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aprovação no RCS Trabalho de Conclusão de Curso.

As mudanças climáticas têm imposto desafios crescentes à agricultura em todo o mundo.
Nesse cenário, o estudo de bactérias associadas a plantas adaptadas a ambientes áridos e
salinos é a base para o desenvolvimento de inoculantes que venham a mitigar os estresses
abióticos das plantas. O objetivo deste estudo foi caracterizar molecularmente estirpes
bacterianas endofíticas isoladas da planta halófita A. nummularia. Foram analisadas 91
estirpes bacterianas, previamente isoladas e selecionadas com base em características
relacionadas à promoção do crescimento das plantas. As estirpes foram reativadas e
submetidas à análise por MALDI-TOF. Aquelas com resultados inconclusivos nessa etapa
foram submetidas ao sequenciamento do gene que codifica a subunidade 16S rRNA via
método Sanger. As sequências obtidas foram analisadas e utilizadas para construir uma árvore
filogenética. O uso do MALDI-TOF foi capaz de identificar 81 estirpes, que foram atribuídas
aos seguintes gêneros bacterianos: Enterobacter (19), Bacillus (11), Klebsiella (4), Pantoea
(1), Priestia (5), Citrobacter (6), Pseudomonas (1), Microbacterium (1), Sphingobacterium
(1), Agrobacterium (1) e Staphylococcus (1). Trinta estirpes não puderam ser identificadas
pelo MALDI-TOF, e 26 foram submetidas ao sequenciamento genético. Os gêneros Bacillus e
Enterobacter, conhecidos por suas interações benéficas com plantas, foram predominantes
entre os identificados. Três estirpes formaram um clado robusto (bootstrap 96%) com
Bacillus cereus, Bacillus tropicus e Bacillus nitratireducens. Uma estirpe foi fortemente
associada (100% de bootstrap) com Priestia megaterium e Priestia aryabhattai. Três estirpes
se agruparam em um clado formado por Bacillus licheniformis e Bacillus paralicheniformis.
Outras estirpes formaram um agrupamento com Bacillus velezensis, Calidifontibacillus
erzurumensis, Bacillus stercoris e Pseudomonas sp. Algumas bactérias apresentaram padrões
de agrupamento mais variados e com valores de bootstrap baixos (<50%), indicando uma
relação filogenética mais incerta. Foi observada que a integração do MALDI-TOF com
técnicas de sequenciamento genético representa uma abordagem poderosa para a identificação
taxonômica de bactérias endofíticas. Este estudo avança o conhecimento sobre a diversidade
de microrganismos em ambientes salinos e oferece subsídios importantes para futuras
pesquisas sobre seu potencial biotecnológico. Além disso, reforça a necessidade de expandir
os bancos de dados de referência, especialmente para microrganismos adaptados a condições



extremas, e destaca o potencial de A. nummularia como modelo para estudos de interação
planta-microrganismo.

Palavras-chave: Atriplex nummularia, MALDI-TOF, sequenciamento genético, endofíticos,
identificação molecular, taxonomia bacteriana.
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Climate change has imposed increasing challenges to agriculture worldwide. In this scenario,
the study of bacteria associated with plants adapted to arid and saline environments is the
basis for the development of inoculants that can mitigate abiotic stresses in plants. The
objective of this study was to molecularly characterize endophytic bacterial strains isolated
from the halophytic plant A. nummularia. Ninety-one bacterial strains, previously isolated and
selected based on characteristics related to plant growth promotion, were analyzed. The
strains were reactivated and subjected to MALDI-TOF analysis. Those with inconclusive
results at this stage were subjected to sequencing of the gene encoding the 16S rRNA subunit
via the Sanger method. The sequences obtained were analyzed and used to construct a
phylogenetic tree. The use of MALDI-TOF was able to identify 81 strains, which were
assigned to the following bacterial genera: Enterobacter (19), Bacillus (11), Klebsiella (4),
Pantoea (1), Priestia (5), Citrobacter (6), Pseudomonas (1), Microbacterium (1),
Sphingobacterium (1), Agrobacterium (1) and Staphylococcus (1). Thirty strains could not be
identified by MALDI-TOF, and 26 were submitted to genetic sequencing. The genera Bacillus
and Enterobacter, known for their beneficial interactions with plants, were predominant
among those identified. Three strains formed a robust clade (96% bootstrap) with Bacillus
cereus, Bacillus tropicus and Bacillus nitratireducens. One strain was strongly associated
(100% bootstrap) with Priestia megaterium and Priestia aryabhattai. Three strains were
grouped in a clade formed by Bacillus licheniformis and Bacillus paralicheniformis. Other
strains formed a cluster with Bacillus velezensis, Calidifontibacillus erzurumensis, Bacillus
stercoris and Pseudomonas sp. Some bacteria presented more varied clustering patterns and
low bootstrap values ​​(<50%), indicating a more uncertain phylogenetic relationship. It was
observed that the integration of MALDI-TOF with genetic sequencing techniques represents a
powerful approach for the taxonomic identification of endophytic bacteria. This study
advances the knowledge on the diversity of microorganisms in saline environments and
provides important subsidies for future research on their biotechnological potential.
Furthermore, it reinforces the need to expand reference databases, especially for
microorganisms adapted to extreme conditions, and highlights the potential of A. nummularia
as a model for studies of plant-microorganism interactions.

Keywords: Atriplex nummularia, MALDI-TOF, genetic sequencing, endophytes, molecular
identification, bacterial taxonomy.
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Foram feitas descobertas promissoras para a agricultura em regiões de solos pobres e climas
adversos. O estudo evidenciou a eficácia da combinação de diferentes técnicas de
identificação e destacou a importância de expandir os bancos de dados sobre essas bactérias,
principalmente aquelas associadas a plantas resistentes e a solos de baixa qualidade. A criação
de um acervo mais robusto pode impulsionar novas estratégias para a agricultura sustentável
em cenários extremos. Pesquisas sobre como a agricultura pode se adaptar às mudanças
climáticas estão ganhando cada vez mais destaque. Em regiões com solos salgados ou climas
extremos, como secas intensas, a produção de alimentos se torna mais difícil. Um grupo de
seres apresenta-se como solução promissora para enfrentar esses desafios: bactérias que
vivem dentro das plantas e ajudam no seu crescimento, mesmo em condições severas. O
estudo em questão focou na planta erva-sal, conhecida por sua resistência a ambientes
difíceis, como os de solos muito salgados e secos. Foram analisadas 81 bactérias retiradas de
suas partes internas, buscando aquelas com características que podem ser benéficas para o
desenvolvimento das plantas. Entre os principais benefícios, estão a capacidade dessas
bactérias de fixar nitrogênio – um processo em que bactérias transformam o gás do ar em
nutrientes que as plantas podem usar. Para identificar as bactérias, foi usada uma técnica que
analisa o que essas bactérias são feitas, funcionando como uma "impressão digital" que ajuda
a determinar a espécie delas. Quando não foi possível identificá-las dessa maneira, foi-se
utilizado o sequenciamento genético. O material genético funciona como um "manual de
instruções" único para cada ser vivo, e no caso deste estudo, foi feita a análise de uma parte
chamada ‘16S rRNA’. É como se fosse um "RG" genético: cada bactéria tem o seu, com
informações que permitem diferenciá-la de outras espécies, mas também com semelhanças
que mostram de qual "família" ela faz parte. Os resultados mostraram uma grande diversidade
de bactérias, com destaque para Bacillus e Enterobacter. Essas bactérias são bem conhecidas
por suas propriedades benéficas para as plantas, ajudando-as a crescer em solos difíceis. Além



disso, o estudo identificou algumas bactérias com impressão incerta, o que sugere a
possibilidade de existirem novas espécies ou variantes com potencial para futuras pesquisas.
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1. INTRODUÇÃO

1.1 Bactérias endofíticas e a mitigação dos efeitos das mudanças climáticas na agricultura

Com o atual crescimento da população mundial, projetada para alcançar 9 bilhões de

habitantes no ano de 2050, emerge a preocupação com demanda alimentícia futura (Campos

Avelar et al., 2023). Estima-se que a produtividade agrícola precise ser duplicada até o ano de

2050 para que seja possível prover a demanda resultante do aumento populacional que vem

sendo documentado durante as últimas décadas (Janni et al., 2023). Apesar da especialização

da produção agrícola usada atualmente, sua produtividade a longo prazo tende a ser reduzida

em decorrência dos efeitos das mudanças climáticas (Di Falco and Chavas, 2008).

As mudanças climáticas, termo que engloba os efeitos do aumento contínuo da
temperatura média do sistema climático do planeta Terra, são causadas pelo aumento da
concentração de gases de efeito estufa (GEE), como o dióxido de carbono (CO2), o metano
(CH4), o óxido nitroso (N2O) e os hidrofluorcarbonos (HFCs), pela atividade humana. A
emissão desses gases se intensificaram durante o período industrial, iniciado em 1850,
marcado por avanços tecnológicos e estruturais que acarretam em aumentos na emissão de
GEE, continuados até hoje (IPCC, 2019; Seneviratne et al., 2021; Zandalinas et al., 2021). O
aumento da temperatura média do planeta é diretamente proporcional à frequência da
incidência de eventos meteorológicos extremos, como ondas de calor, secas ou enchentes,
impactando diversas relações ecológicas existentes e modificando os padrões de distribuição
e interações entre espécies (IPCC, 2019).

Mudanças de temperatura alteram, por exemplo, o comportamento de fitopatógenos,
afetando dinâmicas populacionais e gerando adaptações para evadir das respostas de defesa
das plantas (Campos-Avelar et al., 2023). Isso pode impactar severamente o desenvolvimento
de uma plantação e, consequentemente, reduzir a qualidade do produto ou até causar a sua
perda por completo (Janni et al., 2023). Embora as plantas sejam naturalmente expostas a
diversos estressores bióticos, como fitopatógenos, sua suscetibilidade a doenças pode ser
seriamente impactada pelo clima (Surówka et al., 2020). O estresse térmico, por exemplo,
pode resultar no fechamento de estômatos, redução da fotossíntese, produção de espécies
reativas de oxigênio (ROS, do inglês reactive oxygen species), diminuição do crescimento,
redução da eficiência do uso de água e morte celular local, aumentando assim sua
vulnerabilidade a patógenos (Leisner et al., 2022). Essas condições também desregulam
canais de cálcio controlados por nucleotídeos cíclicos, causando um desbalanço no influxo de

Ca2+ no citoplasma. Além disso, estressores abióticos, como a radiação ultravioleta, variações

de temperatura e falta ou excesso de água, também podem ter seu potencial de impacto sobre
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plantações intensificado pelas mudanças climáticas (Rucińinska-Sobkowiak, 2010; Bita and
Gerats, 2013; Osakabe et al., 2013; He et al., 2018).

Diversas estratégias vêm sendo investigadas para mitigar tais efeitos adversos. Entre

essas, destacam-se práticas de cultivo agroecológico sustentável, que incluem o manejo

apropriado da água e a implementação de técnicas de agricultura de precisão para a

otimização da gestão informacional (Panjehpour & Zarrinpoor, 2024). O desenvolvimento de

culturas geneticamente modificadas para resistência à seca, em conjunto com práticas

agrícolas que minimizem estresses também tem demonstrado potencial promissor

(Zainal-Abidin & Khalid, 2024). Adicionalmente, abordagens como a agricultura vertical e o

cultivo em estufas emergem como soluções inovadoras, criando ambientes controlados que

mitigam os impactos de condições climáticas adversas (Chauhan, 2024).

Estas práticas, embora eficazes até certo ponto, revelam-se insuficientes para

enfrentar a complexidade e a intensidade dos desafios impostos pelas mudanças climáticas.

Portanto, torna-se imperativo buscar alternativas inovadoras que possam complementar os

métodos tradicionais (Biswal, 2024; Verma et al., 2024). Nesse contexto, a exploração

biotecnológica do microbioma vegetal se apresenta como uma estratégia de relevância

crescente.

O microbioma refere-se ao conjunto completo de microrganismos associados a um

ecossistema, incluindo suas interações funcionais e genes, enquanto a microbiota diz respeito

especificamente às comunidades de microrganismos presentes em um ambiente particular,

como bactérias, fungos e vírus que vivem nas raízes, folhas ou no solo ao redor das plantas.

Interações entre as plantas e seu microbioma são complexas e envolvem uma alta diversidade

de microrganismos. Parte dessa diversidade é crucial para promover o crescimento vegetal e a

tolerância a estresses ambientais, como seca e salinidade, ao mesmo tempo em que ajudam a

mitigar os impactos das mudanças climáticas (Addison et al., 2024 ;Brüssow et al., 2024;

Pino & Griffon, 2024).

Dentre esses microrganismos benéficos, destaca-se o grupo das bactérias promotoras

de crescimento vegetal (PGPB, do inglês plant-growth promoting bacteria). Eles podem ser

utilizados como inoculantes, produtos que contém microrganismos vivos que, quando

aplicados a raiz, superfície do substrato, ou solo, colonizam a rizosfera ou interior da planta e

promovem o crescimento vegetal aumentando a disponibilidade de nutrientes primários para

a planta hospedeira (Vessey et al., 2003).

O estudo das interações entre plantas e os microrganismos que habitam o seu interior

tecidual simbioticamente, conhecidos como endofíticos (Berg et al., 2020), é fundamental,
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principalmente quando se considera que a manipulação estratégica representa potencial

tecnologia capazes de promover o crescimento vegetal.

Estes microrganismos destacam-se como potencial objeto de maior investigação, não

apenas por promoverem o crescimento vegetal, mas também por sua capacidade de atuar

como agentes de biocontrole (Glick, 2012; Santoyo et al., 2016), colonizando nichos

semelhantes aos dos fitopatógenos e contornando seus efeitos negativos por mecanismos de

competitividade.

Essa habilidade é atribuída a tal grupo de microrganismos uma vez que grande parte

destes possuem a habilidade de disponibilizar macronutrientes essenciais, como nitrogênio,

fósforo e potássio, além de micronutrientes como ferro e zinco (Ramakrishna et al., 2019).

Ademais, contribuem para a adaptação das plantas a estresses ambientais por meio da

regulação dos níveis de fitohormônios, minimizando reações adversas a condições

desfavoráveis, como a alta salinidade (Glick, 2012; Santoyo et al., 2016).

Entre as bactérias endofíticas, o filo Pseudomonadota se mostra como o mais

predominante, seguido por Actinomycetota, Bacillota e Bacteroidota. Os gêneros mais

comumente estudados como PGPB incluem Pseudomonas, Bacillus, Burkholderia e

Streptomyces (Santoyo et al., 2016; Ramakrishna et al., 2019). No entanto, embora a

diversidade de bactérias endofíticas seja considerável, a exploração de diferentes gêneros

ainda é limitada, o que se dá em grande parte por sua difícil cultivabilidade em laboratório.

Os microrganismos endofíticos são adaptados aos microambientes internos das

plantas, tornando-os difíceis de cultivar fora de seu hospedeiro. Os métodos tradicionais de

cultivo geralmente falham porque essas bactérias requerem fatores de crescimento específicos

e condições ambientais que replicam seu habitat in vivo, incluindo nutrientes personalizados,

níveis de pH e possivelmente interações simbióticas com a planta hospedeira (Pham & Kim,

2012). Além disso, fatores de estresse, como estresses osmóticos e oxidativos, podem impedir

seu crescimento, necessitando de um controle cuidadoso dessas condições para melhorar o

sucesso da cultura. Esses ocorrem frequentemente devido às condições artificiais criadas nos

laboratórios, que podem não replicar exatamente o microambiente natural dos endófitos

dentro da planta hospedeira. Por exemplo, o estresse osmótico pode surgir de concentrações

inadequadas de sais ou outros solutos no meio de cultura, enquanto o estresse oxidativo pode

ocorrer devido à presença de níveis elevados de oxigênio reativo, como peróxidos ou radicais

livres, no ambiente de incubação (Taskila, 2010).

Nessa perspectiva, ampliar o cultivo bacteriano para aqueles endofíticos que são de

difícil cultivabilidade é fundamental para a construção de um banco de conhecimento
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aprofundado sobre esse grupo de microrganismos, permitindo a compreensão das suas

características fisiológicas e, consequentemente, facilitando seu aproveitamento em

aplicações biotecnológicas (Fonseca et al., 2017).

Dentre os fatores relevantes para análise da promoção de crescimento vegetal,

destacam-se genes e enzimas associados à fixação biológica de nitrogênio (FBN), síntese de

ácido indol-acético (AIA) e produção da enzima 1-aminociclopropano-1-carboxílico (ACC)

deaminase, todos notórios por desempenharem papéis cruciais na promoção do crescimento

vegetal (de Oliveira et al., 2012; Blaha et al., 2006; Gaby et al., 2012).

Microrganismos fixadores de nitrogênio desempenham um papel crucial na ecologia

global, mediando a principal fonte biológica de nitrogênio fixado biologicamente na biosfera.

Estes microrganismos, incluindo bactérias e archaeas, possuem a capacidade de realizar a

conversão enzimática do gás dinitrogênio atmosférico (N₂) em amônia (NH₃), que é

fundamental para a biossíntese de macromoléculas celulares, como aminoácidos e ácidos

nucleicos, essenciais para o crescimento e manutenção celular (Mehta et al., 2003).

O processo de fixação biológica de nitrogênio é catalisado pela enzima nitrogenase,

que possui múltiplas subunidades estruturais codificadas pelos genes nifH, nifD e nifK. Em

especial, o gene nifH, que codifica a subunidade redutase da nitrogenase, é amplamente

utilizado como marcador molecular em estudos de bioprospecção para identificar e

caracterizar microrganismos fixadores de nitrogênio (Gaby et al., 2012). A identificação do

nifH em bactérias isoladas sugere um potencial significativo para contribuir ao ciclo do

nitrogênio e, por conseguinte, ao crescimento vegetal, especialmente em ambientes agrícolas.

Outro aspecto relevante ao estudar o potencial dos microrganismos para promover o

crescimento de plantas é a presença do gene acdS, responsável pela codificação da enzima

ACC deaminase. Essa enzima catalisa a conversão do ácido ACC em amônia e

α-cetobutirato, reduzindo a concentração de ACC na planta, precursor direto do hormônio

etileno (Etesami et al., 2020). O etileno, em concentrações elevadas, pode inibir o

crescimento radicular; portanto, microrganismos que expressam ACC deaminase têm o

potencial de mitigar esses efeitos, promovendo o alongamento radicular e o aumento da área

de absorção de água e nutrientes (Blaha et al., 2006).

Além da fixação de nitrogênio e da degradação do ACC, a produção de auxinas,

especialmente o AIA, por microrganismos também é um fator crítico na promoção do

crescimento vegetal. Auxinas são hormônios vegetais envolvidos no desenvolvimento das

raízes, e a produção exógena por bactérias pode induzir a formação de mais pêlos radiculares

e aumentar a captação de nutrientes essenciais do solo (Mohite, 2013).
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Ao cultivar e entender os microrganismos que possuem estas características,

ampliam-se as condições para a criação de inoculantes que aumentem a resiliência das

culturas a condições climáticas extremas, uma necessidade urgente em face das mudanças

climáticas e da degradação do solo em várias regiões do mundo (Yadav et al., 2017). No

entanto, esse desenvolvimento é limitado pela baixa diversidade capturada em cultivo

laboratorial, necessitando de maiores esforços nessa frente para caracterizar e utilizar melhor

a biodiversidade endofítica.

1.2 Seleção e caracterização molecular de bactérias endofíticas isoladas

Para expandir o repertório conhecido de microrganismos endofíticos, primeiramente as

amostras vegetais são coletadas e esterilizadas em sua superfície externa, garantindo que os

microrganismos observados sejam primariamente endofíticos (Kandel et al., 2017). O processo

de esterilização de superfície normalmente envolve o uso de etanol e hipoclorito de sódio, em

concentrações específicas para remover bactérias epífitas e, ao mesmo tempo, poupar a

população endofítica nos tecidos vegetais. Há otimização de protocolos com concentrações

variadas; por exemplo, uma combinação de hipoclorito de sódio a 4% com etanol a 75% foi

considerada eficaz para esterilizar tecidos vegetais como Psidium guajava e Hibiscus

rosa-sinensis (Muhtari et al., 2024). Ajustes para plantas específicas, como a adição de 0,1% de

cloreto mercúrico para superfícies mais resistentes, ajudam a garantir uma desinfecção completa

(Sahu et al., 2022). Para refinar ainda mais a esterilização, são utilizados surfactantes, como o

Tween 20, para penetrar mais profundamente nas superfícies das plantas, e técnicas de

microscopia, como a microscopia eletrônica, para verificar a ausência de contaminantes

superficiais e confirmar a presença de endófitos internalizados (Silva-Cardoso et. al., 2024). A

esterilização ideal aumenta a pureza e a precisão do isolamento de endófitos. Em seguida, essas

amostras passam por técnicas de cultivo seletivo para favorecer o crescimento dos endófitos, que

são então isolados para posterior identificação. Nessa etapa, as limitações de cultivo discutidas

anteriormente levam a predominância de gêneros específicos, como Pseudomonas, Bacillus,

Burkholderia, Stenotrophomonas, Micrococcus, Pantoea e Microbacterium (Santoyo et al.,

2016; Ramakrishna et al., 2019). A recorrência dessas cepas em estudos baseados em cultivo

restringe a descoberta de novas cepas potencialmente mais promissoras, que seguem pouco

exploradas ou ainda desconhecidas.

Há indicação na literatura que a diversidade microbiana associada às plantas é muito

mais ampla do que o pequeno grupo de espécies frequentemente utilizadas em experimentos de

promoção de crescimento vegetal. Estudos como o de Velázquez-Sepúlveda e colaboradores
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(2012) evidenciam que métodos tradicionais baseados em cultivo conseguem identificar apenas

uma fração da microbiota, como gêneros predominantes em ambientes rizosféricos, incluindo

Pseudomonas e Bacillus. Contudo, o mesmo estudo, ao empregar a amplificação de genes 16S

rDNA, revelou a presença de classes de bactérias dificilmente cultiváveis, como

Deltaproteobacteria e Clostridia, que representam uma parcela significativa da comunidade

microbiana e desempenham funções ecológicas críticas. A análise molecular destacou que

muitas dessas bactérias não podem ser isoladas ou estudadas em laboratório devido às exigências

específicas de cultivo, frequentemente desconhecidas. Essa limitação também foi ressaltada por

Santana e colaboradores (2017), que utilizou métodos baseados em DNA genômico para

caracterizar bactérias endofíticas de cacaueiros, evidenciando a importância de métodos

independentes de cultivo para ampliar o escopo da análise microbiana. Assim, enquanto métodos

de cultivo identificam microrganismos de interesse agrícola imediato, abordagens moleculares

revelam uma biodiversidade oculta, incluindo potenciais novos microrganismos com aplicações

biotecnológicas

Sob essa ótica, ressalta-se novamente a importância da caracterização filogenética de

novas espécies que sejam, de fato, cultiváveis isoladas de amostras ambientais (Thangavelu et

al., 2022). Tal abordagem não só permite a descoberta de novas espécies e linhagens em um

campo já limitado pela cultivabilidade, como também amplia o entendimento sobre a

diversidade microbiana e seu potencial biotecnológico. Ademais, viabiliza o desenvolvimento

de novas aplicações práticas a partir de microrganismos já conhecidos, aumentando as

possibilidades de uso em diversas áreas biotecnológicas.

Este processo de identificação de possíveis novas espécies bacterianas precisa,

entretanto, ser submetido a critérios específicos para ter sua validade determinada. Uma nova

espécie é tipicamente considerada quando uma bactéria isolada apresenta características

fenotípicas e genotípicas distintas em comparação com bactérias já descritas (Ali, 2023).

Métodos tradicionais, como testes bioquímicos e isolamento de culturas puras, são

inadequados quando utilizados sozinhos para estimar o perfil filogenético de bactérias

isoladas em amostras ambientais, mesmo em relação a microrganismos cultiváveis. Esses

métodos dependem fortemente da avaliação de características fenotípicas como capacidades

metabólicas, atividades enzimáticas e traços morfológicos, que podem não se diferenciar

claramente entre diferentes espécies ou estirpes, resultando em baixa precisão na

determinação da identificação das bactérias analisadas (Manias et al., 2020). Além disso,

essas metodologias são intensivamente consumidoras de tempo e trabalho, dificultando ainda

mais o processo de identificação (Ferone et al., 2020).
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Dessa forma, técnicas que objetivam a caracterização genômica para a diferenciação de

espécies e estirpes são entendidas como complementos necessários para determinar a filogenia

desses microrganismos. Métodos como a Reação em Cadeia da Polimerase (PCR), combinada

com o sequenciamento do gene codificante da subunidade 16S do RNA ribossomal (16S rRNA),

são amplamente utilizadas para traçar perfis filogenéticos, mesmo que de forma inicial, de

organismos procarióticos. Esse gene possui regiões altamente conservadas, permitindo a

ancoragem de iniciadores universais, e apresenta regiões hipervariáveis espécie-específicas

(Manias et al., 2020).

Até recentemente um isolado bacteriano apresentava menos de 97% de similaridade em

seu gene 16S rRNA com qualquer espécie descrita, este se tornava candidato a uma nova espécie

(Almaki et al., 2016), enquanto uma janela de 99-99.5% era utilizada para a diferenciação de

estirpes de uma mesma espécie (Beye et al., 2017). Contudo, hoje sabe-se que não é possível

atribuir um valor de corte que represente de fato a diferenciação entre espécies com base na

similaridade do gene que codifica o 16S rRNA, pois há grande variabilidade nos níveis de

similaridades entre grupos bacterianos (Kim et al., 2014). Apesar disso, o sequenciamento dessa

região e sua comparação com bancos de dados pré-existentes pode gerar percepções valiosas

sobre bactérias cultivadas ainda não identificadas.

Esses parâmetros decorrem de estudos iniciais comparando 16S rRNA com hibridização

DNA-DNA e posteriormente com a identidade média de nucleotídeos (ANI) como referências

(Kim et al., 2014). Embora estes limiares tenham sido derivados de extensas análises

comparativas entre espécies bacterianas, eles não se aplicam universalmente, uma vez que certos

gêneros, como o Mycobacterium, mostram inconsistências de similaridade de sequência devido à

variação genética específica da linhagem, excedendo 98,65% de similaridade sem representar a

mesma espécie e destacando que os valores limite podem variar dependendo da divergência

evolutiva dentro de um gênero (Beye et al., 2017; Li et al., 2020).

Além disso, estudos em cianobactérias e outros grupos refinaram estes limites, sugerindo

que uma similaridade de 99% pode ser necessária para detectar espécies crípticas ou linhagens

geneticamente semelhantes, mas ecologicamente distintas (Li et al., 2020). Esta variação de

limiar destaca que, embora a faixa de 97% a 98,65% seja uma diretriz geral, estudos específicos

de linhagens são essenciais para garantir uma classificação taxonômica precisa (Li et al., 2020).

Consequentemente, os limiares de similaridade entre genes 16S rRNA são melhores vistos como

diretrizes flexíveis, com valores específicos ajustados com base nas características evolutivas de

cada grupo bacteriano que permitem certa sensibilidade e especificidade na identificação desses
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microrganismos, sejam cultiváveis ou não, ao nível de espécie ou até mesmo de estirpe (Passari

et al., 2018).

Além disso, a utilização do MALDI-TOF (do inglês, Matrix-Assisted Laser Desorption

Ionization Time-of-Flight) tem se destacado na microbiologia devido à sua alta eficiência na

identificação e caracterização de microrganismos a partir de perfis proteômicos específicos. Essa

metodologia permite gerar uma “impressão digital” proteômica para cada microrganismo,

baseada nas proteínas ribossomais predominantes, o que facilita a diferenciação precisa entre

espécies e cepas similares, complementando e corroborando os dados obtidos por técnicas

adicionais (Shastry et al., 2020). Essa abordagem também se mostra vantajosa para identificação

inicial ao evitar processos longos de análise do perfil bacteriano, reduzindo significativamente o

tempo de resposta para identificação microbiana, sendo capaz de processar dezenas de amostras

em poucas horas (Clark et al., 2013). Esse nível de resolução também auxilia na construção de

bancos de dados de proteínas que são essenciais para análises comparativas e para a descoberta

de novas estirpes com propriedades promissoras, integrando-se eficientemente com abordagens

de sequenciamento e enriquecendo o panorama da diversidade microbiana em ecossistemas

específicos.

No entanto, a precisão do MALDI-TOF pode ser limitada pela sobreposição espectral e

pela qualidade das bibliotecas de referência, especialmente quando se trabalha com espécies

raras ou intimamente relacionadas. Quando os bancos de dados de referência não têm

diversidade suficiente ou não representam adequadamente determinados grupos bacterianos, a

capacidade do MALDI-TOF de distinguir com precisão entre organismos estreitamente

relacionados pode ser comprometida. Isso é particularmente relevante em gêneros complexos,

onde pequenas variações proteicas podem resultar em classificações incorretas (Strejcek et al.,

2018). Nesse contexto de aplicabilidade ambiental, é recomendada a combinação do

MALDI-TOF com abordagens baseadas em DNA, para garantir maior precisão, especialmente

no caso de isolados raros ou recentemente descobertos. Seu uso

A exploração de endofíticos, especialmente as PGPB, revela um potencial significativo

para a biotecnologia agrícola sustentável. A bioprospecção e a caracterização filogenética de

novas espécies endofíticas são essenciais para expandir o repertório de microrganismos

disponíveis para uso como inoculantes, melhorando a produtividade das culturas e a resistência a

estresses ambientais. Métodos moleculares avançados, como o sequenciamento do gene 16S

rRNA, juntamente com abordagens complementares como o MALDI-TOF, são cruciais para a

caracterização filogenética de endofíticos isolados a partir de amostras ambientais, uma vez que

permitem uma identificação precisa e uma compreensão mais profunda do seu perfil molecular.



9

Com o avanço contínuo dessas técnicas, a exploração de microrganismos endofíticos

pode revolucionar a agricultura, oferecendo soluções eficazes e sustentáveis para os desafios

globais de produção de alimentos e gestão ambiental. A escolha de cepas oriundas de ambientes

desafiadores, como aquelas associadas a plantas halófitas, como a Atriplex nummularia, pode

facilitar a seleção de microrganismos aptos a prosperar e contribuir para os vegetais em

condições adversas.

1.3 A microbiota da halófita Atriplex nummularia e seu potencial promotor de crescimento

vegetal

O gênero Atriplex, que inclui mais de 400 espécies vegetais, é amplamente encontrado

em regiões áridas e semiáridas ao redor do mundo, sendo conhecido por sua adaptação a solos

salinos. A A. nummularia, conhecida como erva-sal, é uma das espécies mais representativas

desse gênero, e é classificada como uma planta halófita facultativa, ou seja, é capaz de

sobreviver tanto em solos com alta salinidade quanto em solos com baixa concentração de sal.

Essa habilidade se deve a dois mecanismos principais: o acúmulo de sais em seus tecidos,

especialmente nas folhas, e a expulsão ativa de sais por glândulas especializadas. Esses

mecanismos permitem que a planta tolere condições de seca e salinidade extremas (Kelley et al.,

1982; Freire et al., 2016).

Há um grande potencial na captação e exploração biotecnológica de ambientes extremos

similares ao que abriga tal espécie halófita. A produção de fitohormônios como AIA, associado

ao crescimento radicular, auxilia no aumento da superfície de contato destas raízes com o solo,

permitindo que as plantas tenham acesso facilitado a regiões de menor salinidade (Ahmad et al.,

2023). Esses microrganismos podem, em adição, produzir e/ou estimular o acúmulo de

osmoprotetores como prolina, glicina betaína e trealose nos tecidos vegetais. Esses compostos

estabilizam as estruturas celulares e mantêm o equilíbrio hídrico, permitindo que as plantas

sobrevivam ao estresse osmótico causado pela alta salinidade (Tomulescu, 2022). Ainda, certas

bactérias sequestram ou excluem ativamente íons de sódio (Na⁺) da rizosfera ou de suas próprias

células, reduzindo os efeitos tóxicos na planta. Este tamponamento iônico evita danos às vias

metabólicas das plantas (Sánchez-Mendoza et al., 2022).

Tais atributos, que aparentam ter relação com a resiliência à salinidade, tornam bactérias

bioprospectadas a partir de halófitas candidatas especialmente interessantes para produção de

inoculantes. Por exemplo, ensaios com espécies de Halomonas e Bacillus em solos salinos

demonstraram aumento da produção de trigo e arroz, ao mesmo tempo que reduziram a
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dependência de fertilizantes químicos, tornando esta uma estratégia agrícola sustentável

(Shurigin et al., 2022; Ahmad et al., 2023).

O desenvolvimento de biotecnologias agrícolas que exploram a microbiota de espécies

halófitas como a A. nummularia, oriunda de um ambiente desafiador, apresenta um potencial

sustentável significativo para produção de tecnologias promotoras de crescimento, Ao isolar e

aplicar tais microrganismos, é possível criar inoculantes que aumentam a resiliência das culturas

a condições climáticas extremas, uma necessidade urgente em face das mudanças climáticas e da

degradação do solo em várias regiões do mundo (Yadav et al., 2017).

Entretanto, poucos estudos focaram especificamente na microbiota dessas espécies

vegetais. Há a investigação na literatura em relação à espécies bacterianas associadas a Atriplex

canescens e Atriplex torreyi, a partir de cultivo asséptico e sequenciamento massivo do gene 16S

rRNA, revelando que a predominância de gêneros bacterianos Staphylococcus e Beijerinckia,

enquanto outros gêneros, como Geobacillus, Clostridium, Escherichia e Sporobacter, foram

detectados em níveis muito baixos (Lucero, Mary E., et al., 2011).

Estudos específicos sobre a microbiota da A. nummularia revelam que essa planta possui

comunidades bacterianas distintas em diferentes compartimentos, como folhas, raízes e solo

rizosférico, variando de acordo com as características edafoclimáticas dos locais onde cresce. Os

gêneros comuns identificados incluem Bacillus, Pseudomonas e Paenibacillus, todos conhecidos

por seus papéis na promoção do crescimento de plantas e na tolerância ao estresse salino

(Monteiro et al., 2022).

Em solos salinizados do nordeste brasileiro, onde a erva-sal foi analisada, verificou-se

que a composição da microbiota endofítico foliar é mais influenciado pela planta hospedeira,

enquanto a microbiota do solo reflete fatores ambientais externos. Já a comunidade microbiana

das raízes é influenciada tanto pela planta quanto pelo ambiente, criando um gradiente de

complexidade onde o solo hospeda uma diversidade microbiana maior que as raízes e folhas

(Monteiro et al., 2022).

Essa estruturação microbiana ressalta o papel adaptativo da microbiota em

ambientes de salinidade elevada, essencial para a sobrevivência e crescimento de halófitas.

Apesar da escassez de estudos sobre a microbiota de plantas do gênero Atriplex, suas

comunidades microbianas apresentam um potencial considerável para contribuir na adaptação

das plantas a estresses abióticos, modulando processos fisiológicos e bioquímicos (Kavamura

et al., 2013; Moreira e Cardoso, 2020).
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2. JUSTIFICATIVA

Diante do crescimento populacional projetado para as próximas décadas, e dos impactos

negativos das mudanças climáticas na produtividade agrícola, torna-se crucial buscar soluções

inovadoras para garantir a segurança alimentar. Eventos meteorológicos extremos, temperaturas

elevadas, períodos prolongados de seca e a salinização dos solos ameaçam reduzir a capacidade

de produção e qualidade das culturas agrícolas. Esses desafios exigem a adoção de uma

abordagem multifacetada, baseada no uso de tecnologias sustentáveis, na reavaliação da

aplicação de práticas agrícolas tradicionais e na implementação de novas estratégias

biotecnológicas.

Na procura de soluções promissoras, destaca-se o potencial da exploração e inoculação

vegetal com bactérias endofíticas promotoras do crescimento vegetal. Essa abordagem pode

melhorar a resiliência das plantas a estresses ambientais, Dessa forma, é fundamental cultivar e

identificar novas linhagens de bactérias endofíticas capazes de se associar a plantas em

ambientes extremos, priorizando a expansão do reservatório de espécies utilizadas no

desenvolvimento de inoculantes, que é caracterizado atualmente pela alta redundância

taxonômica e dificuldades na aplicação em campo e em escala comercial.

Em 2020, o Laboratório de Biotecnologia e Ecologia Microbiana (LABEM) isolou mais

de 700 espécies de bactérias endofíticas da A. nummularia provenientes de áreas salinizadas do

Nordeste brasileiro. Esse processo de bioprospecção utilizou raízes e folhas da planta como

fonte de inóculo, que foi cultivado em diversos meios de cultura, incluindo um meio alternativo

feito a partir do extrato da própria planta, revelando um amplo e inédito potencial biotecnológico

a ser explorado. Contudo, boa parte dos microrganismos selecionados permaneceu sem

identificação, sendo necessário o uso de técnicas moleculares para fazer a descrição da

diversidade associada a essa planta. Assim, o presente projeto se propõe a expandir o estudo da

microbiota vegetal, identificando aqueles microrganismos com traços PGPBs que ainda não

haviam sido caracterizados.

Investir em práticas inovadoras é crucial para enfrentar os desafios agrícolas futuros, e

apenas através da integração de novas biotecnologias e abordagens sustentáveis é possível

garantir uma agricultura resiliente e eficiente, capaz de assegurar a segurança alimentar em um

cenário de aumento das mudanças climáticas.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

Caracterização taxonômica de estirpes contendo traços promotores de crescimento

vegetal isoladas da halófita A. nummularia de solos salinizados do Nordeste brasileiro,

catalogando o banco de estirpes do laboratório.

3.2 Objetivos específicos

1. Seleção de estirpes isoladas de A. nummularia, estocadas em ultrafreezer no

Laboratório de Biotecnologia e Ecologia Microbiana (LABEM), que apresentam traços

promotores de crescimento testados previamente, para os próximos passos;

2. Identificação de bactérias selecionadas através da utilização da técnica MALDI-TOF;

3. Sequenciamento, através da técnica de Sanger, do gene 16S rRNA a partir do DNA

extraído de bactérias não identificáveis através da técnica de MALDI-TOF;

4. Composição de árvore filogenética e tabela de espécies isoladas de A. nummularia,

através do sequenciamento do gene 16S rRNA e MALDI-TOF.
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4. MATERIAIS E MÉTODOS

4.1 Identificação de banco de estirpes isoladas de Atriplex nummularia por MALDI-TOF

Foram selecionadas 81 estirpes isoladas de A. nummularia testadas anteriormente por

outros membros do grupo de pesquisa com pelo menos um traço promotor de crescimento

vegetal, como a presença dos genes nifH, acdS, e/ou capacidade de síntese de ácido indol-acético

(AIA). Bactérias proveniente das raízes estão codificadas pela letra R seguida de seu número de

identificação, enquanto isolados de folha estão codificadas pela letra F seguida de seu número.

Estes microrganismos foram submetidos, em duplicata, a identificação utilizando o

MALDI-TOF. Para isso, as bactérias estocadas no freezer a -80 ˚C foram descongeladas e

reativadas através do cultivo em ágar triptona de soja (TSA) à 30ºC por 24h. Aquelas que não

apresentaram crescimento inicial foram submetidas a uma etapa extra de cultivo em Caldo

Triptona Soja (TSB), prescindindo aquele em meio sólido.

Uma pequena porção da massa microbiana cultivada em placas de petri foi colhida com a

ponta de um palito de madeira e aplicada até homogeneização em três regiões delimitadas de

uma placa metálica de 96 pontos. Após a aplicação das colônias na superfície, foi aplicado 1μL

de ácido fórmico (70%) em cada amostra. Em seguida, mediante a secagem do primeiro

reagente, foi depositado 1μL de matriz CHCA (alfa-ciano-4-hidroxicinâmico), com

concentração de 10 mg/mL. A placa metálica foi inserida no equipamento de MALDI-TOF, e as

análises de identificação foram conduzidas conforme o procedimento recomendado pelo

fabricante.

Os dados foram gerados utilizando o MALDI-TOF do modelo Microflex LT (Bruker

Daltonik GmbH, Bremen, Alemanha), localizado no Laboratório de Investigação em

Microbiologia Médica (LIMM, CCS, UFRJ), onde foram processados por dois programas

distintos. Um deles, flexControl™ (Bruker®, Alemanha), capacita-se na configuração e

operação dos espectrômetros de massa, enquanto o segundo, MALDI Biotyper® (Bruker®,

Alemanha), é especializado na interpretação e identificação de microrganismos com base nos

espectros obtidos.

A interpretação dos resultados foi feita a partir da avaliação do score value, variando de

1,700 a 3,000, o qual reflete o grau de correspondência de qualidade entre os espectros das

amostras e aqueles presentes no banco de dados (Quadro 1). A partir desses valores atribuídos a

cada bactéria, foi feita a divisão deste em 2 grupos. O primeiro, referente àquelas que obtiveram

score value entre 3.000 e 2.000, foram considerados adequadamente identificados e foram

incorporados ao banco de dados do laboratório. O segundo grupo inclui aquelas com score value
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entre 1.999 ... 0.000. Estas foram submetidas a identificação por sequenciamento genético,

conforme descrito no tópico a seguir (Figura 1).

Quadro 1 - Faixa de valores e interpretação do score value retirada do aparelho MALDI-TOF.

Faixa Interpretação

2.300...3.000 Identificação de espécies altamente provável

2.000...2.299 Identificação segura de gênero, identificação provável de espécie

1.700...1.999 Provável identificação de gênero

0.000...1.699 Identificação não confiável

Figura 1: Processo de seleção, reativação, análise e identificação das estirpes bacterianas isoladas de A.

nummularia, destacando as etapas de triagem por traços de interesse, análise por MALDI-TOF e sequenciamento do

gene 16S rRNA para isolados de gênero não identificado.

4.2. Extração do DNA genômico e PCR para amplificação do gene 16S rRNA

Bactérias submetidas ao sequenciamento genético foram descongeladas e reativadas

conforme descrito anteriormente. Após o crescimento, as culturas foram submetidas a extração

do seu material genético através do kit comercial Wizard® Genomic DNA Purification

(Promega, EUA), seguindo as orientações do fabricante.

A amplificação do gene 16S rRNA foi realizada utilizando o material genético extraído

através de reações de PCR com um volume final de 50 μL, utilizando os iniciadores universais

27f (5’-AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG - 3’) (1µL) e 1492r (5’-TAC GGC TAC CTT GTT



15

ACG ACT T-3’) (1µL) (Lane et al., 1991), GoTaq® G2 Master Mixes (Promega) (25µL) , água

mili-Q estéril (22,5 µL) e amostra de DNA (0,5 µL).

As reações se deram utilizando um termociclador SimpliAmp Thermal Cycler (Applied

Biosystems, EUA), em um ciclo de aquecimento inicial da solução a 94ºC durante 3 minutos.

Em seguida, foram realizados 30 ciclos de desnaturação do DNA a 94 °C por 30 segundos,

hibridação dos iniciadores à 50 °C por 30 segundos, e extensão do DNA a 72 °C por 1 minuto e

40 segundos. Após a conclusão da PCR, as amostras foram preservadas a -20ºC e a amplificação

verificada por análise de eletroforese em gel de agarose (2% agarose, 70-150 volts, 20 minutos).

A purificação do material obtido foi feita utilizando o kit comercial Wizard® SV Gel and PCR

Clean-Up System (Promega, EUA), de acordo com as orientações do fabricante, e a

quantificação do produto purificado através do fluorímetro Qubit® (Invitrogen, EUA).

4.3 Sequenciamento e análise do gene que codifica a subunidade 16S rRNA

Os fragmentos de DNA extraídos foram encaminhados para Plataforma de

Sequenciamento de DNA (PSEQDNA), localizada no Instituto de Biofísica Carlos Chagas Filho,

CCS/UFRJ, para o sequenciamento do gene 16S rRNA através do método de Sanger, com os

iniciadores 515F (GTGCCAGCMGCCGCGGTAA) (Caporaso et al., 2011), 927R

(CCGTCAATTCMTTTRAGT) (Lane et al., 1991), e 785F (Klindwort et al., 2013).

(GGATTAGATACCCBGGTAGTC).

O sequenciamento foi seguido por uma análise de bioinformática realizada utilizando o

software UGENE (v2, Ugene Team, Rússia). As sequências obtidas foram processadas para a

montagem de contigs, utilizando o comando sequence quality trimmer, com um limiar de 30. A

montagem foi realizada utilizando o algoritmo CAP3. Aquelas em que a montagem pelo

algoritmo não foi possível, foi realizada a tentativa de montagem manual, através da

sobreposição das sequências. As sequências montadas foram separadas em dois grupos: aquelas

com tamanho superior a 785 pares de bases (pb) e as menores que este limite. As sequências

com mais de 785 pb foram utilizadas tanto para a construção da árvore filogenética. Para a

montagem da árvore, essas sequências foram alinhadas utilizando o algoritmo ClustalW. A

árvore foi construída pelo método de Maximum Likelihood (ML), com suporte estatístico

baseado em 1000 replicações de bootstrap, garantindo a confiabilidade dos agrupamentos

filogenéticos. Para cada contig, foi realizado o download de duas sequências de referência mais

similares, através do BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) no banco de dados NCBI

(National Center for Biotechnology Information), e incorporados na árvore.
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Sequências menores que 785 pb foram analisadas de forma diferenciada: foi utilizado o

maior fragmento de contig gerado ou, na ausência disso, o maior fragmento individual obtido a

partir do sequenciamento com os três primers distintos. Essas sequências, e também as maiores

que 785 pb, foram submetidas ao algoritmo BLAST para identificação no banco de dados NCBI.

O melhor alinhamento (best hit), com base na maior homologia e menor e-value, foi registrado e

utilizado para identificar os isolados.
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5. RESULTADOS

5.1 Seleção, reativação e identificação de banco de estirpes isoladas de Atriplex nummularia

por MALDI-TOF

Foram selecionadas 81 estirpes bacterianas, com a presença dos genes nifH e/ou acdS,

e/ou capacidade de síntese de AIA, para o desenvolvimento do projeto. Essas foram reativadas

com sucesso e submetidas à análise por MALDI-TOF (Anexo 1). Dessas, 72 foram isoladas das

raízes e 19 das folhas de Atriplex nummularia.

A classificação preliminar (Figura 2; Tabela 1), feita através do MALDI-TOF, revelou a

seguinte distribuição de gêneros bacteriano: Não identificado (30), Enterobacter (19), Bacillus

(11), Klebsiella (4), Pantoea (1), Priestia (5), Citrobacter (6), Pseudomonas (1),

Microbacterium (1), Sphingobacterium (1), Agrobacterium (1) e Staphylococcus (1). Dos

isolados não classificáveis (30), 26 seguiram para o sequenciamento pela metodologia de Sanger

do gene que codifica para a subunidade 16S do RNA ribossomal.

Do ponto de vista de filo, o filo Pseudomonadota foi predominante devido à alta

frequência de gêneros da família Enterobacteriaceae, além de outros gêneros como Pantoea

(F102, R342) e Agrobacterium (R34, R395). O filo Bacillota apresentou ampla contribuição,

com destaque para os gêneros Bacillus e Priestia. O filo Actinomycetota, embora menos

representado, incluiu isolados como Glutamicibacter sp. (R139, R159, R389). Apesar da
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identificação eficiente em muitos casos, um número significativo de isolados (Figura 2)

permaneceu não identificável, evidenciando limitações no método para determinados grupos

taxonômicos ou condições de amostra.

No nível de família, os isolados da família Enterobacteriaceae (F153, F353, R335)

demonstraram uma ampla diversidade de gêneros e espécies, evidenciando a predominância

desse grupo. Além disso, a família Bacillaceae foi bem representada por isolados como Priestia

megaterium (F300, R132, R181, R297, R390) e várias ocorrências de Bacillus subtilis. Outras

famílias, como Microbacteriaceae (R157) e Sphingobacteriaceae (com Sphingobacterium

multivorum, R322), também foram identificadas.

A análise dos isolados submetidos à identificação de consenso taxonômico, utilizando os

dados obtidos através do MALDI-TOF, revelou uma diversidade significativa, abrangendo

identificações ao nível de espécie, gênero e família, além de alguns isolados não identificáveis

(Tabela 1). Dentre os gêneros observados, Enterobacter foi o mais representativo, com isolados

como Enterobacter bugandensis (R99, R108, R118, R341, R389, R400), Enterobacter ludwigii

(R246) e outros identificados como Enterobacter sp. (R89, R285, R292, R298, R306, R325,

R327, R334, R348, R359, R381, R391). O gênero Bacillus também se destacou, especialmente

com Bacillus subtilis, identificado em isolados como F22, F283, R7, R101, R111, R122, R246,

R272, R273, R278 e R295. Outros gêneros importantes incluem Citrobacter, com Citrobacter

freundii (R13, R77, R94) e Citrobacter sp. (R321, R342), além de Klebsiella, representada por

Klebsiella pneumoniae (F182), Klebsiella aerogenes (R148, R300, R307) e Klebsiella sp.

(R242).

Tabela 1. Consenso taxonômico relativo às estirpes submetidas ao MALDI-TOF

Isolado Consenso Taxonômico Grau de Taxonomia

F22 Bacillus subtilis Espécie

F102 Pantoea ananatis Espécie

F283 Enterobacter hormaechei Espécie

F153 Enterobacteriaceae Família

F353 Enterobacteriaceae Família

F182 Klebsiella pneumoniae Espécie

F268 Pseudomonas sp. Gênero

F300 Priestia megaterium Espécie
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F120 Não identificável -

F244 Não identificável -

F208 Não identificável -

F237 Não identificável -

F241 Não identificável -

F263 Não identificável -

F269 Não identificável -

F301 Não identificável -

F317 Não identificável -

F320 Não identificável -

F321 Não identificável -

R74 Bacillus sp. Gênero

R7 Bacillus subtilis Espécie

R101 Bacillus subtilis Espécie

R111 Bacillus subtilis Espécie

R122 Bacillus subtilis Espécie

R246 Bacillus subtilis Espécie

R272 Bacillus subtilis Espécie

R273 Bacillus subtilis Espécie

R278 Bacillus subtilis Espécie

R295 Bacillus subtilis Espécie

R13 Citrobacter freundii Espécie

R77 Citrobacter freundii Espécie

R94 Citrobacter freundii Espécie

R301 Citrobacter amalonaticus Espécie

R321 Citrobacter sp. Gênero

R342 Citrobacter sp. Gênero

R97 Enterobacter hormaechei Espécie

R108 Enterobacter bugandensis Espécie

R118 Enterobacter bugandensis Espécie

R400 Enterobacter bugandensis Espécie

R341 Enterobacter bugandensis Espécie

R389 Enterobacter bugandensis Espécie

R246 Enterobacter ludwigii Espécie

R285 Enterobacter sp. Gênero
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R292 Enterobacter sp. Gênero

R298 Enterobacter sp. Gênero

R306 Enterobacter sp. Gênero

R325 Enterobacter sp. Gênero

R327 Enterobacter sp. Gênero

R334 Enterobacter sp. Gênero

R348 Enterobacter sp. Gênero

R359 Enterobacter sp. Gênero

R381 Enterobacter sp. Gênero

R391 Enterobacter sp. Gênero

R335 Enterobacteriaceae Família

R34 Agrobacterium radiobacter Espécie

R395 Agrobacterium sp. Gênero

R132 Priestia megaterium Espécie

R181 Priestia megaterium Espécie

R297 Priestia megaterium Espécie

R297 Priestia megaterium Espécie

R139 Glutamicibacter sp. Gênero

R159 Glutamicibacter sp. Gênero

R389 Glutamicibacter sp. Gênero

R148 Klebsiella aerogenes Espécie

R242 Klebsiella sp. Gênero

R300 Klebsiella aerogenes Espécie

R307 Klebsiella aerogenes Espécie

R157 Microbacterium sp. Gênero

R253 Staphylococcus sp. Gênero

R322 Sphingobacterium multivorum Espécie

R322 Sphingobacterium multivorum Espécie

R323 Kosakonia sp. Gênero

R8 Não identificável -

R36 Não identificável -

R115 Não identificável -

R190 Não identificável -

R213 Não identificável -

R255 Não identificável -

R281 Não identificável -
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R288 Não identificável -

R309 Não identificável -

R311 Não identificável -

R314 Não identificável -

R324 Não identificável -

R334 Não identificável -

R342 Não identificável -

R349 Não identificável -

R365 Não identificável -

R383 Não identificável -

R397 Não identificável -

R417 Não identificável -

5.2 Sequenciamento e análise de bioinformática do gene 16S rRNA

Os contigs foram montados a partir das sequências de 16S rRNA, e apenas aqueles com

pelo menos 785 pares de bases foram utilizados para a construção de uma árvore filogenética

(Figura 3). Os seguintes isolados foram incluídos, juntamente com duas sequências mais

similares obtidas com o uso da ferramenta BLASTn no banco NCBI: F120, R285, R311, R74,

R397, R383, R417, R329, R334, R8 e R324 (R: raiz; F: folha).

F269 e F208 agruparam-se com Bacillus cereus (NR 074540.1, NR 115526.1, NR

115714.1) e Bacillus proteolyticus (NR 157735.1) com suporte moderado (bootstrap 57%),

indicando relação filogenética possível. Por outro lado, as estirpes F269, F208 e F237 formaram

um clado robusto (bootstrap 96%) com Bacillus cereus (NR 115714.1), Bacillus tropicus (NR

157736.1) e Bacillus nitratireducens (NR 157732.1).

O R417 apresentou suporte moderado (68%) ao agrupar-se com Bacillus tropicus e

Bacillus nitratireducens, mas teve um agrupamento muito robusto (100%) com Priestia

megaterium (NR 117473.1) e Priestia aryabhattai (NR 115953.1), indicando maior proximidade

com este último gênero.

Os isolados R285 e R311 apresentaram-se destacados do clado formado por Bacillus

licheniformis (NR 074923.1, NR 118996.1), Bacillus paralicheniformis (NR 137421.1), Bacillus

haynesii e Bacillus piscis, sugerindo uma relação mais distante e possível divergência evolutiva

em relação a esse grupo. Por outro lado, R329 agrupou-se com essas espécies com suporte
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moderado (68%), indicando proximidade genética consistente com o clado maior que inclui o

complexo Bacillus licheniformis.

Já as estripes F320, F244, F241, F301 e F317 formaram agrupamento consistente (84%)

com Bacillus velezensis, Calidifontibacillus erzurumensis e Bacillus stercoris, indicando

conservação genética. Já F321 mostrou proximidade moderada (59%) com Pseudomonas

glycinae e Pseudomonas kribbensis, mas alta (100%) com Pseudomonas soyae. R8 agrupou-se

com espécies de Enterobacter e Pantoea com suporte de 89%, mas teve suporte baixo (31%)

com outras espécies do complexo Enterobacterales. Os isolados F120 e F263 formaram clado

robusto (95%) com Enterobacter wuhouensis e Scandinavium goeteborgense, embora o clado

maior tenha suporte fraco (15%)..

R74, R334 e F152 apresentaram padrões de agrupamento mais variados e com valores

de bootstrap baixos (<50%), o que indica uma relação filogenética mais incerta com as espécies

próximas utilizadas como referência.
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Figura 3. Árvore filogenética de sequências de 16S rRNA inferida por Maximum Likelihood (100 bootstraps). As

sequências foram alinhadas através do algoritmo ClustalW, e possuem 785 pares de bases. Duas sequências mais

próximas de cada isolado foram baixadas através da plataforma NCBI, após a execução de BLAST no banco de

dados.
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Tabela 2. Análise comparativa de contigs com o banco de dados do NCBI

Isolado
Tamanho
(pb) Sequência mais próxima

Query
Cover
(%)

% de
Identidade Accesso

F269 1496 Bacillus cereus strain ST06 100% 99,87% MF496242.1

F208 1496 Bacillus cereus strain NIBSM OsR5 100% 99,80% KY930705.

R285 1519 Bacillus sonorensis strain 4H8-1 99% 99,60% OL589555.1

R311 1521 Bacillus aerius strain BAB-2472 99% 99,13% OL589555.1

F241 1274 Bacillus vallismortis strain KS6 100% 96,55% KY114489.1

F320 1342
Bacillus sp.

strain AAUBC-BGM7 98% 96,29% MZ577113.1

F317 1020 Bacillus tequilensis strain 25096 99% 95,05% OR453686.1

F301 1184 Bacillus stercoris strain D7XPN1 100% 98,12% AY197613

F244 1110 Bacillus rugosus strain SPB7 100% 97,64% MK346333

R329 1087 Bacillus sonorensis strain FJAT-46199 100% 94,57% MK859956.1

F237 1225 Bacillus anthracis strain Pasteur 100% 94,53% CP076190.1

R385 521 Bacillus velezensis strain FZB42 98% 94,59% MT762886.1

R255 349 Bacillus tequilensis strain 10b 97% 86,71% AY197613

R397 896 Bacillus paralicheniformis RSC-3 100% 83,75% AP023090.1

F152 1510 Enterobacter cancerogenus strain M004 98% 99,66% KT462692.1

R8 1420 Enterobacter aerogenes 100% 99,33% AF395913.1

F263 1495
Enterobacter asburiae strain

RHBSTW-01009 99% 98,86% CP056126.1

F120 1506 Enterobacter kobei strain Ek72 98% 98,72% CP088229.1

R327 122 Serratia surfactantfaciens strain YD25 100% 91,87% CP016948.1

R213 660 Serratia nematodiphila DZ0503SBS1 97% 74,24% EU036987

F321 1322 Pseudomonas sp. strain B17 99% 99,73% KY324854.1

R74 1428 Pantoea ananatis LMG 20 m 103 99% 99,23% CP001875.2

R383 899 Cellulomonas sp. Y8 99% 99,11% CP041203.1

R417 1511 Priestia megaterium strain H-1 16S 99% 99,93% KT273285.

R281 546 Klebsiella pneumoniae strain Kp067-M1 100% 96,40% CP151759.1

R334 1418
Citrobacter amalonaticus strain

FDAARGOS_122 99% 97,32% CP014015.2
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Também foi realizada uma análise utilizando o banco de dados BLAST (NCBI) com

todas as sequências obtidas após a montagem (Tabela 2), incluindo aquelas que não atingiram o

padrão de 785 pares de bases estabelecido para construir a árvore filogenética (Figura 2). Essa

seleção possibilitou o aproveitamento das sequências em relação às informações disponíveis em

bancos de dados públicos.

O isolado F269, com 1496 pb, foi preliminarmente identificado como Bacillus cereus

strain ST06, enquanto F208, com o mesmo tamanho, foi associado a Bacillus cereus strain

NIBSM OsR5, ambos com 100% de cobertura e percentuais de identidade superiores a 99,80%.

R285, com 1519 pb, foi relacionado a Bacillus sonorensis strain 4H8-1, apresentando 99% de

cobertura e 99,60% de identidade. O maior tamanho, de 1521 pb, foi encontrado no isolado

R311, atribuído a Bacillus aerius strain BAB-2472, com 99% de cobertura e 99,13% de

identidade.

O F241, com 1274 pb, foi associado a Bacillus vallismortis strain KS6, apresentando

100% de cobertura e 96,55% de identidade. F320, com 1342 pb, foi relacionado a Bacillus sp.

strain AAUBC-BGM7, com 98% de cobertura e 96,29% de identidade. F317, de 1020 pb, foi

preliminarmente identificado como Bacillus tequilensis strain 25096, enquanto F301, com 1184

pb, foi associado a Bacillus stercoris strain D7XPN1, ambos com coberturas superiores a 97% e

identidades acima de 95%. F244, de 1110 pb, foi atribuído a Bacillus rugosus strain SPB7.

O R329, com 1087 pb, foi identificado como Bacillus sonorensis strain FJAT-46199,

enquanto F237, de 1225 pb, foi relacionado a Bacillus anthracis strain Pasteur, ambos com

coberturas completas. R385, com 521 pb, foi atribuído a Bacillus velezensis strain FZB42, e

R255, com 349 pb, apresentou a menor sequência, sendo relacionado a Bacillus tequilensis

strain 10b. R397, de 896 pb, foi associado a Bacillus paralicheniformis RSC-3.

Os isolados do gênero Enterobacter incluem F152, com 1510 pb, relacionado a

Enterobacter cancerogenus strain M004; R8, com 1420 pb, associado a Enterobacter aerogenes;

F263, de 1495 pb, atribuído a Enterobacter asburiae strain RHBSTW-01009; e F120, com 1506

pb, identificado como Enterobacter kobei strain Ek72.

Já R327, com 122 pb, foi relacionado com a Serratia surfactantfaciens strain YD25,

enquanto R213, com 772 pb, foi associado à Serratia marcescens strain NatBD-9. F321, de 1322

pb, foi atribuído preliminarmente a Pseudomonas sp. strain B17, e R74, com 1428 pb, foi

relacionado a Pantoea ananatis LMG 20 103.

Outros isolados incluem R383, com 899 pb, associado a Cellulomonas sp. Y8; R417,

com 1511 pb, atribuído a Priestia megaterium strain H-1 16S; R281, com 546 pb, relacionado a
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Klebsiella pneumoniae strain Kp067-M1; e R334, com 1418 pb, identificado como Citrobacter

amalonaticus strain FDAARGOS_122.

Dessa maneira, a integração dos dados consolidados com as duas técnicas levou às

seguintes classificações em nível de gênero: Bacillus (31 isolados), Enterobacter (23),

Citrobacter (7), Priestia (6), Klebsiella (5), Pantoea (2), Agrobacterium (2), Pseudomonas (2),

Serratia (2), Microbacterium (1), Sphingobacterium (1), Staphylococcus (1) e Cellulomonas (1).
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6. DISCUSSÃO

A identificação molecular de endofíticos bacterianos isolados de A.nummularia fornece

uma base essencial para explorar seu potencial como microrganismos promotores do

crescimento de plantas (PGPB), principalmente para o desenvolvimento de produtos como

inoculantes vegetais (Ahmad et al., 2023). A investigação realizada permitiu aprofundar o

conhecimento sobre a diversidade taxonômica dos endofíticos armazenados no banco de estirpes

do laboratório, contribuindo para a estruturação de uma base de dados mais robusta e

abrangente, essencial para sustentar futuras aplicações biotecnológicas direcionadas a diferentes

ecossistemas.

Entre as ferramentas utilizadas, o MALDI-TOF mostrou-se de grande valia para a

identificação microbiana inicial dos isolados bacterianos, revelando-se um método rápido e

de custo relativamente acessível. Essa técnica, baseada na análise de impressões digitais

proteicas, oferece uma abordagem prática para a triagem e classificação preliminar dos

isolados bacterianos. No presente estudo, o MALDI-TOF desempenhou um papel crucial ao

permitir a triagem de um grande número de isolados endofíticos de forma ágil, criando um

ponto de partida organizado para análises mais aprofundadas.

Embora apresente inúmeras vantagens, a aplicação do MALDI-TOF na microbiologia

ambiental enfrenta limitações significativas devido à sua dependência de bancos de dados

espectrais abrangentes. Estudos apontam lacunas consideráveis nessas bibliotecas, especialmente

no que diz respeito às bactérias associadas a plantas, frequentemente sub-representadas (Han et

al., 2023). Além disso, o MALDI-TOF enfrenta desafios na diferenciação de espécies

intimamente relacionadas, já que perfis de massa de proteínas sobrepostos podem dificultar a

identificação em nível específico (Ringer et al., 2023).

Neste trabalho, as limitações da técnica foram utilizadas de forma estratégica para

facilitar a triagem e a seleção dos isolados bacterianos, ao aprofundar o estudo nos isolados em

que a técnica não conseguiu identificar. A análise das discrepâncias nos espectros de massa

permitiu identificar isolados que apresentavam maior distância em relação aos perfis registrados,

destacando-os como alvos de interesse para maior investigação. Para os isolados cujo gênero não

pôde ser sequer determinado, o sequenciamento do gene 16S do RNA ribossomal foi essencial,

fornecendo uma resolução molecular necessária para compreender suas posições filogenéticas.

Essa etapa foi complementada pela construção de uma árvore filogenética, que revelou padrões

evolutivos e destacou a diversidade entre os isolados, como evidenciado pelos valores de

bootstrap e agrupamentos identificados.
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A análise filogenética revelou uma ampla diversidade taxonômica entre os isolados

endofíticos sequenciados, abrangendo gêneros como Bacillus, Enterobacter, Serratia,

Pseudomonas e Pantoea. Essa heterogeneidade reflete a complexidade das interações

microbianas nos ambientes ocupados por endofíticos. Entre os isolados, as estirpes F269, F208 e

F237 formaram um agrupamento robusto (bootstrap 96%) com espécies como Bacillus cereus,

Bacillus tropicus e Bacillus nitratireducens, indicando forte conservação genômica e

proximidade filogenética. Esses resultados corroboram estudos prévios, como o de Yarza et al.

(2008), que destacam a eficácia de árvores baseadas no gene 16S rRNA para delimitar relações

evolutivas dentro do gênero Bacillus.

Por outro lado, os isolados R285 e R311 se destacaram do grupo principal que inclui

Bacillus licheniformis e Bacillus paralicheniformis, sugerindo divergências genéticas

significativas. Esse afastamento pode indicar a emergência de novas linhagens dentro do

complexo Bacillus. A literatura científica aponta que divergências genéticas significativas em

árvores filogenéticas baseadas no gene 16S rRNA frequentemente refletem variações adaptativas

ou metabólicas que caracterizam novas espécies bacterianas (Patel & Gupta, 2020). Por

exemplo, estudos como o de Patel e Gupta (2020) ressaltam que divergências dentro de

complexos filogenéticos de Bacillus frequentemente correspondem a estirpes com características

funcionais inéditas ou potencial biotecnológico específico. Essa noção é corroborada por

Ludwig et al. (2021), que destaca que variações dentro de complexos como o de Bacillus

licheniformis podem sinalizar linhagens crípticas ou eventos de especiação ainda não

reconhecidos. O isolado R329 agrupou-se com Bacillus licheniformis, Bacillus

paralicheniformis, Bacillus haynesii e Bacillus piscis (bootstrap 68%), sugerindo uma relação

intermediária, com possível divergência no perfil do gene, reforçando a hipótese de que ele

possa representar uma estirpe em processo de diferenciação.

O comportamento do isolado R417 também é notável, formando um clado fortemente

suportado (bootstrap 100%) com Priestia megaterium e Priestia aryabhattai, enquanto exibe

uma relação moderada com Bacillus tropicus e Bacillus nitratireducens (bootstrap 68%). Esses

grupos pertencem à mesma família, Bacillaceae, o que explica a proximidade filogenética

observada e sugere ancestralidade compartilhada. Patel e Gupta (2020) reforçam que gêneros

dentro de Bacillaceae, como Bacillus e Priestia, apresentam relações filogenéticas próximas

devido a padrões evolutivos conservados, apesar de divergências adaptativas. Assim, o

agrupamento de R417 pode ser entendido como reflexo de relações evolutivas consistentes

dentro da família, alinhando-se às classificações recentes que destacam a coesão genética entre

os membros desse cladoF
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O baixo suporte filogenético observado para isolados como R74, R397, R383, R334 e

R324 (<50%) indica incertezas que podem ser atribuídas às limitações do uso exclusivo do gene

16S rRNA. Esses isolados podem representar linhagens altamente divergentes ou posições

filogenéticas incertas, destacando a necessidade de análises complementares, como

sequenciamento do genoma completo, para maior resolução. Entretanto, esses padrões de

agrupamento filogenético também podem aportar para possíveis linhagens, reforçando a

importância de abordagens mais resolutivas, como o sequenciamento genômico completo, para

confirmar seu status taxonômico (Gomila et al., 2015). Já a proximidade de F120 e F263 com

Enterobacter wuhouensis e Scandinavium goeteborgense (bootstrap 95%) aponta para uma forte

conservação genética.

A predominância de isolados relacionados ao gênero Bacillus ressalta sua facilidade de

cultivo, porém também sua relevância ecológica e funcional em ambientes vegetais,

corroborando noções pré-estabelecidas na literatura sobre sua atuação no crescimento vegetal,

controle de patógenos e manutenção da saúde do hospedeiro (Fan et al., 2019). Há indicações

que espécies como Bacillus tequilensis, Bacillus sonorensis e Bacillus stercoris possuem

propriedades bioquímicas que facilitam a produção de compostos bioativos, como sideróforos,

auxinas e antibióticos naturais, promovendo não apenas o crescimento radicular, mas também a

resistência sistêmica induzida (Chen et al., 2021). Por exemplo, B. tequilensis tem sido descrito

por sua capacidade de secretar ácido indolacético em rizosferas de gramíneas, estimulando o

desenvolvimento de raízes secundárias. Similarmente, B. sonorensis apresenta potencial para

sintetizar compostos voláteis antimicrobianos que suprimem fungos fitopatogênicos em

hortaliças de grande importância agrícola, como o tomate (Lycopersicon esculentum)

(Gómez-Lama et al., 2020). Tais características multifuncionais reforçam a capacidade do

gênero Bacillus de não apenas colonizar tecidos vegetais, mas também estabelecer interações

mutualísticas que favorecem a produtividade e a resiliência das plantas cultivadas.

Paralelamente, a atribuição de isolados a Enterobacter cancerogenus (F152) e

Enterobacter aerogenes (R8) sugere que os gêneros da família Enterobacteriaceae também têm

papéis cruciais no ambiente endofítico, como a fixação de nitrogênio e a modulação de estresses

abióticos (Compant et al., 2010). Isolados de Serratia (R327, Serratia marcescens) e

Pseudomonas (F321) destacam a produção de metabólitos antimicrobianos e a proteção contra

herbívoros, enquanto Pantoea ananatis (R74) demonstra um papel ambivalente, sendo endófito

benéfico ou patógeno oportunista, dependendo do contexto (Walterson & Stavrinides, 2015).

A alta abundância de isolados de Enterobacter em tecidos vegetais reflete sua capacidade

de colonizar nichos endofíticos e desempenhar funções ecológicas importantes, como a
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promoção do crescimento vegetal por meio da fixação de nitrogênio e da síntese de hormônios

vegetais. No entanto, a presença de Enterobacter também levanta preocupações significativas

devido ao seu potencial como patógeno oportunista em humanos, com espécies como

Enterobacter cancerogenus e Enterobacter aerogenes frequentemente associadas a infecções

hospitalares, como septicemia e infecções do trato urinário (Sanders & Sanders, 1997). Esse

duplo papel coloca limitações na aplicação direta desses isolados como inoculantes agrícolas,

considerando os riscos associados à disseminação de patógenos humanos em sistemas agrícolas

e ambientais. Além disso, a transferência horizontal de genes de resistência a antibióticos,

frequentemente observada em Enterobacter e outros membros da família Enterobacteriaceae,

exacerba as preocupações sobre o uso indiscriminado desses microrganismos em práticas

agrícolas (Tóth et al., 2016). Assim, embora as interações benéficas entre Enterobacter e plantas

sejam bem documentadas, o desenvolvimento de inoculantes seguros requer abordagens

rigorosas de seleção e manipulação genética para mitigar os riscos potenciais à saúde humana.

Na legislação brasileira, o uso de microrganismos do gênero Enterobacter como

biofertilizantes ou inoculantes agrícolas é estritamente proibido, principalmente devido ao seu

potencial de patogenicidade em humanos e aos riscos associados à transferência de genes de

resistência a antibióticos. De acordo com o Decreto nº 4.074 de 2002, que regulamenta a Lei nº

7.802 de 1989, qualquer organismo geneticamente modificado ou com risco comprovado à

saúde pública e ambiental é restrito em sistemas agrícolas (Brasil, 2002). Além disso, a

Resolução Normativa nº 16 de 2018 da Comissão Técnica Nacional de Biossegurança (CTNBio)

estabelece critérios rigorosos para a aprovação de microrganismos geneticamente modificados,

limitando o uso de mutações que possam potencialmente aumentar a virulência ou disseminação

de genes de resistência a antibióticos (CTNBio, 2018). Essas regulamentações refletem uma

abordagem cautelosa, que prioriza a segurança sanitária e ambiental ao mesmo tempo em que

orienta o desenvolvimento de biotecnologias agrícolas sustentáveis no país.

Finalmente, gêneros menos comumente encontrados em ambientes endofíticos, como

Cellulomonas (R383) e Citrobacter (R334), ampliam a compreensão sobre a complexidade e

heterogeneidade desses nichos ecológicos, sugerindo que essas bactérias podem ter desenvolvido

adaptações específicas para a degradação de compostos complexos ou para a exploração de

recursos ambientais únicos. A identificação desses microrganismos reforça a importância de se

explorar de forma abrangente as bactérias endofíticas cultiváveis que possuem características de

promoção do crescimento vegetal, uma vez que isso pode revelar gêneros não frequentemente

observados nesse contexto, mas com grande potencial para desempenharem papéis mais

eficientes na produção biotecnológica. Um exemplo notável na literatura é o gênero
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Burkholderia, particularmente Burkholderia phytofirmans, que, embora inicialmente associado a

habitats diversos, demonstrou grande eficácia como promotor de crescimento vegetal. Existem

evidências que essa espécie pode induzir resistência sistêmica em plantas, além de melhorar a

tolerância a estresses abióticos, como seca e salinidade, características essenciais para cultivos

em condições adversas (Compant et al., 2008). De forma semelhante, o gênero

Methylobacterium, comumente isolado de superfícies foliares, mas também encontrado em

ambientes endofíticos, desempenha um papel crucial ao metabolizar metanol liberado pelas

plantas hospedeiras, promovendo crescimento radicular e aumento da biomassa foliar (Corpe,

1985). Esses exemplos reforçam como a investigação de gêneros bacterianos menos explorados

pode ampliar significativamente o escopo de aplicações biotecnológicas, fornecendo soluções

inovadoras para a agricultura sustentável e o manejo de estresses ambientais em culturas

agrícolas.

Embora os dados obtidos forneçam conclusões iniciais valiosas sobre a filogenia e a

diversidade desses isolados, é imprescindível a realização de estudos complementares. O gene

16S rRNA tem sido há muito tempo uma pedra angular da taxonomia bacteriana por sua

constante conservação, mas a utilização do mesmo também apresenta suas limitações. A

qualidade do sequenciamento, por exemplo, influencia diretamente o tamanho das leituras:

regiões com maior conteúdo de GC ou repetições podem gerar dificuldades na amplificação e

leitura precisa, resultando em sequências mais curtas (Clarridge, 2004). Biologicamente, a

presença de múltiplos operons de 16S rRNA em muitos genomas bacterianos pode levar a

variações na amplificação, pois diferentes cópias do gene podem variar em sequência ou ser

amplificadas com eficiência desigual (Hutchinson & Templeton, 2018). Esses múltiplos operons

podem ainda introduzir ambiguidades, dificultando a correta classificação ou montagem de

contigs (Johnson et al., 2019).

Ainda, embora seu sequenciamento completo permita maior resolução do que

abordagens parciais, ainda é insuficiente para distinguir de forma precisa espécies

filogeneticamente próximas em certos casos. Por exemplo, dentro do gênero Pseudomonas,

espécies como Pseudomonas fluorescens e Pseudomonas putida compartilham alta similaridade

em suas sequências 16S rRNA, o que muitas vezes impede uma delimitação clara entre elas

(Gomila et al., 2015).

Considerando esses fatores, a análise do genoma completo seria vantajosa por permitir

explorar variações em genes específicos relacionados a funções metabólicas ou ambientais,

como a produção de metabólitos secundários ou a tolerância a condições adversas, revelando

diferenças adaptativas importantes. Estudos genômicos de Pseudomonas têm identificado
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diferenças sutis, mas ecologicamente relevantes, em ilhas genômicas e genes de biossíntese de

compostos bioativos, que são cruciais para entender o papel dessas espécies em interações

planta-microrganismo (Loper et al., 2012). Assim, enquanto o gene 16S rRNA continua sendo

uma ferramenta valiosa para análises preliminares, o sequenciamento genômico completo

proporciona uma visão abrangente e resolutiva para a distinção e caracterização funcional de

isolados ambientais.

Dessa maneira, abordagens integrativas, como genômica comparativa, proteômica e

análise funcional, serão fundamentais para validar as identificações preliminares e desvendar as

complexas relações evolutivas e funcionais desses microrganismos, expandindo o acervo de

informações referente a estes isolados. Adaptar bibliotecas para refletir a diversidade microbiana

regional, particularmente para ecossistemas únicos, como habitats salinos, pode aumentar a

aplicabilidade de ferramentas, como o MALDI-TOF, em estudos ambientais (Kumar et al.,

2014). O desenvolvimento desses bancos de dados também apoiaria a identificação de táxons

raros ou novos, expandindo o escopo da pesquisa voltada para a análise molecular de endófitos,

como o presente trabalho.

Como já ressaltado, o aprofundamento do conhecimento sobre a identidade molecular de

endofíticos oriundos de ambientes salinos, que demonstram características promissoras de

resistência e promoção de crescimento vegetal, é essencial para impulsionar a produção de

produtos biotecnológicos. Em um nível filogenético, compreender esses microrganismos é

importante porque permite traçar relações evolutivas entre diferentes espécies e identificar

características adaptativas únicas associadas a condições extremas. Essa análise pode revelar

genes ou vias metabólicas conservadas que desempenham papéis fundamentais na tolerância ao

estresse salino, além de identificar linhagens específicas com potencial biotecnológico (Barajas

González et al., 2024). Essas compreensões enfatizam a relevância dos endofíticos promotores

de crescimento vegetal como ferramentas promissoras para aumentar a produtividade agrícola,

sendo a identificação molecular um passo crítico para compreender a complexidade desses

isolados ainda não explorados integralmente e guiar o desenvolvimento de aplicações agrícolas.

A identificação de possíveis linhagens inéditas de isolados pode ampliar significativamente o

potencial biotecnológico desses microrganismos, gerando novos metabólitos e compostos

bioativos com aplicações em biofertilizantes, biocontrole e biorremediação, promovendo

soluções sustentáveis na agricultura e gestão ambiental.
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6. CONCLUSÕES

1. A análise realizada pelo MALDI-TOF identificou alguns dos isolados endofíticos de A.

nummularia, selecionados por seus traços de promoção de crescimento vegetal, dos

gêneros Enterobacter, Bacillus, Priestia, Klebsiella, Pantoea, Citrobacter e

Pseudomonas;

2. A utilização do MALDI-TOF para uma triagem inicial dos isolados foi importante para

se excluir bactérias possivelmente patogênicas, como as do gênero Enterobacter, de

futuros estudos;

3. O sequenciamento do gene 16S rRNA confirmou a identificação de diversas espécies,

não classificáveis por MALDI-TOF, incluindo Bacillus cereus, Priestia megaterium e

Enterobacter ludwigii;

4. A construção da árvore filogenética, com base nas sequências de 16S rRNA, revelou

agrupamentos consistentes para várias estirpes, como por exemplo F231. Certas estirpes

indicaram possíveis divergências evolutivas, sugerindo a presença de variantes ainda

pouco exploradas, como a R334.

5. Alguns isolados apresentaram relações filogenéticas pouco claras, podendo apontar para

possíveis novas estirpes. Assim, são necessárias análises complementares, como o

sequenciamento genômico completo, para determinar sua classificação.
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ANEXOS

ANEXO 1

Isolado 1ª Identificação (Score) 2ª Identificação (Score)

F22 Bacillus subtilis (2.05) Bacillus subtilis (2.05)

F102 Pantoea ananatis (2.03) Pantoea ananatis (1.81)

F120 Identificação impossível (1.19) Identificação impossível (1.17)

F153 Klebsiella aerogenes (2.10) Priestia megaterium (1.75)

F182 Klebsiella pneumoniae (2.03) Klebsiella pneumoniae (2.41)

F268 Pseudomonas oryzihabitans (1.83) Identificação impossível (1.62)

F283 Enterobacter hormaechei (2.04) Enterobacter hormaechei (2.36)

F283 Bacillus subtilis (2.05) Bacillus subtilis (2.05)

F300 Priestia megaterium (1.76) Priestia megaterium (1.99)

F353 Klebsiella aerogenes (2.10) Priestia megaterium (1.75)

R7 Bacillus subtilis (1.96) Bacillus subtilis (1.88)

R8 Identificação impossível (1.32) Identificação impossível (1.33)

R13 Citrobacter freundii (2.39) Citrobacter freundii (2.42)

R34 Agrobacterium radiobacter (2.17) Agrobacterium radiobacter (2.01)

R36 Identificação impossível (1.66) Nenhum pico encontrado (0.00)

R50 Enterobacter roggenkampii (2.38) Enterobacter roggenkampii (2.40)

R74 Bacillus licheniformis (1.83) Bacillus licheniformis (1.74)

R77 Citrobacter freundii (2.47) Citrobacter freundii (2.51)

R89 Enterobacter bugandensis (1.89) Enterobacter hormaechei (1.86)

R94 Citrobacter freundii (2.36) Citrobacter freundii (2.34)

R97 Enterobacter hormaechei (1.89) Enterobacter hormaechei (1.80)

R99 Enterobacter bugandensis (2.19) Enterobacter bugandensis (2.11)

R101 Bacillus subtilis (2.12) Bacillus subtilis (2.08)

R108 Enterobacter bugandensis (1.94) Enterobacter bugandensis (1.94)

R111 Bacillus subtilis (2.05) Bacillus subtilis (2.24)

R115 Identificação impossível (1.44) Nenhum pico encontrado (0.00)

R118 Enterobacter bugandensis (2.23) Enterobacter bugandensis (2.13)

R122 Bacillus subtilis (2.14) Bacillus subtilis (1.93)

R132 Priestia megaterium (2.08) Priestia megaterium (2.00)

R139 Glutamicibacter endophyticus (1.76) Identificação impossível (1.30)

R148 Klebsiella aerogenes (2.24) Klebsiella aerogenes (2.21)

R157 Microbacterium maritypicum (1.86) Microbacterium paraoxydans (1.83)

R159 Glutamicibacter endophyticus (1.71) Identificação impossível (1.50)

R181 Priestia megaterium (2.11) Priestia megaterium (2.07)
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R190 Identificação impossível (1.61) Identificação impossível (1.53)

R213 Nenhum pico encontrado (0.00) Nenhum pico encontrado (0.00)

R242 Klebsiella aerogenes (1.76) Identificação impossível (1.68)

R246 Enterobacter ludwigii (2.21) Enterobacter ludwigii (2.14)

R246 Bacillus subtilis (2.30) Bacillus subtilis (2.25)

R253 Staphylococcus succinus (1.70) Staphylococcus gallinarum (1.84)

R255 Identificação de organismo (1.57) Identificação de organismo (1.57)

R272 Bacillus subtilis (2.12) Bacillus subtilis (2.09)

R273 Bacillus subtilis (2.08) Bacillus subtilis (2.08)

R278 Bacillus subtilis (2.06) Bacillus subtilis (2.05)

R281 Identificação impossível (1.35) Identificação impossível (1.24)

R285 Enterobacter roggenkampii (2.09) Enterobacter ludwigii (2.05)

R288 Identificação impossível (1.42) Identificação impossível (1.29)

R292 Enterobacter kobei (2.38) Enterobacter roggenkampii (2.41)

R295 Bacillus subtilis (2.05) Bacillus subtilis (2.00)

R297 Priestia megaterium (2.28) Priestia megaterium (1.77)

R298 Enterobacter roggenkampii (2.37) Enterobacter bugandensis (2.33)

R300 Klebsiella aerogenes (2.48) Klebsiella aerogenes (2.39)

R301 Citrobacter amalonaticus (2.34) Citrobacter amalonaticus (2.36)

R306 Enterobacter ludwigii (2.10) Enterobacter bugandensis (2.08)

R307 Klebsiella aerogenes (2.26) Klebsiella aerogenes (2.23)

R309 Identificação impossível (1.68) Identificação impossível (1.38)

R311 Identificação impossível (1.56) Nenhum pico encontrado (0.00)

R314 Identificação impossível (1.47) Identificação impossível (1.46)

R321 Identificação impossível (1.52) Citrobacter amalonaticus (1.83)

R322 Sphingobacterium multivorum (1.91) Sphingobacterium multivorum (1.91)

R323 Identificação impossível (1.41) Kosakonia cowanii (1.88)

R324 Identificação impossível (1.69) Identificação impossível (1.69)

R325 Enterobacter bugandensis (1.83) Enterobacter cancerogenus (1.82)

R327 Enterobacter hormaechei (1.76) Identificação impossível (1.58)

R334 Identificação impossível (1.38) Identificação impossível (1.36)

R334 Enterobacter bugandensis (1.91) Identificação impossível (1.55)

R335 Enterobacter cancerogenus (1.96) Kluyvera ascorbata (1.92)

R341 Enterobacter bugandensis (1.91) Enterobacter bugandensis (1.80)

R342 Identificação impossível (1.62) Identificação impossível (1.61)

R342 Citrobacter amalonaticus (1.79) Citrobacter koseri (1.77)

R342 Pantoea anthophila (2.16) Pantoea agglomerans (1.78)

R348 Enterobacter ludwigii (2.19) Enterobacter kobei (2.13)

R349 Identificação impossível (1.45) Identificação impossível (1.27)
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R359 Enterobacter hormaechei (1.71) Identificação impossível (1.58)

R365 Identificação impossível (1.06) Identificação impossível (1.02)

R381 Enterobacter hormaechei (1.88) Enterobacter bugandensis (2.01)

R383 Identificação impossível (1.44) Identificação impossível (1.62)

R389 Enterobacter bugandensis (2.18) Enterobacter bugandensis (2.14)

R389 Glutamicibacter endophyticus (1.89) Identificação impossível (1.38)

R390 Priestia megaterium (1.78) Priestia megaterium (1.74)

R391 Enterobacter cancerogenus (2.21) Enterobacter bugandensis (2.03)

R395 Identificação impossível (1.42) Agrobacterium radiobacter (1.96)

R397 Identificação impossível (1.69) Identificação impossível (1.66)

R400 Enterobacter bugandensis (2.14) Enterobacter bugandensis (2.03)

R417 Identificação impossível (1.45) Identificação impossível (1.44)


