina de Daqiao na costa leste da China com alta solubilizacdo
de fosfato em meios de cultura com concentragdes de até 20% de NaCl. Mukhtar et al., (2019)
observaram que sementes de milho pertencentes a uma variante sensivel ao sal inoculadas
com isolados bacterianos de linhagens de Bacillus sp., Kocuria rosea, Pseudomonas
fluorescens e Aeromonas veronii halofilicas apresentaram melhor crescimento de raiz e parte
aérea em comparagdo com plantas controle (com ou sem sal).

4.3 Solubilizacao de Fosfato em Meio Sélido

Todos os isolados cresceram no meio de cultura sélido contendo fosfato de célcio
dibésico (CaHPO4) como fonte de fosfato, no entanto ndo foi observado a formacgdo de halos
nos isolados identificados como Bacillus sp. (49), Pseudomonas sp. (140) e Halomonas sp.
(157). Entre os demais isolados, 32% (15/47) apresentaram indice de solubiliza¢do baixo,
60% (28/47) médio e 2% (1/47) alto (Tabela 3). O tultimo, identificado como Halobacillus sp.
(58), apresentou um indice de solubilizacio médio e constante até o décimo dia apds a
inoculacdo e apresentou o aumento no indice de solubilizacdo entre o décimo e o décimo
sétimo dia apds a inoculagdo (Figura 3). A maioria dos isolados também cresceram no meio
de cultura contendo fosfato de aluminio (AIPO4) como fonte de P, porém ndao houve a
formacao de halos.

A utilizacdo do fosfato de cdlcio para a selecio de bactérias potencialmente
solubilizadoras de fosfato é imprecisa, pois sua solubilidade € facilmente alcancada com
pequenas mudangas no pH (BASHAN et al., 2013). A solubilidade do fosfato de célcio
aumenta exponencialmente com a diminuicdo do pH para niveis inferiores a 6,5. Ja o fosfato
de aluminio possui uma baixa solubilidade entre do pH 5,5 e 4,5 e aumenta abaixo de pH 3,5
(MERBACH et al. 2009; BASHAN et al.,, 2013). Um dos principais mecanismos de
solubilizacdo do fosfato de célcio por bactérias é a liberagdo de prétons (H*) ou de acidos
inorganicos de facil dissolucado (MERBACH et al. 2009; BASHAN et al., 2013).
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Tabela 3. Indice de solubilizacdo em meio de cultura sélido com CaHPO4 e quantificacdo do P solubilizado e valor de pH final em meio de
cultura liquido contendo CaHPO4e AIPO4 (continua)

Isolado eloritifsasse Indice de P solavel (CaHPO4) pH final P soluvel (AIPO4) pH final
Solub. (mg/kg) (CaHPO4) (mg/kg) (AIPO4)
8 Halomonas sp. Baixa 494,77 4,46 6,89 4,57
10 Straphylococcus sp. Média 517,95 4,27 11,29 3,51
11 Enterobacter sp. Média 549,81 4,28 2,56 3,73
12 Enterobacter sp. Média 383,86 4,06 6,12 3,76
15 Pantoea sp. Média 271,16 4,62 14,56 3,02
16 Halomonas sp. Média 497,86 4,43 13,08 4,64
19 staphylococcus sp. Baixa 190,32 5 2,91 3,7
34 Enterobacter sp. Média 230,03 5,26 4,28 3,62
48 Pseudomonas sp. Média 570,02 4,38 4,10 3,85
49 Bacillus sp. Baixa 311,34 4,96 14,62 4,48
51 Pseudomonas sp. Média 366,74 4,41 3,09 4,57
58 Halobacillus sp. Alta 424,51 4,35 9,15 3,55
67 Citrobacter sp. Média 556,47 3,69 4,22 2,87
85 Bacillus sp. Média 474,80 4,17 2,50 2,82
88 Oceanobacillus sp. Média 310,39 4,13 4,22 4,28
89 Bacillus sp. Baixa 210,65 4,5 61,10 2,94
94 Oceanobacillus sp. Baixa 218,14 5,11 45,83 3,76
96 Staphylococcus sp. Média 344,27 4,74 7,55 4,8
97 Enterobacter sp. Média 327,98 4,75 5,29 4,7
99 Kushneria sp. Média 274,25 4,95 13,02 4,98
100 Staphylococcus sp. Baixa 532,57 4,72 14,68 4,69
101 Staphylococcus sp. Baixa 466,36 4,78 11,12 3,53
102 Kushneria sp. Média 989,59 4,12 10,88 3,19
104 Kushneria sp. Baixa 345,34 4,31 2,50 3,64
120 Bacillus sp. Baixa 757,61 3,85 4,99 2,84
127 Enterobacter sp. Média 442,94 4,44 3,27 3,92
132 uncultured Bacillus sp. Baixa 167,14 4,82 5,77 3,62
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Tabela 3. Continuagao

Isolado ekt Indice de P solivel (CaHPO4) pH final P solivel (AIPO4) pH final
Solub. (mg/kg) (CaHPO4) (mg/kg) (AIPO4)

134 Pseudomonas sp. Média 485,62 3,92 9,21 3,76
140  Pseudomonas sp. Baixa 365,43 4.4 8,98 3,7
141 Pseudomonas sp. Baixa 410,01 4,67 6,30 3,8
143 Enterobacter sp. Baixa 260,58 4,78 5,29 4,88
145 Uncultured bacterium sp. Baixa 783,29 5,55 1,84 4
146  Bacillus sp. Média 557,77 4,47 11,77 3,01
148  Halomonas sp. Baixa 553,73 4,05 3,27 3,39
149  Halomonas sp. Média 213,86 4,67 7,91 3,63
150  Pantoea sp. Média 436,04 4,57 23,89 3,47
151 Kushneria sp. Baixa 266,29 4,43 9,75 3,15
157  Halomonas sp. Baixa 401,45 4,47 9,75 2,96
161  Pseudomonas sp. Meédia 292,80 4,74 3,39 4,84
162  Kushneria sp. Média 587,73 4,32 5,41 4,57
164 Enterobacter sp. Média 648,12 4.2 7,01 4,59
183  Pseudomonas sp. Baixa 376,49 423 21,28 3,41
186  Enterobacter sp. Média 956,37 3,9 12,36 3,63
197  Pseudomonas sp. Média 687,59 4,96 4,22 4,78
231 Bacillus sp. Média 500,48 4,49 1,84 4,31
294 Bacillus sp. Média 351,64 4,72 8,02 3,65
308  Straphylococcus sp. Média 240,49 4,63 12,60 4,31

Pal 05 G. diazotrophicus Média 290,06 4.84 6,06 2,15
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A selecdo de bactérias solubilizadoras de fosfato no meio de cultura sélido é uma
técnica de simples execugdo e pouco custosa € serviu como um indicador universal para a
solubilizacdo de fosfato por mais de meio século (BASHAN et al. 2013). Esse método se
baseia na formacdo de um halo translicido de solubilizacdo ao redor das coldnias (Figura 4).
Porém, a disponibilizacdo do P a partir de fontes minerais pelas bactérias pode se dar pela
exsudagdo de 4cidos organicos ou agente quelantes (BASHAN et al. 2013; KRISHNARAJ et
al., 2015). Essas substincias formam complexos insoliveis com os ions de Ca2*, Al3* ou
Fe’*, liberando o fésforo sem necessariamente levar a formacdo de halo de solubilizacdo no
meio de cultura sélido (MERBACH et al. 2009; BASHAN et al. 2013). Assim, a capacidade
de solubilizacdo de fosfato deve ser confirmada em meio de cultura liquido ou caracterizagdo
genética de potenciais bactérias solubilizadoras de fosfato (MERBACH et al. 2009; ZHU et
al., 2011; LIU et al., 2014) .

Figura 4. Meio de cultura sélido NBRIP inoculado com o isolado Staphylococcus sp. (10) e
com o controle positivo Gluconacetobacter diazotrophicus PAL 05.

4.4 Solubilizacao de Fosfato em Meio Liquido

Todos os 47 isolados apresentaram variagoes na quantidade de P disponivel e reducio
no pH nos testes em meio liquido contendo CaHPO4 (Figura 5, Tabela 3). Os isolados
Kushneria sp. (102), Enterobacter sp. (186), (145) e Bacillus sp. (120) foram os que
propiciaram a maior disponibilizacdo de P no meio, 989,53 mg/L, 956,37 mg/L, 783, 82 mg/L
e 757,60 mg/L, respectivamente. O pH final nos meios variou entre 5,43 e 3,71. O isolado
Kushneria sp. (102) e Enterobacter sp. (186) apresentaram indice de solubilizacdo médio no
meio de cultura sélido com CaHPOs e os isolados (145) e Bacillus sp. (120) apresentaram
baixo indice de solubiliza¢io no teste em meio sélido. J& o isolado Halobacillus sp. (58), com
alto indice de solubilizacio no meio sélido, foi capaz de disponibilizar 424,51 mg/L,
consideravelmente menos P em comparacdo aos demais isolados citados. Em uma
comparagdo semelhante, Merbach et al. (2009) observaram que a cepa que disponibilizou a
maior quantidade de fésforo a partir de fosfato de cdlcio em meio liquido ndo formou halo de
solubilizacdo nos meios de cultura sélidos.
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Nos testes com fosfato de aluminio (AIPO4) como fonte de P, todos os isolados
apresentaram capacidade de solubilizacdo. No entanto, a maioria chegou a quantidades
inferiores a 20 mg/L, com um minimo de 1,84 mg/L (Figura 6, Tabela 3). Os valores mais
elevados de P disponivel foram promovidos pelos isolados Bacillus sp. (89), Oceanobacillus
sp. (94), Pantoea sp. (150) e Pseudomonas sp. (183), com 61,10 mg/L, 45,82 mg/L, 23,99
mg/L e 21,7 mg/L de P, respectivamente. O pH dos meios reduziu mais do que o observado
nos meios contendo CaHPO4, variando entre 4,98 e 2,82, mas ndo foi observada uma
correlacdo com a solubilizagdo (Figura 7). Os meios cultivados com os isolados Bacillus sp.
(89), Oceanobacillus sp. (94), Pantoea sp. (150) e Pseudomonas sp. (183) apresentaram pH
2,9, 3,76, 3,47 e 3,41, respectivamente, no final do periodo de incubag@o. Por outro lado, o
isolado Staphylococcus sp. (101) que reduziu o pH do meio a 2,8 foi capaz de solubilizar
apenas 11,11 mg/L de P.

Ao se comparar o conjunto de resultados de solubilizacdo entre cada uma das fontes,
pode-se apontar que apesar da acidificagdo ser um dos fatores relacionados a dissolugdo do
fosfato de aluminio nos meios que apresentaram pH final inferior a 3,5, nao houve correlagao
entre a queda do pH e solubilizacdo de P a partir do fosfato de aluminio (Figura 7). O
principal mecanismo de solubilizagao do fésforo ligado a fons metélicos € a producdo de
acidos organicos que atuam na formacao de complexos metdlicos e quelatos (BASHAN et al.,
2013). Anions de 4cidos orgénicos tém a capacidade de realizar reacdes de troca de ligantes,
mobilizando anions de fosfato adsorvidos as superficies cristalinas de Fe(OH)® e Al(OH)?
(ARCAND & SCHNEIDER, 2006). A quelagao envolve a formacao de duas ou mais ligacdes
coordenadas entre uma molécula anidnica ou polar e um cétion, resultando em um complexo
de estrutura em anel fosfato (ARCAND & SCHNEIDER, 2006).

Formas insoliveis de fosfato podem ser dissolvidas por dcidos organicos de baixo
peso molecular, como 4cidos citrico e glucdnico, que sdo produzidos e liberados por bactérias
e fungos solubilizadores de fésforo (MERBACH et al. 2009; WAN et al. 2020). Merbach et
al. (2009) observaram a producdo de diversos dcidos organicos em bactérias com capacidade
de solubilizar diferentes fontes de fosfato mineral. Esses autores apontam que isolados
bacterianos mais eficientes em mobilizar P a partir de fosfato de cdlcio produziram grandes
quantidades de citrato e tartarato e em menor propor¢ao, malato. J4 as cepas solubilizadoras
de fosfatos de ferro e aluminio os carboxilatos mais importantes foram o tartarato e o malato
(MERBACH et al., 2009).
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Figura 7. Médias de pH e P disponivel em mg/L nos meios de cultura contendo CaHPO4 e Al
PO4 no dia da inoculacdo (TO) e ao fim do periodo de incubagao (T14).

Wan et al. (2020) identificaram um isolado de Acinetobacter pitti como bom
solubilizador de fosfato. Este isolado foi capaz de disponibilizar cerca de 250 mg/L de P em
meio liquido contendo fosfato de célcio e 80 mg/L em meios com fosfato de aluminio. Zhu et
al. (2011) isolaram uma cepa de Kushneria sp. que foi capaz de disponibilizar cerca de 280
mg/L de P a partir de fosfato de calcio. Esse isolado foi posteriormente descrito como uma
nova espécie nomeada com Kushneria phosphatilytica (DU et al., 2021). A cepa de Bacillus
subtilis (CNPMS B2084) utilizada pra a producdo do inoculante BiomaPhos® foi capaz de
disponibilizar 120,42 mg/L de P a partir do Ca3(POs)> (ABREU et al., 2017). Ja a cepa de
Bacillus megaterium (CNPMS B119), que também compde o referido inoculante, foi capaz de
disponibilizar 37,3 mg/L de P a partir da mesma fonte (OLIVEIRA et al. 2009).

Nos meios contendo fosfato de calcio, os maiores valores de P solivel observados
foram alcancados pelo isolado Kushneria sp. (102), 989,53 mg/L. de P, Enterobacter sp.
(186), 956,37 mg/L, isolado (145), 783, 82 mg/L e Bacillus sp. (120), 757,60 mg/L. Ao
comparar os resultados para o P solubilizado a partir do fosfato de cédlcio no presente trabalho
com outros estudos, observa-se que aqui obtivemos valores bastante elevados. Isso pode estar
relacionado ao fato de o CaHPOs ser mais facilmente solubilizado do que o Ca3(POa)a,
utilizado em outros estudos (BASHAN et al., 2013).

Ja a solubilizacao do fosfato a partir do fosfato de aluminio foi mais acentuada para os
isolados Bacillus tropicus (89), Oceanobacillus sp. (94), que elevaram o P soluvel em 61,10
mg/L e 45,82 mg/L, respectivamente. Ambos os isolados apresentaram uma capacidade
relativamente baixa de solubilizacdo do fosfato de cdlcio em comparagdo com os demais,
atingindo os valores de 210,65 mg/L, 218,14 mg/L de P. Wan et al (2020) observou um
comportamento semelhante para uma cepa de Bacillus sp. que foi capaz de solubilizar cerca
de 60 mg/L de P a partir de fosfato de célcio, mas apresentou capacidade consideravelmente
elevada para fosfato de ferro e aluminio, cerca de 30 mg/L e 50 mg/L, respectivamente. Os
isolados Pantoea sp. (150) e Pseudomonas sp. (183) também apresentaram atividade de
solubilizacdo de fosfato de aluminio superior aos demais, elevando o P soliivel no meio para
23,99 mg/L e 21,7 mg/L, respectivamente. Os mesmos apresentaram valores intermedidrios
para o fosfato de célcio, 436,04 mg/L e 376,49 mg/L de P soluvel.

Os isolados Bacillus sp. (89), Oceanobacillus sp. (94) solubilizaram os maiores teores
de P a partir do AIPO4. J4 os isolados Kushneria sp. (102), Bacillus sp. (120), Enterobacter
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sp. (186) e o (145), foram os que apresentaram a solubilizacdo mais expressiva para o
CaHPOs. Os isolados Pantoea sp. (150) e Pseudomonas sp. (183) apresentaram capacidade de
solubilizacdo expressiva para ambas as fontes testadas. Em relacdo a resposta a salinidade,
esses isolados foram classificados com halotolerantes, com excecdo do isolados Pantoea sp.
(150), que foi classificado como halofilico moderado tanto pela classificacio de Amoozegar
et al. (2019), quanto para Singh et al. (2019), uma vez que seu crescimento 6timo variou entre
1,5% e 10%. Além disso, todos foram capazes de se desenvolver em meios com até 10% a
20% de NaCl. Desse modo, esses isolados sdo candidatos para testes com outras fontes de
fosfato e para avaliacdo da atividade promotora de crescimento vegetal a partir inoculacdo de
sementes, bem como para avaliacdes em experimentos em casa de vegetacdo e no campo.
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5. CONCLUSOES

Isolados pertencentes aos géneros Bacillus sp, Enterobacter sp., Halobacillus sp.,
Halomonas sp., Kushneria sp., Pantoea sp. Pseudomonas sp., Oceanobacillus sp. e
Staphylococcus sp. estdo presentes na rizosfera de plantas haléfitas. O isolado 145 apresentou
maior similaridade com sequéncias de 16S rDNA de bactérias ndo cultivadas, o que indica
que possivelmente pode se tratar de uma espécie nao descrita.

Em relacdo a resposta a salinidade, 15 isolados dos géneros, Bacillus sp., Enterobacter
sp., Halobacillus sp., Halomonas sp., Pantoea so., Pseudomonas sp. e Staphylococcus sp.
foram classificados com halofilicos fracos e moderados e 32 bactérias dos géneros Bacillus
sp. Enterobacter sp., Halomonas sp., Kushneria sp., Pseudomonas sp., Oceanobacillus sp. e
Staphylococcus sp. foram classificadas como halotolerantes.

Os isolados foram capazes de se desenvolver em meios de cultura s6lido com ambas
as fontes de fosfato e apresentaram capacidade de solubilizar ambas as fontes nos meios
liquidos. A solubilizacdo do fosfato de cdlcio foi mais expressiva que a do fosfato de
aluminio. Os isolados de Kushneria sp. (102), Enterobacter sp. (186), 145 e Bacillus sp. (120)
apresentaram maior eficiéncia na solubilizacdo de fosfato de calcio. Os isolados de Bacillus
tropicus (89) e Oceanobacillus sp. (94) foram os mais expressivos na solubilizacdo de fosfato
de aluminio.

A auséncia de halos translicidos ao redor das colonias nos testes de solubilizacdo de
fosfato em meio de cultura sélido ndo deve ser determinante para indicar a auséncia de
atividade de solubilizacdo de fosfato. A atividade de solubilizacdo de fosfato deve ser
avaliada em meio de cultura liquido.
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