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RESUMO 
 
TELES, Érico Atílio de Paiva. Seleção e identificação de bactérias halofílicas e 
halotolerantes solubilizadoras de fosfato. 2023. 39f. Dissertação (Mestrado em Agronomia, 
Ciência do solo). Instituto de Agronomia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, RJ, 
2023. 

A salinização afeta gravemente a produção agrícola em todo o mundo. Esse processo ocorre 
naturalmente, mas é bastante agravado e acelerado por ações antrópicas. Outra questão que 
limita a produção agrícola é a baixa disponibilidade de fósforo para as plantas no solo. Isso 
ocorre devido à alta afinidade do fósforo solúvel a outros elementos presentes no solo, o que 
reduz a eficiência de fertilizantes fosfatados. A rizosfera de plantas halófitas abriga diversos 
microrganismos que contribuem para o estabelecimento desses vegetais sob estresse salino, 
reduzindo os efeitos deletérios da salinidade e através de atributos de promoção de 
crescimento vegetal. A utilização de inoculantes de bactérias solubilizadoras de fosfato tem 
sido considerada uma abordagem promissora para o estabelecimento e incremento da 
produção de culturas sob condições de deficiência 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 halófitas, pelo sequenciamento do 
gene 16S rDNA, avaliá-los quanto ao desenvolvimento em concentrações crescentes de NaCl, 
classificá-los quanto a resposta a salinidade e avaliar a atividade de solubilização de fosfato. 
A capacidade de solubilização de fosfato foi avaliada utilizando os fosfatos minerais fosfato 
de cálcio dibásico (CaHPO4) e fosfato de alumínio (AlPO4) em meios de cultura sólido e 
líquido. Os gêneros 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 
gêneros Enterobacter sp, Pseudomonas sp. e Bacillus sp. Não foi possível identificar o 
isolado 145, que apresentou maior identidade com sequências de bactérias não cultiváveis 
depositadas no NCBI. Quinze isolados, dos gêneros Bacillus sp., Enterobacter sp., 
Halobacillus sp., Halomonas sp., Pantoea so., Pseudomonas sp. e Staphylococcus sp., foram 
classificados com halofílicos e 32 isolados dos gêneros Bacillus sp. Enterobacter sp., 
Halomonas sp., Kushneria sp., Pseudomonas sp., Oceanobacillus sp. e Staphylococcus sp. 
foram classificadas como halotolerantes. Todos isolados apresentaram desenvolvimento de 
colônias em meio sólido contendo ambas as fontes de fosfato, porém três deles não 
apresentaram halo de solubilização no meio com fosfato de cálcio. Não foi observado halo no 
meio contendo fosfato de alumínio. Os isolados que apresentaram a maior capacidade de 
solubilização de fósforo a partir do fosfato de cálcio em meio líquido 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 solubilização do fosfato de 
alumínio os isolados que apresentaram os maiores resultados foram Bacillus sp. (89), 
Oceanobacillus sp. (94), que disponibilizaram 61,10 mg/L e 45,82 mg/L P no meio. Os 
isolados Pantoea sp. (150) e Pseudomonas sp. (183) apresentaram atividade de solubilização 
considerável para o fosfato de cálcio e alumínio, 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 halófitas abriga bactérias de diversos táxons com capacidade de crescer 
em concentrações elevadas de sal e promover a solubilização de fosfato. 
 
Palavras-chave: Estresse salino. Rizobactérias. Solubilização de fosfato. 
 
  



 

 

ABSTRACT 
 
TELES, Érico 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 (AlPO4) 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. INTRODUÇÃO 
 

A salinização dos solos está entre os principais fatores abióticos que ameaçam a 
produção agrícola (JHA et al., 2012; GAMALERO et al., 2020; SAGAR et al., 2022). Esse 
processo ocorre naturalmente em decorrência de fatores ambientais como a taxa de 
precipitação e evaporação da água, o intemperismo de rochas, relevo e a proximidade com o 
mar (GAMALERO et al., 2020). No entanto, atividades antrópicas podem causar ou 
intensificar a salinização, como o manejo inadequado da água e do solo e a utilização de 
agrotóxicos e fertilizantes químicos (SAGAR et al., 2022). Estima-se que em todo o mundo 
mais de 3,0% dos solos superficiais e 6% dos subsolos encontram-se salinizados, devido a 
processos naturais ou antrópicos (FAO, 2022). No Brasil, solos salinos e sódicos ocorrem 
predominantemente na região semiárida do Nordeste, e também no Rio Grande do Sul e na 
região do Pantanal mato-grossense (PEDROTTI et al., 2015).  
 Outro limitante para a produção agrícola ao redor do mundo é a baixa disponibilidade 
de fósforo (P) para as plantas. Esse elemento é o segundo macronutriente mais importante 
para o desenvolvimento de culturas agrícolas (ALORI et al., 2017). Na fase sólida do solo a 
maior parte do P encontra-se associado à fração mineral, principalmente ao cálcio em solos 
calcários, ao ferro e alumínio em solos ácidos, e a compostos orgânicos em solos ricos em 
matéria orgânica (GOMES et al., 2010). Desse modo, cerca de 95% a 99% do fósforo 
presente no solo está em formas insolúveis, não disponíveis para os vegetais. Apenas uma 
pequena parte está disponível na solução do solo na forma de íons, monobásicos (H2PO4) e 
dibásicos (HPO4

2-).  
Cerca de 98% das espécies vegetais não são capazes de se desenvolver em elevadas 

concentrações de sal, incluindo as culturas agrícolas, e são classificadas como glicófitas 
(DIAS et al., 2016; GAMALERO et al., 2020). Os efeitos nocivos causados pelo excesso de 
sal na planta estão relacionados com o estresse osmótico e iônico, que causam deficiências 
nutricionais, alterações nas vias de carbono e nitrogênio, redução da taxa de fotossintética, 
geração de espécies reativas de oxigênio e danos moleculares (HASHEM et al., 2016; 
BULGARI et al., 2019). Desse modo, a salinização associada à baixa disponibilidade natural 
de P no solo pode levar a efeitos deletérios acumulativos nas plantas, e consequentemente 
impor maiores obstáculos para a produção agrícola. 

 Plantas capazes de tolerar alta salinidade são classificadas como halófítas. O estresse 
salino induz uma variedade de respostas adaptativas nessas plantas, incluindo alterações 
morfológicas, fisiológicas e bioquímicas. (DIAS et al., 2016; ETESAMI & BEATTIE, 2018; 
GAMALERO et al., 2020). Além disso, a associação com microrganismos também contribui 
para o estabelecimento dessas plantas em solos salinizados (ETESAMI & BEATTIE, 2018). 
A rizosfera é a porção do solo aderida às raízes, na qual se encontra a maior parte da atividade 
microbiológica devido a produção de exsudados vegetais que servem como fonte de 
nutrientes para microrganismos (NADEEM et al., 2013). As comunidades microbianas 
presentes na rizosfera de plantas halófitas são majoritariamente formadas por microrganismos 
halofílicos, que necessitam se desenvolvem na presença de mais de 1% de NaCl, e 
halotolerantes, que podem crescer tanto na ausência como na presença de altas concentrações 
de sais (AMOOZEGAR et al., 2019; SINGH et al., 2019).  

Rizobactérias halofílicas e halotolerantes promotoras de crescimento vegetal podem 
contribuir para o estabelecimento de plantas sob estresse salino a partir de inúmeros 
mecanismos que participam direta ou indiretamente na resposta à salinidade (GAMALERO et 
al., 2020; SAGAR et al., 2022). Mecanismos diretos incluem a modulação dos níveis de 
hormônios vegetais, como citocininas, auxinas e giberelinas, a aquisição de nutrientes, a 
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ativação de enzimas antioxidantes das plantas e a regulação dos sistemas de defesa sob 
estresse, melhorando assim a saúde da planta sob estresse salino (SHAILENDRA et al., 2015; 
GAMALERO et al., 2020; SAGAR et al., 2022). Já os mecanismos indiretos são baseados na 
supressão de microrganismos patogênicos, agindo assim como um agente de controle 
biológico (SHAILENDRA et al., 2015; FERREIRA et al., 2019; GAMALERO et al., 2020; 
SAGAR et al., 2022).  

A introdução de microrganismos halofílicos e halotolerantes promotores de 
crescimento em culturas agrícolas afetadas por sais pode se apresentar como uma estratégia 
relevante e sustentável para promover a resistência dessas culturas ao estresse salino, bem 
como para a manutenção dos níveis de fósforo na solução do solo (DODD & PÉREZ, 2012; 
GAMALERO et al., 2020; SAGAR et al. 2022).  

A partir do exposto, a hipótese do trabalho é que bactérias isoladas da rizosfera de 
plantas halófitas podem apresentar diferentes mecanismos para a mitigação dos efeitos do 
estresse salino e para a promoção de crescimento de culturas agrícolas.  

Dessa forma, o objetivo da pesquisa foi avaliar 47 bactérias previamente isoladas da 
rizosfera de plantas halófitas quanto a resposta a diferentes concentrações de NaCl; identificá-
las a nível de gênero; e avaliar a capacidade de solubilização de fosfatos minerais, fosfato de 
cálcio dibásico (CaHPO4) e fosfato de alumínio (AlPO4) em meios de cultura sólido e líquido. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 
 
2.1 Solos Afetados por Sais 

 
Solos halomórficos são caracterizados pela presença de sais solúveis, sódio trocável ou 

ambos em horizontes superficiais, sendo classificados como salinos, sódicos ou salino-sódicos 
(PEDROTTI et al., 2015; SAGAR et al., 2022). De acordo com o Sistema Brasileiro de 
Classificação de Solo (SIBICS), um solo apresenta caráter salino quando possui 
condutividade elétrica (CE) ≥ 4 e < 7 dS. m-1 e caráter sálico quando possui CE ≥ 7 dS.m-1.  O 
caráter solódico é caracterizado pela percentagem de sódio trocável (PST) variando de 6 a 
<15%, enquanto o caráter sódico o PST é maior ou igual a 15% (SANTOS et al, 2018). 

Solos halomórficos ocorrem naturalmente em regiões de clima árido e semiárido, onde 
o acúmulo de sais está relacionado principalmente à condição de elevada evapotranspiração e 
baixa precipitação pluviométrica ao longo do ano, o que favorece a ascensão de sais para 
regiões mais superficiais por capilaridade (PEDROTTI et al., 2015; SAGAR et al., 2022). A 
salinização também ocorre naturalmente em solos com drenagem limitada, com a presença de 
lençol freático elevado ou com baixa permeabilidade e em regiões sob influência da água 
marinha (GAMALERO et al., 2020; SAGAR et al., 2022). Quando o acúmulo de sal ocorre a 
partir de processos naturais, a salinidade é classificada como “primária”. A salinidade 
“secundária” ocorre pelo acúmulo de sais de forma induzida, ocasionada principalmente pelo 
manejo incorreto da irrigação e com o uso de água de baixa qualidade, drenagem deficiente, 
má gestão do solo e de fertilizantes e a remoção de vegetação. (PEDROTTI et al., 2015; 
GAMALERO et al. 2020).  

Em regiões áridas e semiáridas, o processo de salinização ocorre principalmente pela 
transformação dos minerais primários, ricos em cátions como Ca2+, Mg2+, K+ e Na+, em 
minerais de argila do tipo 2:1. Estes cátions são geralmente transportados pela água para 
regiões mais baixas do relevo (PEDROTTI et al., 2015). Assim, a formação dos solos salinos 
resulta da acumulação de sais solúveis nos horizontes do solo associada a condições de 
drenagem limitada e elevada evapotranspiração (PEDROTTI et al. 2015). Nos períodos secos 
estes cátions afloram à superfície 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 países, 
abrangendo 85% da superfície terrestre, e revela que mais de 3% dos solos superficiais (0-30 
cm) e mais de 6% dos subsolos (30-100) são afetados pela salinidade ou sodicidade. Além 
disso, a maior parte desses solos, mais de dois terços, são encontrados em zonas climáticas 
áridas e semiáridas (FAO, 2022). No Brasil, a região do semiárido nordestino apresenta 
grandes áreas com solos salinizados, devido à natureza física e química dos solos, ao déficit 
hídrico e à elevada taxa de evaporação, com maior incidência do problema em solos mais 
intensamente cultivados com o uso da irrigação (PEDROTTI et al. 2015, PESSOA et al., 
2018). O levantamento de solos do Ceará e da Bahia revelou a existência de 91.110 km2 de 
solos afetados por sais e sódio, correspondendo a 9,40% da área mapeada (PEREIRA, 1982).  

O Brasil também possui uma vasta zona litorânea, que abrange 7.408 km de território, 
dos quais 6.786 km abrigam o ecossistema manguezal (SCHAEFFER-NOVELLI et al., 
2000). É comum a ocorrência de apicuns, planícies hipersalinas, na área de transição entre 
manguezais e florestas, ocorrendo na região de supra-maré (COSTA & HERRERA, 2016). 
Também é comum que ao longo das regiões costeiras sob clima tropical, quente e com grande 
taxa de evaporação, ocorra a formação de lagoas costeiras hipersalinas e corpos d’água 
fechados com elevadas concentrações de sais (HÖHN et al., 1986). Nesses ambientes, a 
vegetação apresenta uma série de adaptações fisiológicas e morfológicas para lidar com 
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constantes alagamentos, salinidade e a falta de oxigênio (PELEGGRINI, 2000; HADLICH et 
al. 2008). 
 
2.2 Efeitos do Estresse Salino nas Plantas 

 
Plantas podem ser classificadas em relação à tolerância a salinidade em glicófitas e 

halófitas. As glicófitas abrangem cerca de 98% das espécies vegetais, e são sensíveis 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 estágios: o 
estágio de estresse osmótico (resposta precoce) e o de estresse iônico (resposta tardia). O 
estágio inicial do estresse salino é causado pelo sal presente fora do compartimento 
rizosférico, enquanto o estresse salino do estágio posterior é consequência dos efeitos 
deletérios do sal nas células (ONDRASEK et al., 2022; SAGAR et al., 2022).  

O estresse osmótico afeta o potencial hídrico da planta, o que promove a perda de água 
e restringe a absorção de nutrientes, reduz da área de expansão das folhas, limita a abertura 
dos estômatos, incidindo na redução da taxa fotossintética e do crescimento vegetal 
(GAMALERO et al., 2020; MOKRANI et al., 2020; SAGAR et al., 2022). O estresse 
osmótico também induz a elevação dos níveis de espécies reativas de oxigênio (ROS) que 
danificam estruturas celulares e moléculas ( GAMALERO et al. 2020; IQBAL et al., 2021).  
O estresse iônico ocasiona o acúmulo excessivo de Na+ nas folhas mais velhas, levando ao 
envelhecimento prematuro e a clorose  das folhas (ONDRASEK et al., 2022). Níveis tóxicos 
de sódio em órgãos vegetais danificam membranas biológicas e organelas, reduzindo o 
crescimento e causando desenvolvimento anormal e a morte da planta (IQBAL et al., 2021). 
O sal também afeta severamente processos fisiológicos, como o metabolismo do amido e 
fixação de nitrogênio, a formação e germinação de sementes, levando a perdas na 
produtividade das culturas (ZHANG et al., 2010; MOKRANI et al., 2020; IQBAL et al., 
2021; ONDRASEK et al., 2022; SAGAR et al., 2022). 

Plantas halófitas, capazes de tolerar elevada salinidade, representam 2% da 
diversidade vegetal. Uma série de características adaptativas permitem que halófitas 
completem seu ciclo de vida sob salinidade elevada (GAMALERO et al., 2020; SAGAR et 
al., 2022). Esses mecanismos incluem alterações moleculares, bioquímicas, fisiológicas e 
morfológicas, como a) modulação de hormônios vegetais; b) síntese de solutos e 
osmoprotetores compatíveis; c) controle na absorção de íons, especialmente íons de potássio 
(K), pelas raízes e transferência de íons para as folhas; d) acúmulo ou remoção seletiva de 
íons; e) produção de óxido nítrico (NO); f) ativação de enzimas antioxidantes e produção de 
compostos antioxidantes; g) produção de poliaminas; h) alteração das vias fotossintéticas; i) 
compartimentação de íons nos níveis celular e da planta inteira; e j) regulação da expressão de 
genes envolvidos na tolerância da planta à salinidade (ETESAMI & BEATTIE, 2018).  

Diversas estratégias podem ser aplicadas a fim de manter a produtividade agrícola e 
aliviar o estresse ambiental em ambientes salinos. Incluindo o desenvolvimento de cultivares 
tolerantes, a implementação de sistemas de cultivo e práticas de manejo específicas, como 
irrigação por gotejamento ou drenagem do solo e aplicação compostos orgânicos, 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 
resistência de espécies agrícolas a salinidade é a introdução de microrganismos halotolerantes 
e/ou halofílicos que promovam o crescimento vegetal, minimizando os efeitos fisiológicos e 
físicos do estresse salino nas plantas (DODD; PÉREZ, 2012). 
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2.3 Microrganismos Halotolerantes e Halofílicos 
 

Ambientes extremos, como os pólos, regiões áridas, os oceanos profundos, fontes 
termais e solos salinos, apresentam uma série de limitações abióticas para o desenvolvimento 
da vida. Os microrganismos que se desenvolvem sob condições ambientais extremas são 
denominados “extremófilos” (SINGH et al., 2019). Aqueles adaptados a elevados níveis de 
salinidade são classificados como halofílicos ou halotolerantes. Os halofílicos se desenvolvem 
exclusivamente em ambientes com concentração de sais superior a 1,0%, enquanto os 
halotolerantes são capazes de se estabelecer em ambientes salinos ou não (AMOOZEGAR et 
al., 2019; SINGH et al., 2019).  Os halofílicos são ainda classificados em três grupos, de 
acordo com condições ótimas de crescimento em diferentes concentrações de sais:  halofílicos 
fracos, entre 1 e 5% de NaCl; moderados, entre 5 e 20% e extremos, que têm seu 
desenvolvimento ótimo em concentrações iguais ou superiores a 20% de NaCl 
(AMOOZEGAR et al., 2019; SINGH et al., 2019).  

Microrganismos eucarióticos e procarióticos são capazes de se adaptar à salinidade 
elevada no ambiente.  Os microrganismos halofílicos podem ser encontrados nos domínios 
Archaea, Bacteria e Eukarya (RUPPEL et al., 2013). No entanto, enquanto halofílicos fracos e 
moderados incluem bactérias, fungos e algas, halofílicos extremos incluem apenas  bactérias e 
alguns fungos (RUSSELL, 1989). Bactérias halofílicas e halotolerantes estão distribuídas em 
diversos subgrupos filogenéticos (OREN, 2002). Em uma área com solo extremamente 
salino-alcalino no nordeste da China foram isoladas estirpes de bactérias halofílicas e 
halotolerantes pertencentes aos gêneros Bacillus, Nesterenkonia, Zhihengliuella, Halomonas, 
Stenotrophomonas, Alkalimonas e Litoribacter (SHI et al., 2012). Zhang et al. (2018) 
isolaram 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 
concentrações 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 os microrganismos cresçam e 
sobrevivam sob elevada salinidade são semelhantes entre os diferentes táxons (RUPPEL et 
al., 2013). As principais estratégias incluem: a) evitar altas concentrações de sal no interior da 
célula por meio de composições específicas de membrana ou parede celular; b) bombeamento 
de íons para o meio externo; c) ajustar o meio intracelular a partir da síntese e acúmulo de 
solutos orgânicos não tóxicos e a adaptação de proteínas e enzimas a altas concentrações de 
sal (RUPPEL et al., 2013; SINGH et al. 2019). 

Adaptações na estrutura da parede celular para evitar altas concentrações de sal no 
citoplasma e evitar a perda de água e a plasmólise são observadas em archaeas (RUSSELL, 
1989; SUTTON et al., 1991). A membrana citoplasmática de archaeas halofílicas contém 
éteres lipídicos únicos que não podem ser facilmente degradados, são resistentes à 
temperatura e mecanicamente e altamente tolerantes ao sal. Archaeas termofílicas e acidófilas 
extremas possuem lipídios tetraéter transmembrana que formam uma membrana monocamada 
rígida que é quase impermeável a íons e prótons (RUSSELL, 1989; RUPPEL et al., 2013). 
Essas propriedades tornam as membranas lipídicas de archaeas mais adequadas para a vida e 
sobrevivência em ambientes extremos do que os lipídios de camada dupla do tipo éster de 
bactérias ou eucariotos (RUSSELL, 1989). 

O ajuste osmótico a partir do bombeamento de íons para o meio externo é mediado por 
transportadores Na+/H+, mantendo as concentrações intracelulares de Na+ relativamente baixa 
(OREN, 2006; SINGH et al. 2019).  As membranas de archaeas halofílicas possuem uma alta 
atividade de antiporters Na+/H+ (RUPPEL et al., 2013). Uma função crucial dos 
transportadores de íons é manter e reter uma relação de K+/Na+ favorável no citoplasma em 
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face a baixa relação K+/Na+ no ambiente (RUPPEL et al., 2013). Esses cátions possuem 
estruturas fisiológicas semelhantes, o que pode resultar em deficiência de K+ em ambientes 
com elevada salinidade (HAGEMANN, 2011). No entanto, vários dos microrganismos do 
Mar Morto mantêm concentrações intercelulares de K+ extremamente altas, o que indica a 
existência de sistemas regulatórios para uma absorção 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 concentrações de sais 
intracelular, osmoticamente equivalente ao meio externo; ou as células mantêm as 
concentrações de sais baixas em seu citoplasma e a pressão osmótica é equilibrada pela 
síntese de solutos orgânicos compatíveis (OREN, 2008). Gêneros do domínio Archaea e 
Bacteria mantêm concentração intracelular de KCl iguais as de NaCl no ambiente salino 
(OREN, 2008; HAGEMANN, 2011). Esta estratégia requer uma ampla gama de adaptação 
das enzimas intracelulares ao sal para que as proteínas mantenham sua conformação adequada 
e atividade em concentrações quase saturadas de sal (OREN, 2008). Já a síntese e acumulação 
de solutos orgânicos compatíveis promove o equilíbrio osmótico e evita a acumulação de sais 
no citoplasma (OREN, 2001). A biossíntese de solutos orgânicos é energeticamente mais 
dispendiosa do que a síntese de altas concentrações de KCl, mas não exige nenhuma 
adaptação molecular na célula (OREN, 2001).  
 
2.4  Rizobactérias Promotoras de Crescimento Vegetal e Tolerância ao Estresse Salino  

 
 A rizosfera é a porção do solo sob a influência das raízes, que exsudam diferentes 
compostos de açúcares, ácidos orgânicos, vitaminas, mucilagens, lisados e muitas outras 
substâncias nas formas sólida, líquida ou gasosa (GAMALERO et al., 2020). Por essa razão a 
rizosfera apresenta uma maior densidade e biodiversidade microbiana em relação ao solo não 
rizosférico (BAIS et al., 2006). Os principais grupos taxonômicos de rizobactérias promotoras 
de crescimento vegetal (RPCV) pertencem a Proteobacteria e Firmicutes (COMPANT, 2010; 
FERREIRA, 2019). O gênero Bacillus é o gênero mais conhecido de Firmicutes indutor de 
promoção de crescimento vegetal. Os gêneros Achromobacter, Acinetobacter, Agrobacterium, 

Alcaligenes, Azospirillum, Rhizobium, Azospirillum, Burkholderia, Halomonas, Kushneria, 
Ochromobacter, Pseudomonas, Serratia, Pantoea, Enterobacter e Rahnella são as mais 
representativas do filo Proteobacteria relatadas como RPCV (BATISTA et al., 2018). 
Representantes de outros gêneros, como Arhrobacter, Bacillus, Brevibacterium, Halobacillus, 

Halomonas, Kokuria, Kushneria,  Microbacterium, Pseudomonas e Streptomyces e já foram 
reconhecidos por possuírem mecanismos de tolerância a salinidade e de promoção 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 halófitas apresentam 
capacidade metabólica de tolerar o estresse salino e de promover o crescimento e a tolerância 
à salinidade em plantas (GAMALERO et al., 2020; SAGAR et al. 2022). Essas bactérias 
atuam através de mecanismos  como a regulação de enzimas que eliminam o excesso de 
espécies reativas de oxigênio (ROS), incluindo a catalase, glutationa redutase e superóxido 
dismutase (SINGH et al. 2015; SAGAR et al., 2022), a produção de fitohormônios, como o 
ácido-3indol-acético (AIA) (JHA et al. 2011; ETESAMI & BEATTIE, 2018) e na produção 
da enzima ACC-deaminase, que reduz os efeitos inibitórios de crescimento do etileno sobre as 
plantas (ETESAMI & BEATTIE, 2018; FERREIRA et al., 2020; AFRID et al. 2021). 
Bactérias halofílicas e halotolerantes também podem promover a nutrição das plantas através 
da fixação biológica de nitrogênio, solubilização de fosfato, produção de sideróforos (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 tolerância a 
várias condições de estresse abiótico (EGAMBERDIEVA et al. 2021). 

As inoculações com RPCV podem aumentar a tolerância ao estresse salino nas plantas 
e podem ser vitais para o desenvolvimento de práticas agrícolas sustentáveis em condições 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 
antifúngica, capacidade de produção de ácido indol acético (AIA) e solubilização 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 inoculação com bactérias provenientes de espécies 
de mangue e com cepas halotolerantes de Azospirillum spp. promoveram o crescimento de 
Salicornia bigelovii em condições salinas (BASHAN et al. 2000).  
 
2.5 Solubilização de Fosfato 

 
O fósforo (P) é o segundo macronutriente mais limitante para o desenvolvimento de 

culturas vegetais (ALORI et al., 2017). Esse elemento é indispensável para diversos processos 
metabólicos nos sistemas biológicos, como divisão celular, geração de energia, biossíntese de 
macromoléculas, integridade de membranas, fotossíntese e respiração, além de influenciar 
positivamente na nodulação de leguminosas (KROLOW et al. 2004; RAWAT et al. 2020). A 
maior parte do fósforo presente no solo encontra-se indisponível para os vegetais devido à 
precipitação com cátions, imobilização e adsorção a compostos orgânicos ou a fração mineral 
(GOMES et al., 2010; RASUL et al., 2019). Em média, o conteúdo de fósforo nos solos é de 
0,05 % (massa/massa), no entanto, apenas 0,1% desse total encontra-se diretamente 
disponível às plantas em forma de íons solúveis, monobásicos (H2PO4) e dibásicos (HPO4

2-) 
(ZHU et al., 2011; SINGH et al., 2015).   

O fósforo orgânico é derivado de processos metabólicos como assimilação de 
ortofosfatos e efluentes microbianos, vegetais ou animais. Estes são categorizados com base 
na ligação de fósforo em três classes: a) ésteres de fosfato (fosfatos de açúcar, fosfolipídios, 
ácidos nucléicos, fosfatos de inositol); b) fosfonatos (ligações C-P); e c) anidridos de ácido 
fosfórico (trifosfatos de adenosina e difosfatos de adenosina) (HUANG et al., 2017). Fosfatos 
minerais encontram-se majoritariamente associados ao cálcio em solos calcáreos e, ao ferro e 
alumínio em solos ácidos (GOMES, 2010). Os fosfatos minerais representam cerca de 60–
80% do P total em solos agrícolas (ZHU et al. 2018). 

Para manter a produção agrícola a utilização de fertilizantes fosfatados tem aumentado 
nos últimos anos (FAO, 2019). No entanto, o fosfato adicionado ao solo é rapidamente 
imobilizado e se torna inacessível às 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 aplicação e o acúmulo de fertilizantes fosfatados promovem 
a eutrofização de corpos d’água e a contaminação por metais no solo, acarretando danos à 
saúde vegetal, animal e humana (KATHERINE & WOLFF, 2010; AZZI et al., 2017).  

Uma série de reações dependentes do pH influenciam a proporção de reservatórios de 
P solúvel e insolúvel no solo, como dessorção e solubilização de fosfatos inorgânico 
rapidamente trocável, absorção de P por microrganismos e plantas, a liberação de P de 
resíduos vegetais ou fertilizantes orgânicos para a solução do solo e a liberação de e a 
solubilização de P por microrganismos a partir de fontes minerais e orgânica (FROSSARD et 
al., 2011). O fósforo associado com (hidr)óxidos de Fe (Fe-P) E (hidr)óxidos de Al (Al-P) são 
sensíveis a condições redutoras e a trocas de ligantes com ácidos orgânicos e precipitados de 
fosfato de cálcio são mais sensíveis às mudanças de pH (ZHU et al. 2018). 
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Bactérias solubilizadoras de fosfato (BSF) disponibilizam fosfatos orgânicos e 
minerais por uma diversidade de mecanismos: a) acidificação do meio pela extrusão de H+ 
e/ou de ácidos orgânicos; b) complexação de metais; c) redução de metais; d) extrusão de 
fosfatases; e e) dissolução indireta de fosfato através do estímulo de produção de ácidos pelas 
plantas (BASHAN et al. 2013; KRISHNARAJ et al. 2015). A solubilização de fosfato 
inorgânico por bactérias isoladas de ambientes salinos já foi constatada em isolados de 
diversos gêneros, 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 importações de fertilizantes do país, sendo 14% 
desse total proveniente da Rússia (GLOBALFERT, 2019).  Dessa forma, os atuais conflitos 
no leste europeu podem prejudicar a produção nacional. Assim, a bioprospecção de bactérias 
solubilizadoras de fosfato pode contribuir para o desenvolvimento sustentável da agricultura 
nacional partir da produção de bioinoculantes adequados para a aplicação em conjunto com 
diferentes fontes de fertilizantes fosfatados de baixa solubilidade e na elaboração de 
estratégias para a disponibilização de P em solos ricos em fosfatos de ferro e alumínio, mais 
abundantes em solos ácidos (GOMES et al., 2010). 

Atualmente há poucos produtos agrícolas como bioinoculantes ou fertilizantes 
organominerais baseados em microrganismos solubilizadores de fosfato aprovados pelo 
MAPA. Entre eles podemos citar o inoculante BiomaPhos®, que contém inóculos das cepas 
BRM 119 (Bacillus megaterium) (OLIVEIRA et al., 2009) e BRM 2084 (Bacillus subtilis) 

(ABREU et al., 2017). Outro exemplo são os organofertilizantes BioAtivo, produzidos pelo 
Instituto de Fosfato Biológico Ltda., a partir da solubilização biológica de rochas fosfáticas e 
de material orgânico por meio de um processo da inoculação de microrganismos 
solubilizadores de fosfato mineral. A bioprospecção de bactérias solubilizadoras de fosfato 
que também possam conferir resistência ao estresse salino pode contribuir para o 
desenvolvimento de produtos semelhantes, contribuindo para a ampliação do acesso a 
produtos e manejos agrícolas sustentáveis e para o estabelecimento de culturas capazes de se 
estabelecer em solos salinizados.  
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
 

3.1. Origem dos Isolados 
 

Para o desenvolvimento desse trabalho foram selecionadas 47 cepas bacterianas 
isoladas da rizosfera das plantas halófitas Sporobolus virginucus, Cyperus ligularis, 
Blutaparon portulacoides, Salicornia gaudichadiana em diferentes regiões do estado do Rio 
de Janeiro, sendo estas: planícies hipersalinas (Guaratiba-RJ), salina desativada (São 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, 
após 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. Reativação dos Isolados  
 

A reativação dos isolados foi feita a partir das culturas estoque, aos quais foram 
adicionados 100 µL de caldo nutritivo BHI (Brain Heart Infusion) contendo 3% de NaCl, 
posteriormente os microtubos foram incubados por 12h a 30°C. Após esse período os isolados 
foram inoculados em placas de petri contendo meio Agar Nutritivo acrescido de 3% de NaCl 
com o auxílio de alça de platina e novamente incubadas nas condições descritas 
anteriormente. Posteriormente, novos estoques foram feitos em meio de cultura DYGS 
(DÖBEREINER et al., 1999) contendo 3% de NaCl. 

 
3.3. Identificação Genotípica dos Isolados 
 
3.3.1 Extração 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. Após o período de incubação, colônias 
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 agitação 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 três vezes a fim de 
concentrar o maior número de células possível. O sobrenadante foi descartado e o precipitado 
foi ressuspendido no vortex em 600 µL de tampão de lise (TRIS-HCl mM pH 8,0, EDTA 25 
mM pH 8,0, SDS 1% e NaCl 25 mM) e incubado a 60 ºC por 30 min. Os tubos foram 
resfriados à temperatura ambiente. O produto foi homogeneizado por 2 minutos com 600 µL 
de clorofórmio álcool isoamílico (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 
clorofórmio álcool isoamílico (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. 
Após esse período, o material foi centrifugado a 13.000 g por 30 min. Por fim o precipitado 
foi lavado com 200 µL de etanol 70% por duas vezes, seco a temperatura ambiente e 
ressuspendido em 30 µL de água ultrapura e armazenado a -20°C. 
 
3.3.2 Amplificação e sequenciamento do gene 16S rDNA 
 

Um fragmento de aproximadamente 1000 pb do gene 16S rDNA foi amplificado por 
reação 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 reação de PCR: 1X de tampão de reação, 1 
U de Taq DNA polimerase, 2,5 mM de MgCl2, 0,2 mM de dNTP e 0,4 µM de cada primer. A 
reação foi realizada em termociclador, com um ciclo inicial de desnaturação a 94ºC por 5 min; 
seguido de 35 ciclos de desnaturação a 94ºC por 30 s, anelamento a 56ºC por 40 s; e extensão 
a 72ºC por 1 min e 30 s; extensão final a 72ºC por 7 min. Os produtos das reações foram 
visualizados por eletroforese em gel de agarose 1,5% sob luz UV no sistema de 
fotodocumentação L-PIX EX (Loccus Biotecnologia). 

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

As sequências foram editadas utilizando o programa BioNumerics (v. 7.6), e foram 
comparadas com sequências depositadas no banco de dados do NCBI utilizando o algoritmo 
BLASTn (ALTSCHUL et al., 1997) para inferência da espécie. Estas sequências e outras 
sequências disponíveis 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 
múltiplos alinhamentos resultantes foram otimizados manualmente. O dendrograma foi 
construído utilizando o método algorítmico neighbor joining (NJ), utilizando o modelo de 
distância p no programa MEGAX (v. 10). A robustez de cada ramo foi determinada usando o 
teste não paramétrico de bootstrap (FELSENSTEIN, 1985) com 1000 repetições. Uma 
sequência de Arthrobacter oryzae (NR 041545.1) foi utilizada como grupo externo.  

 
3.4 Teste de Resposta à Salinidade e Classificação dos Isolados 
    

Colônias de cada isolado bacteriano foram diluídas em água salina 0,9% com auxílio 
de uma alça de platina até alcançar a turbidez equivalente à concentração de 1,5 x 108 
UFC.mL-1 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 período de 14 dias após a inoculação. 
Foram consideradas concentrações ótimas para cada isolados aquelas nas quais as colônias 
foram capazes de se desenvolver em até 24 horas. Os isolados foram classificados quanto a 
resposta à salinidade de acordo com seu intervalo de crescimento ótimo em: halotolerantes, 
crescimento ótimo entre 0,5% e 20%; halofílicos fracos, 1% a 5%; halofílicos moderados, 5% 
a 20% e, halofílicos extremos em concentrações superiores a 20% (AMOOZEGAR et al., 
2019; SINGH et al., 2019). 

Após as análises de resposta à salinidade, a concentração 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 concentração. 

 
3.5 Avaliação da Capacidade de Solubilização de Fosfato Mineral em Meio Sólido 
 

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 óptica (DO) de cada cultura foi averiguada por espectrofotometria e ajustada a 
absorbância a 600 nm de 0,9-1,0. Uma alíquota de 10 μL das culturas foi inoculada em discos 
de papel de 6 mm dispostos equidistantemente sobre meio sólido NBRIP (National Botanic 
Research Institutes’s phosphate) (NAUTIYAL, 1999) acrescido 3% de NaCl e contendo 
CaHPO4 (fosfato de cálcio dibásico) ou AlPO4 (fosfato de alumínio) como fonte de fosfato, 
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pH 7,0. Como controle positivo para a solubilização de fosfato mineral foi inoculada em cada 
placa a estirpe de Gluconacetobacter diazotrophicus PAL 05. A determinação do halo de 
solubilização formado ao redor das colônias foi realizada no terceiro e décimo dia após a 
inoculação. Os índices de solubilização (IS) foram calculados através da fórmula:  

IS = diâmetro do halo (mm)/ diâmetro da colônia (mm)  

Os isolados foram classificados quanto à capacidade de solubilização 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 solubilização foi produzido um gráfico que 
representa média mais desvio padrão com auxílio do programa GraphPad Prism versão 8.0. 

 
3.6 Avaliação da Capacidade de Solubilização de Fosfato Mineral em Meio Líquido 
 

Os isolados bacterianos foram cultivados e tiveram suas densidades ópticas ajustadas 
como descrito anteriormente. Foi utilizado o meio de cultura líquido NBRIP acrescido 3% de 
NaCl e contendo CaHPO4 (fosfato de cálcio dibásico) ou AlPO4 (fosfato de alumínio) como 
fonte de fosfato, pH 7,0. Após o ajuste da DO, 300 µL de cada cultura bacteriana foi 
inoculada em tubos falcon de 50 mL contendo 35 mL de meio NBRIP e mantidas sob 
agitação de 150 rpm por 14 dias. Os testes foram realizados em triplicatas. Uma alíquota 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 não solubilizado decantasse. O sobrenadante foi filtrado 
com auxílio de filtro de seringa com membrana de 0,22 µm para a remoção das células 
bacterianas do meio. O filtrado foi usado para a determinação do pH e diluído para a 
determinação de fósforo solúvel. A concentração de fósforo solúvel foi avaliada no dia da 
inoculação (tempo 0) e ao fim do período de incubação (14 dias) a partir de adaptações do 
método descrito por Teixeira et al. (2017).  

Esta técnica se baseia na formação de complexo fósforomolíbdico de cor azul obtido 
após redução do molibdato com ácido ascórbico e determinação por espectrofotometria. Para 
tal, foi preparada uma solução ácida de molibdato de amônio, que foi posteriormente diluída 
em água destilada na proporção 300 mL da solução para o volume final de 1 L. A 
determinação do fósforo solúvel foi feita a partir da adição de 5 mL de solução ácida de 
molibdato de amônio e aproximadamente 30 mg de ácido ascórbico em pó em 10 mL do meio 
filtrado e diluído de cada unidade amostral dispostas em copos descartáveis. A diluição 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 então 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 padrão foi determinada de acordo com Teixeira 
et al. (2017). A conversão das leituras em teor de fósforo em mg/L foi feita a partir da 
seguinte equação, adaptada de Teixeira et al. (2017). 

 

� =
L − b

a
∗ d 

Em que:  
P – concentração de fósforo disponível, em mg/L 
L – leitura da amostra, em absorbância 
a – coeficiente angular da reta dos padrões (intercepto)  
b – coeficiente linear da reta dos padrões  
d – fator de diluição 
 
A partir das respostas ao teste de solubilização foi produzido um gráfico que 

representa média mais desvio padrão com auxílio do programa GraphPad Prism versão 8.0. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
4.1 Identificação das Rizobactérias a Partir do Sequenciamento Parcial do Gene de 16S 

rDNA 
 

A partir da análise de sequência 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 árvore filogenética dos isolados do filo Proteobacteria foi observada a 
separação das bactérias em diferentes gêneros, com a formação de quatro clados (Figura 1). 
No primeiro há um agrupamento dos isolados 99, 102, 104, 151 e 162 com os membros do 
gênero Kushneria sp. depositados no banco de dados, o que indica que estes isolados 
pertencemm a este gênero. No segundo clado houve um agrupamento dos isolados 08, 16, 
148, 149 e 157 com bactérias do gênero Halomonas sp.; no terceiro clado o agrupamento dos 
isolados 48, 51, 134, 140, 141, 161, 183 e 197 com isolados do gênero Pseudomonas sp. e no 
quarto, o agrupamento dos isolados 11, 12, 15, 34, 67, 97, 127, 143, 164 e 150 com membros 
do gênero Pantoea sp. e Enterobacter sp. As sequências dos isolados 15 e 150 apresentaram 
maior identidade com sequências depositadas no NCBI de Pantoea sp. e as demais com 
sequências de diferentes espécies do gênero Enterobacter. Pantoea foi delineado como 
gênero há aproximadamente 30 anos (WALTERSON et al., 2015).  

A taxonomia inicial dos membros do gênero Pantoea é 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 gênero foram descritos como espécies de diferentes 
gêneros 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 sinônimo por Ewing e Fife (1972, apud TINDALL, 2014). 
Posteriormente, E. herbicola, E. milletiae e E. agglomerans também foram reconhecidos 
como sinônimos 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 gênero Pantoea (TINDALL, 2014). 

O isolado 145 agrupou-se junto aos isolados do filo Proteobacteria, mas não se 
associou a nenhum clado. A sequência do banco de dados NCBI mais próxima com a desse 
isolado foi a de bactérias não cultiváveis, 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 regiões do genoma ou sua totalidade deve ser realizada para 
confirmação. 
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Tabela 1. Identificação dos isolados bacterianos com base no sequenciamento parcial do gene 
16S rDNA 

Isolado Identificação/NCBI blast Tamanho (pb) E-value % de identificação 

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./CP115738.1 962 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 possível a distinção dos diferentes 
gêneros bacterianos (Figura 2), com a formação de quatro clados na árvore filogenética. Os 
isolados 49, 85, 89, 120, 146, 231 e 294 agruparam-se com diferentes espécies do gênero 
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 últimas décadas o sequenciamento de fragmentos do gene 16S rDNA vem sendo 
amplamente utilizado para a identificação de bactérias (WOO et al., 2008; PARKS et al., 
2018). Esse método representou grande avanço para estudos taxonômicos e é particularmente 
importante para a identificação de bactérias com características fenotípicas incomuns, 
bactérias raras, aquelas de crescimento lento ou não cultiváveis (WOO et al., 2008). No 
entanto, análises taxonômicas microbianas baseadas nas relações do gene 16S rDNA têm 
limitações, como a baixa resolução filogenética nas classificações taxonômicas mais altas e 
mais baixas e sequências quiméricas produzidas por PCR que podem corromper topologias de 
árvores reunindo grupos díspares (PARKS et al., 2018). Por outro lado, Johnson et al. (2019) 
defendem que o sequenciamento de todo o comprimento das sequências de 16s rDNA tem o 
potencial de fornecer resolução taxonômica de comunidades bacterianas em nível de espécie e 
cepa. Apesar das limitações, o sequenciamento de fragmentos do gene 16s rDNA continua 
sendo uma importante ferramenta para a identificação inicial de bactérias até o nível de 
gênero. Para a confirmação da identificação dos isolados a nível de espécie será necessário 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 taxonômicos de bactérias promotoras de crescimento vegetal 
pertencem a Proteobacteria e Firmicutes. Sendo Bacillus sp. o gênero mais reconhecido de 
Firmicutes como indutor de crescimento vegetal. Os gêneros Rhizobium, Azospirillum, 
Burkholderia, Achromobacter, Pseudomonas, Acinetobacter, Serratia, Pantoea, Enterobacter 
e Rahnella são os mais representativos do filo Proteobacteria (GAMALERO et al. 2020). 
Uma vez que estes isolados bacterianos foram isolados da rizosfera de plantas halófitas em 
meios contendo alta concentração de NaCl, é importante que seja avaliada à sua habilidade de 
crescimento em diferentes concentrações de sal. 
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Figura 1. Árvore filogenética construída pelo método Neighbor-Joining e modelo Tajima-Nei 

baseada nas sequências do gene 16S rDNA de bactérias do filo Proteobacteria isoladas 
da rizosfera de plantas halófitas. Os números nos nós indicam os valores de bootstrap 
a partir de 1.000 réplicas.   
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Figura 2. Árvore filogenética construída pelo método Neighbor-Joining e modelo Tajima-Nei 

baseada nas sequências do gene 16S rDNA de bactérias do filo Firmicutes isoladas da 
rizosfera de plantas halófitas. Os números nos nós indicam os valores de bootstrap a 
partir de 1.000 réplicas. 
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4.2 Classificação Quanto à Resposta à Salinidade  

 
Há divergências na literatura quanto à classificação dos microrganismos em relação à 

salinidade, especialmente em relação aos halofílicos, que se dividem entre fracos, moderados 
e extremos. AMOOZEGAR et al. (2019) determinam que halófilos fracos apresentam 
crescimento ótimo 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 halófilos fracos 
microrganismos aqueles que apresentam crescimento ótimo em meios com 1% a 3% de NaCl, 
moderados 3% e 15% e halófilos extremos com crescimento ótimo acima de 15% de NaCl. Já 
em relação aos microrganismos halotolerante, é bem aceito que esses são capazes de crescer 
em ambientes com concentrações elevadas de sal, mas que apresentam crescimento ótimo na 
ausência dele (AMOOZEGAR et al., 2019; SINGH et al., 2019). Neste trabalho consideramos 
como halotolerantes as bactérias que apresentaram seu desenvolvimento ótimo em meios 
contendo 0,5% de NaCl nas primeiras 24 horas após a inoculação, mesmo que também 
tenham crescido em concentrações mais elevadas no mesmo período (Tabela 2). 

Entre os 47 isolados, 15 foram classificados como halofílicos. Ao se considerar a 
classificação proposta por AMOOZEGAR et al. (2019), nove foram considerados halofílicos 
fracos e seis como halofílicos moderados. Já de acordo com a classificação de SINGH et al. 
(2019) os 15 isolados halofílicos foram considerados halofílicos moderados (Tabela 2). Entre 
os 15 isolados classificados como halofílicos, duas foram identificados como representantes 
do gênero 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 à família Enterobacteriaceae.  

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

Isolado Identificação 
Crescimento 

ótimo 
Intervalo de 
crescimento 

Classificação quanto a 
salinidade* 

Classificação quanto a 
salinidade** 

8 Halomonas sp. 2,0% - 10% 1,0% - 10% Halofílico moderado Halofílico 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% Halofílico fraco Halofílico moderado 
15 Pantoea sp. 2,5% - 10% 1,0% - 10% Halofílico moderado Halofílico moderado 
16 Halomonas sp. 2,5% - 10% 1,5% - 10% Halofílico moderado Halofílico moderado 
19 staphylococcus sp. 1,5% - 10% 0,5% - 15% Halofílico moderado Halofílico moderado 
34 Enterobacter sp. 1,5% - 5% 0,5% - 15% Halofílico fraco Halofílico moderado 
48 Pseudomonas sp. 2,0% - 5% 0,5% - 15% Halofílico fraco Halofílico moderado 
49 Bacillus sp. 1,5% - 5% 0,5% - 15% Halofílico fraco Halofílico moderado 
51 Pseudomonas sp. 0,5% - 10% 0,5% - 20% Halotolerante Halotolerante 
58 Halobacillus sp. 1,0% - 5% 0,5% - 15% Halofílico fraco Halofílico 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% Halofílico fraco Halofílico 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% Halofílico moderado Halofílico 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% Halofílico moderado Halofílico moderado 
132 uncultured Bacillus sp. 0,5% - 10% 0,5% - 20% Halotolerante Halotolerante 
134 Pseudomonas sp. 1,5% - 10% 0,5% - 15% Halofílico moderado Halofílico moderado 
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Tabela 2. Continuação 

Isolado Identificação 
Crescimento 

ótimo 
Intervalo de 
crescimento 

Classificação quanto a 
salinidade* 

Classificação quanto a 
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 

 
* Classificação segundo AMOOZEGAR et al. (2019).  ** Classificação segundo SINGH et al. (2019). 
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Diversos trabalhos relatam a identificação de rizobactérias halofílicas e halotolerantes 
que apresentam uma série de fatores de promoção 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 Uzbequistão que foi capaz de aumentar o crescimento das raízes e da parte aérea quando 
inoculada em sementes de trigo sob estresse salino. Din et al. (2019) constataram a 
capacidade de diferentes isolados do gênero Bacillus sp. em mitigar o efeito do estresse salino 
na germinação 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 promoção 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 solubilização 
de fosfato em meios de cultura com concentrações de até 20% de NaCl. Mukhtar et al., (2019) 
observaram que sementes de milho pertencentes a uma variante sensível ao sal inoculadas 
com isolados bacterianos de linhagens de Bacillus sp., Kocuria rosea, Pseudomonas 

fluorescens e Aeromonas veronii halofílicas apresentaram melhor crescimento de raiz e parte 
aérea em comparação com plantas controle (com ou sem sal).  
 
4.3 Solubilização de Fosfato em Meio Sólido 

 
Todos os isolados cresceram no meio de cultura sólido contendo fosfato de cálcio 

dibásico (CaHPO4) como fonte de fosfato, no entanto não foi observado a formação de halos 
nos isolados identificados como Bacillus sp. (49), Pseudomonas sp. (140) e Halomonas sp.  
(157). Entre os demais isolados, 32% (15/47) apresentaram índice de solubilização baixo, 
60% (28/47) médio e 2% (1/47) alto (Tabela 3). O último, identificado como Halobacillus sp. 
(58), apresentou um índice de solubilização médio e constante até o décimo dia após a 
inoculação e apresentou o aumento no índice de solubilização entre o décimo e o décimo 
sétimo dia após a inoculação (Figura 3). A maioria dos isolados também cresceram no meio 
de cultura contendo fosfato de alumínio (AlPO4) como fonte de P, porém não houve a 
formação de halos. 

A utilização do fosfato de cálcio para a seleção de bactérias potencialmente 
solubilizadoras de fosfato é imprecisa, pois sua solubilidade é facilmente alcançada com 
pequenas mudanças no pH (BASHAN et al., 2013). A solubilidade do fosfato de cálcio 
aumenta exponencialmente com a diminuição do pH para níveis inferiores a 6,5. Já o fosfato 
de alumínio 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 
solubilização do fosfato de cálcio por bactérias é a liberação de prótons (H+) ou de ácidos 
inorgânicos de fácil dissolução (MERBACH et al. 2009; BASHAN et al., 2013). 
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Tabela 3. Índice de solubilização em meio de cultura sólido com CaHPO4 e quantificação do P solubilizado e valor de pH final em meio de 
cultura líquido contendo CaHPO4 e AlPO4 (continua) 

Isolado Identificação 
Índice de 

Solub. 
P solúvel (CaHPO4) 

(mg/kg) 
pH final 

(CaHPO4) 
P solúvel (AlPO4) 

(mg/kg) 
pH final 
(AlPO4) 

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. Continuação  

Isolado Identificação 
Índice de 

Solub. 
P solúvel (CaHPO4) 

(mg/kg) 
pH final 

(CaHPO4) 
P solúvel (AlPO4) 

(mg/kg) 
pH final 
(AlPO4) 

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. Média 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 4,23 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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Figura 3. Índice de solubilização de fosfato de cálcio dibásico em meio de cultura sólido no 

terceiro, décimo e décimo sétimo dia após a incubação com bactérias isoladas da 
rizosfera de plantas halófitas. 
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A seleção de bactérias solubilizadoras de fosfato no meio de cultura sólido é uma 
técnica de simples execução e pouco custosa e serviu como um indicador universal para a 
solubilização de fosfato por mais de meio século (BASHAN et al. 2013). Esse método se 
baseia na formação de um halo translúcido de solubilização ao redor das colônias (Figura 4). 
Porém, a disponibilização do P a partir de fontes minerais pelas bactérias pode se dar pela 
exsudação de ácidos orgânicos ou agente quelantes (BASHAN et al. 2013; KRISHNARAJ et 
al., 2015). Essas substâncias formam complexos insolúveis com os íons de Ca2+, Al3+ ou 
Fe3+, liberando o fósforo sem necessariamente levar a formação de halo de solubilização no 
meio de cultura sólido (MERBACH et al. 2009; BASHAN et al. 2013). Assim, a capacidade 
de solubilização de fosfato deve ser confirmada em meio de cultura líquido ou caracterização 
genética de potenciais bactérias solubilizadoras de fosfato  (MERBACH et al. 2009; ZHU et 
al., 2011; LIU et al., 2014) . 

 
Figura 4. Meio de cultura sólido NBRIP inoculado com o isolado Staphylococcus sp. (10) e 

com o controle positivo Gluconacetobacter diazotrophicus PAL 05. 
 
4.4 Solubilização de Fosfato em Meio Líquido 

 
Todos os 47 isolados apresentaram variações na quantidade de P disponível e redução 

no pH nos testes em meio líquido 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 disponibilização 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 índice de solubilização médio no 
meio de cultura sólido com CaHPO4 e os isolados (145) e Bacillus sp. (120)   apresentaram 
baixo índice de solubilização no teste em meio sólido. Já o isolado Halobacillus sp. (58), com 
alto índice de solubilização no meio sólido, foi capaz de disponibilizar 424,51 mg/L, 
consideravelmente menos P em comparação aos demais isolados citados. Em uma 
comparação semelhante, Merbach et al. (2009) observaram que a cepa que disponibilizou a 
maior quantidade de fósforo a partir de fosfato de cálcio em meio líquido não formou halo de 
solubilização nos meios de cultura sólidos. 
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Figura 5. Quantidade de P solubilizado e pH em meios de cultura líquido contendo fosfato de 
cálcio dibásico como fonte de fósforo após 14 dias de incubação com bactérias 
isoladas da rizosfera de plantas halófitas. 
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Nos testes com fosfato de alumínio (AlPO4) como fonte de P, todos os isolados 
apresentaram capacidade de solubilização. No entanto, a maioria chegou a quantidades 
inferiores a 20 mg/L, com um mínimo de 1,84 mg/L (Figura 6, Tabela 3). Os valores mais 
elevados de P disponível 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 não foi observada uma 
correlação com a solubilização (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 período de incubação.  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 solubilização entre cada uma das fontes, 
pode-se apontar que apesar da acidificação ser um dos fatores relacionados à dissolução do 
fosfato de alumínio nos meios que apresentaram pH final inferior a 3,5, não houve correlação 
entre a queda do pH e solubilização de P a partir do fosfato de alumínio (Figura 7). O 
principal mecanismo de solubilização do fósforo ligado a íons metálicos é a produção de 
ácidos orgânicos que atuam na formação de complexos metálicos e quelatos (BASHAN et al., 
2013). Ânions de ácidos orgânicos têm a capacidade de realizar reações de troca de ligantes,  
mobilizando ânions de fosfato adsorvidos às superfícies cristalinas de Fe(OH)3 e Al(OH)3 
(ARCAND & SCHNEIDER, 2006). A quelação envolve a formação de duas ou mais ligações 
coordenadas entre uma molécula aniônica ou polar e um cátion, resultando em um complexo 
de estrutura em anel fosfato (ARCAND & SCHNEIDER, 2006).  

Formas insolúveis de fosfato podem ser dissolvidas por ácidos orgânicos de baixo 
peso molecular, como ácidos cítrico e glucônico, que são produzidos e liberados por bactérias 
e fungos solubilizadores de fósforo (MERBACH et al. 2009; WAN et al. 2020). Merbach et 
al. (2009) observaram a produção de diversos ácidos orgânicos 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 cálcio produziram grandes 
quantidades de citrato e tartarato e em menor proporção, malato. Já as cepas solubilizadoras 
de fosfatos de ferro e alumínio os carboxilatos mais importantes foram o tartarato e o malato 
(MERBACH et al., 2009).  
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Figura 6. Quantidade de P solubilizado e pH em meios de cultura líquido contendo fosfato de 

alumínio como fonte de fósforo após 14 dias de incubação com bactérias isoladas da 
rizosfera de plantas halófitas. 
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Figura 7. Médias de pH e P disponível em mg/L nos meios de cultura contendo CaHPO4 e Al 

PO4 no dia da inoculação (T0) e ao fim do período de incubação (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 líquido contendo fosfato de cálcio e 80 mg/L em meios com fosfato de alumínio. 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 cálcio. 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 produção do inoculante BiomaPhos® foi capaz de 
disponibilizar 120,42 mg/L de P a partir do Ca3(PO4)2 (ABREU et al., 2017). Já a cepa de 
Bacillus megaterium (CNPMS B119), que também compõe 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 cálcio, os maiores valores de P solúvel observados 
foram alcançados 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 cálcio no presente trabalho 
com outros estudos, observa-se que aqui obtivemos valores bastante elevados. Isso pode estar 
relacionado ao fato de o CaHPO4 ser mais facilmente solubilizado do que o Ca3(PO4)2, 
utilizado em outros estudos (BASHAN et al., 2013).  

Já a solubilização do fosfato a partir do fosfato de alumínio foi mais acentuada para os 
isolados Bacillus tropicus (89), Oceanobacillus sp. (94), que elevaram o P solúvel em 61,10 
mg/L e 45,82 mg/L, respectivamente. Ambos os isolados apresentaram uma capacidade 
relativamente baixa de solubilização do fosfato de cálcio em comparação 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 cálcio, mas apresentou capacidade consideravelmente 
elevada para fosfato de ferro e alumínio, cerca de 30 mg/L e 50 mg/L, respectivamente. Os 
isolados Pantoea sp. (150) e Pseudomonas sp. (183) também apresentaram atividade de 
solubilização de fosfato de alumínio superior aos demais, elevando o P solúvel no meio para 
23,99 mg/L e 21,7 mg/L, respectivamente. Os mesmos apresentaram valores intermediários 
para o fosfato de cálcio, 436,04 mg/L e 376,49 mg/L de P solúvel.  

Os isolados Bacillus sp. (89), Oceanobacillus sp. (94) solubilizaram os maiores teores 
de P a partir do AlPO4. Já os isolados Kushneria sp. (102), Bacillus sp. (120), Enterobacter 
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sp. (186) e o (145), foram os que apresentaram a solubilização mais expressiva para o 
CaHPO4. Os isolados Pantoea sp. (150) e Pseudomonas sp. (183) apresentaram capacidade de 
solubilização expressiva para ambas as fontes testadas. Em relação a resposta a salinidade, 
esses isolados foram classificados com halotolerantes, com exceção do isolados Pantoea sp. 
(150), que foi classificado como halofílico moderado tanto pela classificação de Amoozegar 
et al. (2019), quanto para Singh et al. (2019), uma vez que seu crescimento ótimo 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 são candidatos para testes com outras fontes de 
fosfato e para avaliação da atividade promotora de crescimento vegetal a partir inoculação de 
sementes, bem como para avaliações em experimentos em casa de vegetação e no campo.  
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5. CONCLUSÕES 
 

Isolados pertencentes aos gêneros Bacillus sp, Enterobacter sp., Halobacillus sp., 
Halomonas sp., Kushneria sp., Pantoea sp. Pseudomonas sp., Oceanobacillus sp. e 
Staphylococcus sp. estão presentes na rizosfera de plantas halófitas. O isolado 145 apresentou 
maior similaridade com sequências de 16S rDNA de bactérias não cultivadas, o que indica 
que possivelmente pode se tratar de uma espécie não descrita. 

Em relação a resposta a salinidade, 15 isolados dos gêneros, Bacillus sp., Enterobacter 
sp., Halobacillus sp., Halomonas sp., Pantoea so., Pseudomonas sp. e Staphylococcus sp. 
foram classificados com halofílicos fracos e moderados e 32 bactérias dos gêneros 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 sólido com ambas 
as fontes de fosfato e apresentaram capacidade de solubilizar ambas as fontes nos meios 
líquidos. A solubilização do fosfato de cálcio foi mais expressiva que a do fosfato de 
alumínio. Os isolados de Kushneria sp. (102), Enterobacter sp. (186), 145 e Bacillus sp. (120) 
apresentaram maior eficiência na solubilização de fosfato de cálcio. Os isolados de Bacillus 

tropicus (89) e Oceanobacillus sp. (94) foram os mais expressivos na solubilização de fosfato 
de alumínio. 

A ausência de halos translúcidos ao redor das colônias nos testes de solubilização de 
fosfato em meio de cultura sólido não deve ser determinante para indicar a ausência de 
atividade de solubilização de fosfato. A atividade de solubilização de fosfato deve ser 
avaliada em meio de cultura líquido. 
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