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Resumo

Os microrganismos promotores de crescimento de plantas sdo potenciais candidatos capazes de
minimizar os efeitos deletérios da salinidade nas plantas. Objetivou-se selecionar microrganismos
halotolerantes com potencial biotecnoldgico. A partir do isolamento foram realizados testes in vivo com
linhagens fenotipicamente distintas. Para avaliar o limite de tolerancia ao sal, 10 pL da suspensao
bacteriana foi semeado em meio liquido de Agar Triptona de Soja (TSA) a 10%, suplementado com
quatro diferentes concentragdes de NaCl: 45gL™',90gL™",180gL'e 360 g L™" (4.5% 9,0 % 18%;
36%). As culturas foram incubadas a 28 £ 2°C por 48 - 72 horas. Foram encontrados 66 microrganismos
e 52 sobreviveram e cresceram em concentra¢des de NaCl a 4,5%, e um isolado se desenvolveu em
NaCl a 9% e em atividade de &gua de 0,912 Aw aplicada usando sorbitol a 52%. Com base nesses
achados, a bioprospeccdo de isolados de ambientes extremos contribui para aumentar o acervo
microbiolégico no BIOTA, podendo servir de base para futuras pesquisas sobre os movimentos de
toler&ncia a salinidade utilizados por esses microrganismos.

Palavras-chave: Halotolerancia. Salinidade. Estresse osmotico. Protecédo de plantas. Biotecnologia.
Area do Conhecimento: Engenharia agrondmica
Introducéo

A agricultura contribui satisfatoriamente para incrementos na producéo de alimentos e na seguranca
alimentar mundial, no entanto sofre muitas perdas por influéncias agrocliméaticas. Porém o uso
indiscriminado e falhas no manejo de praticas como fertilizacdo e irrigacao, estdo contribuindo para
aumentar os niveis de salinizacdo e sodicidade dos solos e das aguas, resultando em um esgotamento
demasiado da produgédo agricola em todo o mundo (OMUTO et al., 2020).

Dentre os estresses abidticos mais importantes na agricultura, a salinidade € uma das preocupacgdes
mais prementes. Essa relevancia é devido aos efeitos prejudiciais que vao desde a germinagao e
fisiologia da planta até a reproducao, podendo ainda afetar drasticamente a populacdo microbiana na
rizosfera e as caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas do solo (ISAYENKOV; MAATHUIS, 2019;
GOPALAKRISHNAN et al., 2022). Estima-se que a salinidade dos solos agricolas estd aumentando a
uma taxa de até 10% ao ano (LI et al., 2021), e se ndo mitigado, sera responsavel por impedir que as
culturas alcancem o seu rendimento maximo.

A salinizacdo, muitas vezes é potencializada pelas condicdes de baixa precipitacdo e alta
temperaturas, além disso, semelhante ao estresse causado por deficiéncia hidrica, a salinidade reduz
a absorcao de 4gua pelas raizes e elementos essenciais para o desenvolvimento das plantas, pois 0s
fons competem com enzimas de absor¢éo e translocacdo (FORNI; DUCA; GLICK, 2017). Em razao
disso, a salinidade induz e/ou intensifica outros tipos de estresses nas plantas, como estresse hidrico
provocado pelo déficit hidrico, estresse oxidativo e nutricional (ISAYENKOV; MAATHUIS, 2019).

A aplicacao de microrganismos promotores de crescimento em plantas MPCP é uma estratégia
ecoldgica e sustentavel capaz de reduzir o efeito adverso do estresse salino na agricultura, aumentar
a tolerancia aos estresses e promover o crescimento vegetal. No entanto, chegar as espécies
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microbiolégicas relevantes e preparar os inoculantes e/ou seus consoércios apropriados, ou utiliza-las
individualmente é desafiador.

Sob o estresse de salinidade, os microrganismos desencadeiam fluxos rapidos de agua e acumulam
grandes quantidades de osmodlitos organicos como trealose e prolina, esse acimulo de solutos
organicos e inorganicos a nivel celular, tenta manter as propriedades de turgor das células, evitando
assim sua desnaturacdo, 0s microrganismos também podem atuar regulando positivamente a
expressdo de genes de plantas envolvidos na biossintese desses osmdlitos (ILYAS et al., 2020).
Quando expostos a alta salinidade a expresséo dos transcritos de aquaporinas (proteinas da membrana
celular que permitem a translocacéo de agua entre o interior da célula e o meio externo) diminui, e as
PGPB sob estresse salino pode regular a expresséao destas proteinas, facilitando o movimento da agua
para as células vegetais, melhorando assim as relagdes hidricas da planta (MISHRA; MISHRA;
ARORA, 2021).

Devido as suas mudltiplas caracteristicas, a prospeccao de microrganismos halotolerantes € uma
abordagem promissora e abre novas possibilidades para o emprego de estratégias sustentaveis contra
a salinidade, como a producéo de biocinsumos, a introdu¢éo de genes haldéfitos por meio da engenharia
genética, além da contribuicdo ecoldgica, ampliando o conhecimento acerca da biodiversidade de
microrganismos e conservacdo de espécie. Objetiva-se com este estudo Isolar e preservar
microrganismos halotolerantes com caracteristicas desejaveis para o0 aumento dos rendimentos e
futuras aplicagcbes biotecnoldgicas em plantas cultivadas.

Metodologia
Os microrganismos foram obtidos a partir de amostras de solo, regides rizosféricas, partes

vegetativas de plantas sadias e noédulos de leguminosas. No total foram 7 amostras diferentes
originérias de 3 regibes distintas com ecossistemas altamente dindmicos apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Fontes Amostrais

Tipo de amostra Local Coordenadas (UTM) Complemento
Musgo Vargem Alta- ES 7720219.34 290135.19 Tronco de arvore
Raiz de orquidea  Vargem Alta- ES 7720219.34 290135.19 Tronco de arvore
Rizosfera de Vargem Alta - ES  7720219.34 290135.19 Sob superficie pedregosa
samambaia
Nédulo de raiz Tamandaré - PE  9035945.04 270373.43 Leguminosa
Rizosfera de Anchieta - ES 7698660.84 334784.78 Rocha na costa litoranea Sul
xerdfilas capixaba
Rizosfera de Anchieta - ES 7695275.03  323809.25 Rocha na costa litoranea Sul
gramineas capixaba
Solo Anchieta - ES 7695275.03  323809.25 Rocha na costa litordnea Sul
capixaba

Fonte: Autor

A partir das amostras coletadas, foi realizado a técnica de isolamento dos microrganismos seguindo
a metodologia proposta por Kavamura et al. (2013) onde, se utilizou 1g de solo homogeneizado em 10
mL de solucdo salina (NaCl 0.8%; KCI 0.02%; Na2HPO4 0.14%; KH2PO4 0.024%). A partir da
suspensao obtida, efetuou-se diluicdes seriadas (10! até 10-%) seguido do espelhamento em placas de
Petri. O meio utilizado foi o Tryptone Soya Agar (TSA) a 10% (1,5 g/L de triptona, 0,5 g/L de peptona
de soja, 1,5 g/L de NacCl, 15 g/L de agar, pH 7,3) e as placas foram incubadas em estufa de crescimento
a 28°C durante 3 dias.

O isolamento dos microrganismos endofiticos foram realizadas conforme descrito por Costa et al.
(2012) com adaptagbes onde, 2 g de partes vegetativas foram desinfetadas por 1 minuto em &lcool
70%, 4 minutos em hipoclorito de sédio (NaCl 2,5%) e 30 segundos em etanol seguindo por 3 lavagens
sucessivas em agua destilada esterilizada. As amostras foram maceradas com 6 mL de solu¢éo salina
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(0,85% NaCl), o extrato foi incubado a 28°C por 3h. Apés a incubacgéo, a amostra foi diluida em NaCl
0,85% e, as diluicbes de 101 e 102, aliquotas de 100 uL plagueadas em meio TSA (10%). Apés o
periodo de incubacédo as colénias que apresentaram caracteristicas morfoldgicas distintas dentro de
uma mesma placa, foram repicadas afim de obter colénias isoladas.

Apbés o protocolo de isolamento, colbnias puras obtidas foram repicadas em tubos de ensaio
contendo meio de cultura caldo nutriente (Nutriente Broth) e levados para crescimento em incubadora
tipo Shaker regulada para condic&o de 30 °C + 2 °C e 160 RPM, mantidas overnight por 24 horas. A
resisténcia intrinseca das cepas a salinidade foi testada mediante os microrganismos originarios das
amostras e algumas cepas do acervo bioldgico do BIOTA (ANL-3, ANL-2, ANL-2.1, SS.1.1, ANL-3,
ANL-2, ANL-2.1.1, PiR-21, Bacillus subtilis), ao todo 66 cepas foram submetidas ao bioensaio em meio
TSA suplementado com concentracdes de NaCl conforme a metodologia adaptada descrita por
Upadhyay; Maurya; Singh (2012). Onde foram semeados 10 pL da suspenséo bacteriana em meio
liquido TSA (10%) suplementado com quatro diferentes concentracées de NaCl: 45g L™',90g L™", 180
gL 1'e360gL™"(4.5% 9,0 % 18%; 36%). As culturas foram incubadas a 28 + 2°C por 3 dias. Apds este
periodo os microrganismos foram avaliados quanto ao seu desenvolvimento.

Estes isolados foram adicionalmente testados em meio TSA 10% com reduzida atividade de agua
(Aw), utilizando Sorbitol nas concentracdes de 285 g L™, 520 g L' e 660 g L™ (28,5%, 52%, 66%)
correspondente a Aw de: 0.963, 0.912 e 0.859 respectivamente (KAVAMURA et al., 2013).

Resultados

Foram encontrados 57 isolados microbianos sendo 55 bactérias e 02 fungos. A Figura 1, apresenta
em termos percentuais os hiveis de tolerdncia dos microrganismos por meio do crescimento em meio
TSA suplementado com NaCl e sorbitol. Dentre os isolados testados 78,78 % podem ser categorizados
como microrganismos halotolerantes. Dos 66 isolados utilizados 62,12% cresceram em baixa atividade
de agua induzida por sorbitol a 25,5% e o isolado D65 se desenvolveu em NaCl a 9% e em atividade
de agua de 0,912 Aw aplicada usando sorbitol a 52%.

Figura 1. Porcentagens de isolados e seus niveis de tolerancia em meio TSA suplementado
com NaCl e sorbitol
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Fonte: Autor

Todos os 66 isolados que se desenvolveram em condi¢des de alta e baixa atividade de agua in vitro
foram preservados e depositados na colecao bacterioldgica do BIOTA para experimentos futuros. Os
microrganismos que cresceram em condi¢&o de 4,5% de NaCl estéo dispostos na Figura 2.
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Figura 2. Crescimento dos isolados em meios contendo 45g L™ de NaCl.

Fonte: Autor

Discusséo

As regides de onde foram obtidas as amostras sdo caracterizadas por ecossistemas altamente
dinamicos dependentes das condi¢des climaticas, sendo que as maiores densidades microbianas
foram obtidas dos ambientes costeiros, regides onde organismos vivos estdo constantemente expostos
a alta incidéncia de radia¢éo solar, baixa disponibilidade de nutrientes, concentracdes elevadas de sais,
credita-se que os microrganismos associados a estas plantas também se encontram bem adaptados
as condicdes impostas (KAVAMURA et al., 2013).

Os bioensaios realizados até o momento, ndo aponta nenhum destes microrganismos como
halofilicos, pois estes foram capazes de crescer em meio sem adicdo de NaCl, porém sdo
microrganismos promissores com alguma tolerancia que os permitiu prosperar em condi¢bes de
salinidade. Os nossos resultados preliminares nos direcionam para 0os proximos testes e andlises em
busca de mais respostas destes microrganismos, principalmente no que diz respeito ao comportamento
destes microrganismos sob diferentes condi¢cfes induzidas por estresse, bem como o desenvolvimento
de multiplas redes reguladoras complexas para neutralizar o estresse e reparar 0s possiveis danos
causados.

De acordo com Donn Kushner (1978) microrganismos que prosperam em ambientes hipersalinos e
precisam de sal para seu crescimento sdo denominados de haldfilas, e os que toleram e podem se
adaptar a condi¢des salinas sdo organismos halotolerantes. Neste trabalho podemos categorizar os
microrganismos selecionados como halotolerantes, pois cresceram tanto na auséncia quanto na
presenca de concentracdes relativamente altas de NaCl, e outra observacdo relevante € que os
microrganismos cresceram apenas na menor concentracdo de NaCl na composicdo do meio de
crescimento, com excec¢éo do D65 que cresceu em 7,69M, sugerindo que a maioria dos microrganismos
cultivados poderia ser halotolerante ou moderadamente halofilico. Segundo este mesmo autor
microrganismos moderadamente haldfilas e os microorganismos extremotolerantes sdo bastante
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interessantes, pois sdo capazes de crescer em amplas faixas de concentra¢ges de soluto, o que pode
ser muito Gtil em termos biotecnolégicos (KUSHNER; KAMEKURA,1988).

Estudos com bioprospeccao e triagem de microrganismos extremotolerante a estresses abidticos
com caracteristicas desejaveis para melhorar o desempenho das lavouras perante as adversidades do
clima pode ser uma estratégia de aclimatacéo e/ou adaptacéo, capaz de mitigar os efeitos do estresse
nos cultivos. No cenario nacional, a Embrapa vem se destacando juntamente com parceiros da iniciativa
privada para disponibilizacdo desses bioinoculantes. Recentemente, o bioinsumo comercial Auras foi
registrado no Ministério da Agricultura (MG000757-9.000003), sendo o primeiro na categoria de
bioestimulantes relacionados ao aumento da resiliéncia e da capacidade de aclimatacdo das plantas
ao déficit hidrico, reduzindo os efeitos causados pelas estiagens prolongadas, minimizando riscos e
expressando o potencial das lavouras. O ingrediente ativo do Auras € o Bacillus aryabhattai, isolado a
partir de solo rizosférico associado a uma espécie de Cactaceae, popularmente conhecida como
mandacaru no bioma Caatinga, este isolado é fruto dos trabalhos de Kavamura et al., (2013).

Os trabalhos sé&o iniciantes e j4 é perceptivel a grandiosidade da biodiversidade microbiana
desconhecida e valor bioldgico que estamos prestes a descobrir. Através do resgate e caracterizacao
da biodiversidade microbiana, surgem novas perspectivas para formulacdo de bioinsumos, em nosso
caso, destinados a estimular a resisténcia e/ou tolerancia das plantas sob estresses abiéticos. Espera-
se com os trabalhos seguintes realizarmos a caracterizacdo destes microrganismos que possam ser
utilizados como ingredientes ativos de bioestimulates com multiplas aptiddes benéficas a agricultura.

Conclusao

Foram encontrados microrganismos potenciais candidatos a serem testados quanto a sua atividade
de promocgédo de crescimento em plantas, sendo o isolado D65 como forte candidato a promover
tolerdncia em plantas, todos estdo isolados e preservados compondo o portfélio do BIOTA para
pesquisas futuras em biologia molecular.

A prospeccdo de microrganismos extremotolerantes contribui para o conhecimento da
biodiversidade e conservagéo de espécies, principalmente em ambientes pouco explorados que pode
esconder inimeras biomoléculas com propriedades Unicas; além da possibilidade de descobrir novas
espécies de microrganismos extremotolerantes com capacidade de promover o crescimento de plantas
e contribuir para o uma agricultura mais fortalecida em condi¢6es adversas.

Este trabalho contribui para cultivos mais sustentaveis e resilientes as mudancgas climaticas, além
disso 0 estudo no campo da halofilicidade pode contribuir para aumentar o conhecimento sobre os
mecanismos utilizados por estes microrganismos e fornecer uma visao expressiva de seus potenciais
biotecnoldgicos e moleculares. Mais estudos nesta area devem ser incentivados em busca de solugdes
mais sustentaveis ao longo do tempo
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