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RESUMO EXPANDIDO
Eixo Tematico: Manejo de Agroecossistemas

Resumo: A bioprospeccéo de rizobactérias halotolerantes e halofilicas com capacidade de
solubilizagao de fosforo pode representar uma alternativa promissora no manejo sustentavel
de areas agricolas, inclusive nas que apresentam problemas de salinidade. Diante disto,
dezessete bactérias isoladas da rizosfera de plantas haldfitas foram identificadas a nivel de
género e avaliadas quanto a sua capacidade de se multiplicar em concentragbes crescentes
de NaCl e de solubilizar fosfato de calcio e aluminio. Os isolados foram identificados como
pertencentes aos géneros Bacillus sp. (2), Citrobacter sp. (1) Enterobacter sp. (5),
Halomonas sp. (2), Halobacillus sp. (1), Pseudomonas sp. (2) e Straphylococcus sp. (2).
Quatro isolados foram classificados como halofilicos e treze como halotolerantes. Todos os
isolados foram capazes de solubilizar o fosfato de calcio em ambos os meios, e o fosfato de
aluminio somente no meio liquido, o que indica que podem ser promissoras para o
desenvolvimento de bioinsumos.

Palavras-chave: Bactérias halofilicas; bactérias halotolerantes; estresse salino; promogao
de crescimento vegetal.

Introducao:

A salinidade e a seca sao os principais estresses abidticos que prejudicam o
crescimento, a produtividade e o rendimento das culturas vegetais. Muitos fatores
ambientais e antropicos influenciam a salinizagédo do solo e sua aridez, como a
escassa cobertura vegetal, baixa precipitacdo associada a elevada
evapotranspiragao, drenagem limitada, qualidade da agua de irrigacao e praticas
agrondmicas inapropriadas (GAMALERO et al., 2020).

Outro fator limitante para a produgao agricola é a baixa disponibilidade de fésforo
(P) nos solos. Assim, para manter a produtividade agricola, a utilizagdo de
fertilizantes fosfatados tem aumentado nas ultimas décadas, o que pode gerar
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diversos problemas ambientais como a eutrofizagdo de corpos d’agua, além de
representar um desperdicio desse recurso bastante limitado e aumento do custo de
producao (GAMUYAO et al., 2012; WITHERS et al., 2018).

Nesse contexto, microrganismos solubilizadores de fésforo desempenham um papel
central na biodisponibilizacdo desse nutriente, otimizando seu uso e promovendo o
aumento do crescimento vegetal. Dessa forma, a bioprospecgéao de rizobactérias
halotolerantes e halofilicas com capacidade de solubilizacao de fésforo pode
representar uma alternativa promissora no manejo sustentavel de areas agricolas,
inclusive nas que apresentam problema de salinidade (ZHU et al., 2011). A partir
disso, o0 objetivo desse trabalho foi identificar bactérias isoladas da rizosfera de
plantas, classifica-las quanto a capacidade de crescimento em concentragdes
crescentes de NaCl e solubilizacédo de fosfato de calcio (CaHPO,) e de aluminio
(AIPO,) em meios de cultura sélidos e liquidos.

Metodologia:

Origem e identificagdo genotipica das bactérias:

Os 17 isolados bacterianos foram provenientes da rizosfera de plantas haldfitas do
entorno da Lagoa Vermelha de Araruama - RJ e de uma salina desativada em Sao
Pedro da Aldeira - RJ. O DNA total dos isolados foi extraido e um fragmento de
aproximadamente 1000 pb do gene 16S rDNA foi amplificado por reagéo em cadeia
da polimerase (PCR). Foram utilizados primers universais 338F 5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’; 1378R
5-CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACG-3'. O sequenciamento foi realizado na
Plataforma de Sequenciamento de DNA (PSEQDNA), no Instituto de Biofisica
Carlos Chagas Filho, UFRJ. As sequéncias foram editadas utilizando o programa
BioNumerics (v. 7.6), e foram comparadas com sequéncias depositadas no banco
de dados do NCBI utilizando o algoritmo BLASTn para inferéncia dos géneros.

Classificagdo quanto a salinidade:

Colbnias bacterianas foram diluidas em agua salina 0,9% até alcancar a turbidez
equivalente a concentragcdo de 1,5 x 108 UFC.mL" na escala de McFarland. A
segquir, triplicatas de cada isolado foram semeadas em placas contendo meio DYGS
acrescidos de 0,5% a 30% de NaCl e incubadas a 30°C. Os isolados foram
avaliados por um periodo de 14 dias apés a inoculagdo. Isolados que se
desenvolveram exclusivamente em meios com concentragdes iguais ou superiores
1,0% de NaCl foram classificados como hafilicos, ja aqueles que se desenvolveram
também em 0,5% foram classificados como halotolerantes (AMOOZEGAR et al.,
2019; SINGH et al.,, 2019). Apdés as andlises de resposta a salinidade, a
concentracédo de 3% de NaCl foi estabelecida para o cultivo das bactérias nos
demais meios e testes realizados, pois todos os isolados apresentaram crescimento
adequado nessa concentracao.
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Teste de solubilizagdo em meio sdlido:

Os isolados bacterianos foram inoculados em 5 mL de meio DYGS e incubados por
24 horas a 150 rpm. Posteriormente, a densidade 6ptica (DO) de cada cultura foi
ajustada por espectrofotometria. Uma aliquota de 10 yL das culturas foi inoculada
em discos de papel de 6 mm dispostos sobre meio sélido NBRIP acrescido 3% de
NaCl e contendo 5 g por litro de CaHPO, ou AIPO, como fonte de fosfato. As
bactérias foram inoculadas no meio em ftriplicata. O didmetro do halo de
solubilizacdo formado ao redor das col6nias foi medido no décimo sétimo dia apoés a
inoculacado. Os indices de solubilizacéo (IS) foram calculados através da formula:

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

Os isolados foram classificados quanto a capacidade de solubilizagdo em baixa
(IS<2), média (2= 1S<4) e alta (IS>4) (BERRAQUERA et al., 1976).

Teste de solubilizagdo em meio liquido:

Os isolados bacterianos foram cultivados e tiveram suas densidades Oopticas
ajustadas como descrito anteriormente. Os isolados foram inoculados no meio em
triplicata. Uma aliquota 300 pyL de cada cultura foi inoculado em 35 mL de meio
NBRIP (acrescido 3% de NaCl contendo 5 g por litro de CaHPO, ou AIPO, e o pH
ajustado para 7,0) e mantidas sob agitagdo de 150 rpm por 14 dias. O fosforo
soluvel foi quantificado segundo TEIXEIRA et al. (2017) e o pH determinado no dia
da inoculacao e apés 14 dias.

Resultados e Discussao:

As dezessete bactérias foram identificadas como pertencentes aos géneros Bacillus
sp. (3), Citrobacter sp. (1), Enterobacter sp. (5), Halobacillus sp. (1), Halomonas sp.
(2), Pseudomonas sp. (2), Straphylococcus sp. (2). Um isolado apresentou maior
identidade com uma sequéncia de bactéria ndo cultivavel depositada no NCBI
(Tabela 1).

Em relagdo a resposta a salinidade, treze isolados foram classificados como
halotolerantes e quatro classificados como halofilicas. As bactérias classificadas
como halotolerantes, apresentaram crescimento em meios contendo 0,5% de NaCl
e cresceram em concentragbes de até 10%,15% ou 20% de NaCl. Os isolados
classificados como halofilicos se desenvolveram em meios contendo concentracoes
maximas de 10% ou 15% de NaCl (Tabela 1).

Todos os isolados apresentaram resultados positivos, no que tange a solubilizagao
de CaHPO, em meio sdlido (Tabela 1). Entre os dezessete isolados bacterianos, o
isolado Halobacillus sp (58) apresentou um alto indice de solubilizagédo, 10 isolados
obtiveram um indice médio e 6 obtiveram uma baixa solubilizagdo. Nao foram
observados halos de solubilizacdo nos meios contendo AIPO,, embora tenha sido
constatado o desenvolvimento de colénia. No entanto, a formagéo de halos de
solubilizacdo é apenas um indicativo da capacidade de solubilizagdo. A exsudagao
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de acidos organicos é um dos principais mecanismos para a mobilizagdo de fosfatos
minerais por bactérias (ALORI et al., 2017). Esses acidos podem formar complexos
metalicos com ions de Ca, Al e Fe associados aos fosfatos sem levar a formacao de
halos translucidos nos meios de cultura (BASHAN et al., 2013).

Tabela 1: Identificagado, intervalo de crescimento em diferentes concentragdes de
NaCl e classificagao quanto a salinidade e indice de solubilizagao (IS) de CaHPO,
em meio solido

Isolad Gé Intervalo de HEeslileaay
énero . quanto a IS

o crescimento salinidade

49 Bacillus sp./OR113009.1 0,5% - 15% Halotolerante Baixa
120 Bacillus sp./ MT126504.1 0,5% - 15% Halotolerante Baixa
132 Bacillus sp./ OR113009.1 0,5% - 20% Halotolerante Baixa
67 Citrobacter sp./MT263019.1 0,5% - 15% Halotolerante = Média
127 Enterobacter sp./MK559552.1 0,5% - 15% Halotolerante Média
12 Enterobacter sp. IMT409542.1 1,0% - 10% Halofilico Média
1 Enterobacter sp./EF198245.1 0,5% - 10% Halotolerante Média
34 Enterobacter sp./MH988744.1 0,5% - 15% Halotolerante Média
143 Enterobacter sp./MT579677 .1 0,5% - 15% Halotolerante Baixa
58 Halobacillus sp./MT433871.1 0,5% - 15% Halotolerante Alta

8 Halomonas sp./MT509796.1 1,0% - 10% Halofilico Baixa
16 Halomonas sp./MT760104.1 1,5% - 10% Halofilico Média
48 Pseudomonas sp./OR105012.1 0,5% - 15% Halotolerante Média
51 Pseudomonas sp./OR105012.1 0,5% - 20% Halotolerante Média
19 Staphylococcus sp./KT261167.1 0,5% - 15% Halotolerante Baixa
10 Straphylococcus sp./LC511705.1 0,5% - 10% Halotolerante =~ Média
15 uncultured bacterium/M557554.1 1,0% - 10% Halofilico Média

Nos testes em meio liquido, todos os isolados foram capazes de solubilizar CaHPO,
e AIPO,. Entre os dezessete isolados bacterianos, os isolados Bacillus sp. (120) e
Pseudomonas sp. (48) foram os dois isolados que apresentaram a maior
capacidade de solubilizacdo de fosfato de calcio, respectivamente, 757,61 mg/L e
570,01 mg/L, com pH apos 14 dias de 3,8 e 4,3 (Figura 1). Ja os isolados Bacillus
sp. (49) e uncultured bacterium (15), foram os mais expressivos na solubilizagéo de
fosfato de aluminio, apresentando 14,62 mg/L e 14,56 mg/L com pH de 4,4 e 3,0,
respectivamente, (Figura 2). Foi possivel observar uma correlagdo entre a
quantidade de fosfato de calcio solubilizado com a diminuicdo do pH dos meios. Isso
ocorre, pois a solubilizacdo do fosfato de calcio pode se dar pela simples queda do
pH (BASHAN et al. 2013). Microrganismos com capacidade de solubilizagéo
liberaram &cidos organicos ou prétons, acidificando o meio. Além disso, os acidos
organicos podem dissolver o fosfato mineral como um resultado na troca de anions,
formagao de complexos e quelagao dos metais associados ao P.
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Ja nos meios contendo fosfato de aluminio a taxa de solubilizagdo ndo acompanhou
a reducdo do pH. Isso concorda com resultados observados por FANKEM et al.
(2008), que observaram que, diferente dos fosfatos de calcio, a mobilizagdo de
fosfatos de ferro e aluminio € menos diretamente relacionada com a queda do pH;
sendo mais relacionado as constantes de estabilidade da ligagao entre o complexo
Fe ou Al e os diferentes acidos organicos.
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Figura 1: Quantidade de P solubilizado e pH em meios de cultura liquido contendo fosfato
de calcio apos 14 dias de incubacéo.
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Figura 2: Quantidade de P solubilizado e pH em meios de cultura liquido contendo fosfato
de aluminio apés 14 dias de incubagéo.

Conclusao:

As bactérias provenientes da rizosfera de plantas haldfitas descritas neste trabalho
foram capazes de se desenvolver em concentragdes elevadas de NaCl. Além disso,
foram capazes de solubilizar fosfato de calcio e aluminio, sendo consideradas
promissoras para o desenvolvimento de bioinsumos que visem o melhor
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aproveitamento do fosfato presente nos solos, inclusive em ambientes afetados por
sais.
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