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RESUMO
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Atriplex nummularia COM POTENCIAL PROMOTOR DE CRESCIMENTO
VEGETAL

Orientador: Caio Tavora Rachid Coelho da Costa
Coorientador: Douglas Alfradique Monteiro

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Gées da

Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para

obtencio do titulo de Bacharel em Ciéncias Bioldgicas: Microbiologia e Imunologia e
aprovacido no RCS Trabalho de Conclusao de Curso.

As mudangas climdticas t€ém imposto desafios crescentes a agricultura em todo o mundo.
Nesse cendrio, o estudo de bactérias associadas a plantas adaptadas a ambientes aridos e
salinos ¢ a base para o desenvolvimento de inoculantes que venham a mitigar os estresses
abioticos das plantas. O objetivo deste estudo foi caracterizar molecularmente estirpes
bacterianas endofiticas isoladas da planta haloéfita A. nummularia. Foram analisadas 91
estirpes bacterianas, previamente isoladas e selecionadas com base em caracteristicas
relacionadas a promocdo do crescimento das plantas. As estirpes foram reativadas e
submetidas a andlise 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 sequéncias obtidas foram analisadas e utilizadas para construir uma arvore
filogenética. O uso do MALDI-TOF foi capaz de identificar 81 estirpes, que foram atribuidas
aos seguintes géneros 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 ndo puderam ser identificadas
pelo MALDI-TOF, e 26 foram submetidas ao sequenciamento genético. Os géneros Bacillus e
Enterobacter, conhecidos por suas interagdes benéficas com plantas, foram predominantes
entre os identificados. Trés 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 ¢ Priestia aryabhattai. Trés 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 padrdes
de agrupamento mais variados e com valores de bootstrap baixos (<50%), indicando uma
relagdo filogenética mais incerta. Foi observada que a integracio do MALDI-TOF com
técnicas de sequenciamento genético representa uma abordagem poderosa para a identificagao
taxonOmica de bactérias endofiticas. Este estudo avanca o conhecimento sobre a diversidade
de microrganismos em ambientes salinos e oferece subsidios importantes para futuras
pesquisas sobre seu potencial biotecnologico. Além disso, reforca a necessidade de expandir
os bancos de dados de referéncia, especialmente para microrganismos adaptados a condi¢des



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

Palavras-chave: Atriplex nummularia, MALDI-TOF, sequenciamento genético, endofiticos,
identificacdo molecular, taxonomia bacteriana.
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aprovacao no RCS Trabalho de Conclusao de Curso.

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 regides de solos pobres e climas
adversos. O estudo evidenciou a eficacia da combinacdo de diferentes técnicas de
identificagdo e destacou a importancia de expandir os bancos de dados sobre essas bactérias,
principalmente aquelas associadas a plantas resistentes e a solos de baixa qualidade. A criagao
de um acervo mais robusto pode impulsionar novas estratégias para a agricultura sustentavel
em cenarios extremos. Pesquisas sobre como a agricultura pode se adaptar as mudangas
climaticas estdo ganhando cada vez mais destaque. Em regides com solos salgados ou climas
extremos, como secas intensas, a produgao de alimentos se torna mais dificil. Um grupo de
seres apresenta-se como solu¢do promissora para enfrentar esses desafios: bactérias que
vivem dentro das plantas e ajudam no seu crescimento, mesmo em condigdes severas. O
estudo em questdo focou na planta erva-sal, conhecida por sua resisténcia a ambientes
dificeis, como os de solos muito salgados e secos. Foram analisadas 81 bactérias retiradas de
suas partes internas, buscando aquelas com caracteristicas que podem ser benéficas para o
desenvolvimento das plantas. Entre os principais beneficios, estdo a capacidade dessas
bactérias de fixar nitrogénio — um processo em que bactérias transformam o gas do ar em
nutrientes que as plantas podem usar. Para identificar as bactérias, foi usada uma técnica que
analisa o que essas bactérias sao feitas, funcionando como uma "impressao digital" que ajuda
a determinar a espécie delas. Quando nao foi possivel identifica-las dessa maneira, foi-se
utilizado o sequenciamento genético. O material genético funciona como um "manual de
instru¢des" Unico para cada ser vivo, e no caso deste estudo, foi feita a andlise de uma parte
chamada 16S rRNA’. E como se fosse um "RG" genético: cada bactéria tem o seu, com
informagdes que permitem diferencia-la de outras espécies, mas também com semelhangas
que mostram de qual "familia" ela faz parte. Os resultados mostraram uma grande diversidade
de bactérias, com destaque para Bacillus e Enterobacter. Essas bactérias sdo bem conhecidas
por suas propriedades benéficas para as plantas, ajudando-as a crescer em solos dificeis. Além



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

1.1 Bactérias endofiticas e a mitigaciao dos efeitos das mudancas climaticas na agricultura

Com o atual crescimento da populagdo mundial, projetada para alcangar 9 bilhdes de
habitantes no ano de 2050, emerge a preocupagdo com demanda alimenticia futura (Campos
Avelar et al., 2023). Estima-se que a produtividade agricola precise ser duplicada até o ano de
2050 para que seja possivel prover a demanda resultante do aumento populacional que vem
sendo documentado durante as ultimas décadas (Janni et al., 2023). Apesar da especializagao
da producao agricola usada atualmente, sua produtividade a longo prazo tende a ser reduzida

em decorréncia dos efeitos das mudangas climaticas (Di Falco and Chavas, 2008).

As mudangas climaticas, termo que engloba os efeitos do aumento continuo da
temperatura média do sistema climatico do planeta Terra, sdo causadas pelo aumento da
concentracdo de gases de efeito estufa (GEE), como o didxido de carbono (COz2), o metano
(CHa4), o oxido nitroso (N20) e os hidrofluorcarbonos (HFCs), pela atividade humana. A
emissdo desses gases se intensificaram durante o periodo industrial, iniciado em 1850,
marcado por avangos tecnoldgicos e estruturais que acarretam em aumentos na emissdo de
GEE, continuados até hoje (IPCC, 2019; Seneviratne et al., 2021; Zandalinas et al., 2021). O
aumento da temperatura média do planeta ¢ diretamente proporcional a frequéncia da
incidéncia de eventos meteorologicos extremos, como ondas de calor, secas ou enchentes,
impactando diversas relagdes ecoldgicas existentes e modificando os padrdes de distribuicao
e interacdes entre espécies (IPCC, 2019).

Mudangas de temperatura alteram, por exemplo, o comportamento de fitopatogenos,
afetando dindmicas populacionais e gerando adaptagdes para evadir das respostas de defesa
das plantas (Campos-Avelar et al., 2023). Isso pode impactar severamente o desenvolvimento
de uma plantagdo 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 bidticos, como fitopatdogenos, sua suscetibilidade a doengas pode ser
seriamente impactada pelo clima (Surowka et al., 2020). O estresse térmico, por exemplo,
pode resultar no fechamento de estomatos, reducdo da fotossintese, producdao de espécies
reativas de oxigénio (ROS, do inglés reactive oxygen species), diminui¢ao do crescimento,
redu¢ao da eficiéncia do uso de agua e morte celular local, aumentando assim sua
vulnerabilidade a patogenos (Leisner et al., 2022). Essas condi¢cdes também desregulam
canais de calcio controlados por nucleotideos ciclicos, causando um desbalango no influxo de
Ca®" no citoplasma. Além disso, estressores abidticos, como a radiacdo ultravioleta, variagdes

de temperatura e falta ou excesso de agua, também podem ter seu potencial de impacto sobre



plantagdes intensificado pelas mudangas climaticas (Rucininska-Sobkowiak, 2010; Bita and
Gerats, 2013; Osakabe et al., 2013; He et al., 2018).

Diversas estratégias vém sendo investigadas para mitigar tais efeitos adversos. Entre
essas, destacam-se praticas de cultivo agroecoldgico sustentavel, que incluem o manejo
apropriado da agua e a implementacdo de técnicas de agricultura de precisdo para a
otimizagdo da gestdo informacional (Panjehpour & Zarrinpoor, 2024). O desenvolvimento de
culturas geneticamente modificadas para resisténcia a seca, em conjunto com praticas
agricolas que minimizem estresses também tem demonstrado potencial promissor
(Zainal-Abidin & Khalid, 2024). Adicionalmente, abordagens como a agricultura vertical € o
cultivo em estufas emergem como solugdes inovadoras, criando ambientes controlados que
mitigam os impactos de condi¢des climaticas adversas (Chauhan, 2024).

Estas praticas, embora eficazes até certo ponto, revelam-se insuficientes para
enfrentar a complexidade e a intensidade dos desafios impostos pelas mudangas climaticas.
Portanto, torna-se imperativo buscar alternativas inovadoras que possam complementar os
métodos tradicionais (Biswal, 2024; Verma et al., 2024). Nesse contexto, a exploracao
biotecnoldgica do microbioma vegetal se apresenta como uma estratégia de relevancia
crescente.

O microbioma refere-se ao conjunto completo de microrganismos associados a um
ecossistema, incluindo suas interagdes funcionais e genes, enquanto a microbiota diz respeito
especificamente as comunidades de microrganismos presentes em um ambiente particular,
como bactérias, fungos e virus que vivem nas raizes, folhas ou no solo ao redor das plantas.
Interagdes entre as plantas e seu microbioma sao complexas e envolvem uma alta diversidade
de microrganismos. Parte dessa diversidade ¢ crucial para promover o crescimento vegetal e a
tolerancia a estresses ambientais, como seca e salinidade, a0 mesmo tempo em que ajudam a
mitigar os impactos das mudangas climaticas (Addison et al., 2024 ;Briissow et al., 2024;
Pino & Griffon, 2024).

Dentre esses microrganismos benéficos, destaca-se o grupo das bactérias promotoras
de crescimento vegetal (PGPB, do inglés plant-growth promoting bacteria). Eles podem ser
utilizados como inoculantes, produtos que contém microrganismos vivos que, quando
aplicados a raiz, superficie do substrato, ou solo, colonizam a rizosfera ou interior da planta e
promovem o crescimento vegetal aumentando a disponibilidade de nutrientes primarios para
a planta hospedeira (Vessey et al., 2003).

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

tecidual simbioticamente, conhecidos como endofiticos (Berg et al., 2020), ¢ fundamental,



principalmente quando se considera que a manipulagdo estratégica representa potencial
tecnologia capazes de promover o crescimento vegetal.

Estes microrganismos destacam-se como potencial objeto de maior investigagdo, nao
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 fitopatdgenos e contornando seus efeitos negativos por mecanismos de
competitividade.

Essa habilidade ¢ atribuida a tal grupo de microrganismos uma vez que grande parte
destes possuem a habilidade de disponibilizar macronutrientes essenciais, como nitrogénio,
fosforo e potassio, além de micronutrientes como ferro e zinco (Ramakrishna et al., 2019).
Ademais, contribuem para a adaptagdo das plantas a estresses ambientais por meio da
regulacdo dos niveis de fitohormonios, minimizando reacdes adversas a condig¢des
desfavoraveis, como a alta salinidade (Glick, 2012; Santoyo et al., 2016).

Entre as bactérias endofiticas, o filo Pseudomonadota se mostra como o mais
predominante, seguido por Actinomycetota, Bacillota e Bacteroidota. Os géneros 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 endofiticas seja consideravel, a exploracdo de diferentes géneros
ainda ¢ limitada, o que se d4 em grande parte por sua dificil cultivabilidade em laboratério.

Os microrganismos endofiticos sdo adaptados aos microambientes internos das
plantas, tornando-os dificeis de cultivar fora de seu hospedeiro. Os métodos tradicionais de
cultivo geralmente falham porque essas bactérias requerem fatores de crescimento especificos
e condi¢cdes ambientais que replicam seu habitat in vivo, incluindo nutrientes personalizados,
niveis de pH e possivelmente interagcdes simbidticas com a planta hospedeira (Pham & Kim,
2012). Além disso, fatores de estresse, como estresses osmoticos e oxidativos, podem impedir
seu crescimento, necessitando de um controle cuidadoso dessas condi¢des para melhorar o
sucesso da cultura. Esses ocorrem frequentemente devido as condicdes artificiais criadas nos
laboratorios, que podem nao replicar exatamente o microambiente natural dos endoéfitos
dentro da planta hospedeira. Por exemplo, o estresse osmotico pode surgir de concentragdes
inadequadas de sais ou outros solutos no meio de cultura, enquanto o estresse oxidativo pode
ocorrer devido a presenca de niveis elevados de oxigénio reativo, como perdxidos ou radicais
livres, no ambiente de incubagao (Taskila, 2010).

Nessa perspectiva, ampliar o cultivo bacteriano para aqueles endofiticos que sdao de

dificil cultivabilidade ¢ fundamental para a constru¢do de um banco de conhecimento



aprofundado sobre esse grupo de microrganismos, permitindo a compreensdo das suas
caracteristicas fisioldgicas e, consequentemente, facilitando seu aproveitamento em
aplicagdes biotecnologicas (Fonseca et al., 2017).

Dentre os fatores relevantes para andlise da promocdo de crescimento vegetal,
destacam-se genes e enzimas associados a fixagao biolodgica de nitrogénio (FBN), sintese de
acido indol-acético (AIA) e producdo da enzima 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC)
deaminase, todos notorios por desempenharem papéis cruciais na promog¢ao do crescimento
vegetal (de Oliveira et al., 2012; Blaha et al., 2006; Gaby et al., 2012).

Microrganismos fixadores de nitrogénio desempenham um papel crucial na ecologia
global, mediando a principal fonte bioldgica de nitrogénio fixado biologicamente na biosfera.
Estes microrganismos, incluindo bactérias e archaeas, possuem a capacidade de realizar a
conversao enzimatica do gas dinitrogénio atmosférico (N:) em amonia (NH:), que ¢
fundamental para a biossintese de macromoléculas celulares, como aminoacidos e acidos
nucleicos, essenciais para o crescimento € manutengao celular (Mehta et al., 2003).

O processo de fixagdo bioldgica de nitrogénio € catalisado pela enzima nitrogenase,
que possui multiplas subunidades estruturais codificadas pelos genes nifH, nifD e nifK. Em
especial, o gene nifH, que codifica a subunidade redutase da nitrogenase, ¢ amplamente
utilizado como marcador molecular em estudos de bioprospec¢do para identificar e
caracterizar microrganismos fixadores de nitrogénio (Gaby et al., 2012). A identifica¢do do
nifH em bactérias isoladas sugere um potencial significativo para contribuir ao ciclo do
nitrogénio e, por conseguinte, ao crescimento vegetal, especialmente em ambientes agricolas.

Outro aspecto relevante ao estudar o potencial dos microrganismos para promover o
crescimento de plantas ¢ a presenga do gene acdS, responsavel pela codificacdo da enzima
ACC deaminase. Essa enzima catalisa a conversao do acido ACC em amoénia e
a-cetobutirato, reduzindo a concentracdo de ACC na planta, precursor direto do horménio
etileno (Etesami et al., 2020). O etileno, em concentragdes elevadas, pode inibir o
crescimento radicular; portanto, microrganismos que expressam ACC deaminase tém o
potencial de mitigar esses efeitos, promovendo o alongamento radicular ¢ o aumento da area
de absor¢ao de dgua e nutrientes (Blaha et al., 2006).

Além da fixacdo de nitrogénio e da degradagdo do ACC, a producdo de auxinas,
especialmente o AIA, por microrganismos também ¢ um fator critico na promog¢do do
crescimento vegetal. Auxinas sdo hormoénios vegetais envolvidos no desenvolvimento das
raizes, e a producao exdgena por bactérias pode induzir a formacao de mais pélos radiculares

¢ aumentar a captagao de nutrientes essenciais do solo (Mohite, 2013).



Ao cultivar e entender os microrganismos que possuem estas caracteristicas,
ampliam-se as condi¢Oes para a criagdo de inoculantes que aumentem a resiliéncia das
culturas a condigdes climaticas extremas, uma necessidade urgente em face das mudangas
climaticas e da degradagdao do solo em varias regides do mundo (Yadav et al., 2017). No
entanto, esse desenvolvimento ¢ limitado pela baixa diversidade capturada em cultivo
laboratorial, necessitando de maiores esforcos nessa frente para caracterizar e utilizar melhor

a biodiversidade endofitica.

1.2 Selecdo e caracterizacao molecular de bactérias endofiticas isoladas

Para expandir o repertdrio conhecido de microrganismos endofiticos, primeiramente as
amostras vegetais sdo coletadas e esterilizadas em sua superficie externa, garantindo que os
microrganismos observados sejam primariamente endofiticos (Kandel et al., 2017). O processo
de esterilizacdo de superficie normalmente envolve o uso de etanol e hipoclorito de s6dio, em
concentragdes especificas para remover bactérias epifitas e, a0 mesmo tempo, poupar a
populacao endofitica nos tecidos vegetais. H4 otimizagdo de protocolos com concentragdes
variadas; por exemplo, uma combinag¢do de hipoclorito de sddio a 4% com etanol a 75% foi
considerada eficaz para esterilizar tecidos vegetais como Psidium guajava e Hibiscus
rosa-sinensis (Mubhtari et al., 2024). Ajustes para plantas especificas, como a adi¢do de 0,1% de
cloreto mercurico para superficies mais resistentes, ajudam a garantir uma desinfec¢cdo completa
(Sahu et al., 2022). Para refinar ainda mais a esterilizag¢do, sao utilizados surfactantes, como o
Tween 20, para penetrar mais profundamente nas superficies das plantas, e técnicas de
microscopia, como a microscopia eletronica, para verificar a auséncia de contaminantes
superficiais e confirmar a presen¢a de endodfitos internalizados (Silva-Cardoso et. al., 2024). A
esterilizagdo ideal aumenta a pureza e a precisao do isolamento de endéfitos. Em seguida, essas
amostras passam por técnicas de cultivo seletivo para favorecer o crescimento dos endoéfitos, que
sdo entdo isolados para posterior identificagdo. Nessa etapa, as limitagdes de cultivo discutidas
anteriormente levam a predominancia de géneros especificos, como Pseudomonas, Bacillus,
Burkholderia, Stenotrophomonas, Micrococcus, Pantoea e Microbacterium (Santoyo et al.,
2016; Ramakrishna et al., 2019). A recorréncia dessas cepas em estudos baseados em cultivo
restringe a descoberta de novas cepas potencialmente mais promissoras, que seguem pouco
exploradas ou ainda desconhecidas.

Ha indicagdo na literatura que a diversidade microbiana associada as plantas é muito
mais ampla do que o pequeno grupo de espécies frequentemente utilizadas em experimentos de

promog¢do de crescimento vegetal. Estudos como o de Veldzquez-Sepulveda e colaboradores



(2012) evidenciam que métodos tradicionais baseados em cultivo conseguem identificar apenas
uma fracdo da microbiota, como géneros predominantes em ambientes rizosféricos, incluindo
Pseudomonas e Bacillus. Contudo, o mesmo estudo, ao empregar a amplificagdo de genes 16S
rDNA, revelou a presenca de classes de bactérias dificilmente cultivdveis, como
Deltaproteobacteria e Clostridia, que representam uma parcela significativa da comunidade
microbiana e desempenham fungdes ecologicas criticas. A andlise molecular destacou que
muitas dessas bactérias ndo podem ser isoladas ou estudadas em laboratorio devido as exigéncias
especificas de cultivo, frequentemente desconhecidas. Essa limitagao também foi ressaltada por
Santana e colaboradores (2017), que utilizou métodos baseados em DNA gendmico para
caracterizar bactérias endofiticas de cacaueiros, evidenciando a importancia de métodos
independentes de cultivo para ampliar o escopo da analise microbiana. Assim, enquanto métodos
de cultivo identificam microrganismos de interesse agricola imediato, abordagens moleculares
revelam uma biodiversidade oculta, incluindo potenciais novos microrganismos com aplicagdes
biotecnoldgicas

Sob essa otica, ressalta-se novamente a importancia da caracterizagdo filogenética de
novas espécies que sejam, de fato, cultivaveis isoladas de amostras ambientais (Thangavelu et
al., 2022). Tal abordagem nao s6 permite a descoberta de novas espécies e linhagens em um
campo ja limitado pela cultivabilidade, como também amplia o entendimento sobre a
diversidade microbiana e seu potencial biotecnolégico. Ademais, viabiliza o desenvolvimento
de novas aplicacdes praticas a partir de microrganismos ja conhecidos, aumentando as
possibilidades de uso em diversas areas biotecnologicas.

Este processo de identificacdo de possiveis novas espécies bacterianas precisa,
entretanto, ser submetido a critérios especificos para ter sua validade determinada. Uma nova
espécie ¢ tipicamente considerada quando uma bactéria isolada apresenta caracteristicas
fenotipicas e genotipicas distintas em comparagdo com bactérias ja descritas (Ali, 2023).
Me¢étodos tradicionais, como testes bioquimicos e isolamento de culturas puras, sdo
inadequados quando utilizados sozinhos para estimar o perfil filogenético de bactérias
isoladas em amostras ambientais, mesmo em relagdo a microrganismos cultivaveis. Esses
métodos dependem fortemente da avaliacdo de caracteristicas fenotipicas como capacidades
metabolicas, atividades enzimadticas e tracos morfoldgicos, que podem ndo se diferenciar
claramente entre diferentes espécies ou estirpes, resultando em baixa precisdo na
determinagdo da identificacdo das bactérias analisadas (Manias et al., 2020). Além disso,
essas metodologias sdao intensivamente consumidoras de tempo e trabalho, dificultando ainda

mais o processo de identifica¢ao (Ferone et al., 2020).



Dessa forma, técnicas que objetivam a caracterizagdo genOmica para a diferenciacdo de
espécies e estirpes sdo entendidas como complementos necessarios para determinar a filogenia
desses microrganismos. Métodos como a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR), combinada
com o sequenciamento do gene codificante da subunidade 16S do RNA ribossomal (16S rRNA),
sao amplamente utilizadas para tracar perfis filogenéticos, mesmo que de forma inicial, de
organismos procarioticos. Esse gene possui regides altamente conservadas, permitindo a
ancoragem de iniciadores universais, ¢ apresenta regides hipervariaveis espécie-especificas
(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 diferenciacio de
estirpes de uma mesma espécie (Beye et al., 2017). Contudo, hoje sabe-se que ndo € possivel
atribuir um valor de corte que represente de fato a diferenciacdo entre espécies com base na
similaridade do gene que codifica o 16S rRNA, pois ha grande variabilidade nos niveis de
similaridades entre grupos bacterianos (Kim et al., 2014). Apesar disso, o sequenciamento dessa
regido e sua comparacao com bancos de dados pré-existentes pode gerar percepgoes valiosas
sobre bactérias cultivadas ainda ndo identificadas.

Esses pardmetros decorrem de estudos iniciais comparando 16S rRNA com hibridizagao
DNA-DNA e posteriormente com a identidade média de nucleotideos (ANI) como referéncias
(Kim et al., 2014). Embora estes limiares tenham sido derivados de extensas analises
comparativas entre espécies bacterianas, eles ndo se aplicam universalmente, uma vez que certos
géneros, como o Mycobacterium, mostram inconsisténcias de similaridade de sequéncia devido a
variagdo genética especifica da linhagem, excedendo 98,65% de similaridade sem representar a
mesma espécie e destacando que os valores limite podem variar dependendo da divergéncia
evolutiva dentro de um género (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 necessaria para detectar espécies cripticas ou linhagens
geneticamente semelhantes, mas ecologicamente distintas (Li et al., 2020). Esta variagdo de
limiar destaca que, embora a faixa de 97% a 98,65% seja uma diretriz geral, estudos especificos
de linhagens sdo essenciais para garantir uma classificacdo taxondmica precisa (Li et al., 2020).
Consequentemente, os limiares de similaridade entre genes 16S rRNA sao melhores vistos como
diretrizes flexiveis, com valores especificos ajustados com base nas caracteristicas evolutivas de

cada grupo bacteriano que permitem certa sensibilidade e especificidade na identificagao desses



microrganismos, sejam cultivaveis ou ndo, ao nivel de espécie ou até mesmo de estirpe (Passari
et al., 2018).

Além disso, a utilizagdo do MALDI-TOF (do inglés, Matrix-Assisted Laser Desorption
lonization Time-of-Flight) tem se destacado na microbiologia devido a sua alta eficiéncia na
identificacdo e caracterizacao de microrganismos a partir de perfis protedmicos especificos. Essa
metodologia permite gerar uma “impressdo digital” protedmica para cada microrganismo,
baseada nas proteinas ribossomais predominantes, o que facilita a diferenciagdo 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 identificacao
inicial ao evitar processos longos de analise do perfil bacteriano, reduzindo significativamente o
tempo de resposta para identificacdo microbiana, sendo capaz de processar dezenas de amostras
em poucas horas (Clark et al., 2013). Esse nivel de resolugdo também auxilia na construcio de
bancos de dados de proteinas que sdo essenciais para analises 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
especificos.

No entanto, a precisao do MALDI-TOF pode ser limitada pela sobreposicao espectral e
pela qualidade das bibliotecas de referéncia, especialmente quando se trabalha com espécies
raras ou intimamente relacionadas. Quando os bancos de dados de referéncia ndao tém
diversidade suficiente ou ndo representam adequadamente determinados grupos bacterianos, a
capacidade do MALDI-TOF de distinguir com precisdao entre organismos estreitamente
relacionados pode ser comprometida. Isso € particularmente relevante em géneros complexos,
onde pequenas variagdes proteicas podem resultar em classificacdes incorretas (Strejcek et al.,
2018). Nesse contexto de aplicabilidade ambiental, ¢ recomendada a combinagdo do
MALDI-TOF com abordagens baseadas em DNA, para garantir maior precisdo, especialmente
no caso de isolados raros ou recentemente descobertos. Seu uso

A exploracdo de endofiticos, especialmente as PGPB, revela um potencial significativo
para a biotecnologia agricola sustentavel. A bioprospeccdo e a caracterizagdo filogenética de
novas espécies endofiticas sdo essenciais para expandir o repertorio de microrganismos
disponiveis para uso como inoculantes, melhorando a produtividade das culturas e a resisténcia a
estresses ambientais. Métodos moleculares avancados, como o sequenciamento do gene 16S
rRNA, juntamente com abordagens complementares como o MALDI-TOF, sdo cruciais para a
caracterizacao filogenética de endofiticos isolados a partir de amostras ambientais, uma vez que

permitem uma identificacdo precisa e uma compreensao mais profunda do seu perfil molecular.



Com o avanco continuo dessas técnicas, a exploracdo de microrganismos endofiticos
pode revolucionar a agricultura, oferecendo solugdes eficazes e sustentdveis para os desafios
globais de produ¢ao de alimentos e gestdo ambiental. A escolha de cepas oriundas de ambientes
desafiadores, como aquelas associadas a plantas halofitas, como a Atriplex nummularia, pode
facilitar a selecao de microrganismos aptos a prosperar e contribuir para os vegetais em

condi¢des adversas.

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

O género Atriplex, que inclui mais de 400 espécies vegetais, ¢ amplamente encontrado
em regides aridas e semiaridas ao redor do mundo, sendo conhecido por sua adaptagdo a solos
salinos. A 4. nummularia, conhecida como erva-sal, ¢ uma das espécies mais representativas
desse género, e ¢ classificada como uma planta halofita facultativa, ou seja, ¢ capaz de
sobreviver tanto em solos com alta salinidade quanto em solos com baixa concentragao de sal.
Essa habilidade se deve a dois mecanismos principais: o acimulo de sais em seus tecidos,
especialmente nas folhas, e a expulsdo ativa de sais por glandulas especializadas. Esses
mecanismos permitem que a planta tolere condigdes de seca e salinidade extremas (Kelley et al.,
1982; Freire et al., 2016).

Ha um grande potencial na captagdo e exploragdo biotecnoldgica de ambientes extremos
similares ao que abriga tal espécie halofita. A producdo de fitohormonios como AIA, associado
ao crescimento radicular, auxilia no aumento da superficie de contato destas raizes com o solo,
permitindo que as plantas tenham acesso facilitado a regides de menor salinidade (Ahmad et al.,
2023). Esses microrganismos podem, em adicdo, produzir e/ou estimular o acumulo de
osmoprotetores como prolina, glicina betaina e trealose nos tecidos vegetais. Esses compostos
estabilizam as estruturas celulares e mantém o equilibrio hidrico, permitindo que as plantas
sobrevivam ao estresse osmotico causado pela alta salinidade (Tomulescu, 2022). Ainda, certas
bactérias sequestram ou excluem ativamente ions de so6dio (Na') da rizosfera ou de suas proprias
células, reduzindo os efeitos toxicos na planta. Este tamponamento idnico evita danos as vias
metabolicas das plantas (Sanchez-Mendoza et al., 2022).

Tais atributos, que aparentam ter relagdo com a resiliéncia a salinidade, tornam bactérias
bioprospectadas a partir de haldfitas candidatas especialmente interessantes para produgdo de
inoculantes. Por exemplo, ensaios com espécies de Halomonas e Bacillus em solos salinos

demonstraram aumento da producdo de trigo e arroz, ao mesmo tempo que reduziram a
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dependéncia de fertilizantes quimicos, tornando esta uma estratégia agricola sustentavel
(Shurigin et al., 2022; Ahmad et al., 2023).

O desenvolvimento de biotecnologias agricolas que exploram a microbiota de espécies
halofitas como a A. nummularia, oriunda de um ambiente desafiador, apresenta um potencial
sustentavel significativo para produgdo de tecnologias promotoras de crescimento, Ao isolar e
aplicar tais microrganismos, € possivel criar inoculantes que aumentam a resiliéncia das culturas
a condigdes climaticas extremas, uma necessidade urgente em face das mudancas climaticas e da
degradacao do solo em varias regides do mundo (Yadav et al., 2017).

Entretanto, poucos estudos focaram especificamente na microbiota dessas espécies
vegetais. H4 a investigacdo na literatura em relagdo a espécies bacterianas associadas a Atriplex
canescens ¢ Atriplex torreyi, a partir de cultivo asséptico e sequenciamento massivo do gene 16S
rRNA, revelando que a predominancia de géneros bacterianos Staphylococcus e Beijerinckia,
enquanto outros géneros, como Geobacillus, Clostridium, Escherichia e Sporobacter, foram
detectados em niveis muito baixos (Lucero, Mary E., et al., 2011).

Estudos especificos sobre a microbiota da A. nummularia revelam que essa planta possui
comunidades bacterianas distintas em diferentes compartimentos, como folhas, raizes e solo
rizosférico, variando de acordo com as caracteristicas edafoclimaticas dos locais onde cresce. Os
géneros comuns identificados incluem Bacillus, Pseudomonas e Paenibacillus, todos conhecidos
por seus papéis na promog¢do do crescimento de plantas e na tolerAncia ao estresse salino
(Monteiro et al., 2022).

Em solos salinizados do nordeste brasileiro, onde a erva-sal foi analisada, verificou-se
que a composicdo da microbiota endofitico foliar ¢ mais influenciado pela planta hospedeira,
enquanto a microbiota do solo reflete fatores ambientais externos. J4 a comunidade microbiana
das raizes ¢ influenciada tanto pela planta quanto pelo ambiente, criando um gradiente de
complexidade onde o solo hospeda uma diversidade microbiana maior que as raizes e folhas
(Monteiro et al., 2022).

Essa estruturagdo microbiana ressalta o papel adaptativo da microbiota em
ambientes de salinidade elevada, essencial para a sobrevivéncia e crescimento de halofitas.
Apesar da escassez de estudos sobre a microbiota de plantas do género Atriplex, suas
comunidades microbianas apresentam um potencial consideravel para contribuir na adaptagao
das plantas a estresses abidticos, modulando processos fisioldgicos e bioquimicos (Kavamura

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

Diante do crescimento populacional projetado para as proéximas décadas, e dos impactos
negativos das mudangas climaticas na produtividade agricola, torna-se crucial buscar solugdes
inovadoras para garantir a seguranca alimentar. Eventos meteorologicos extremos, temperaturas
elevadas, periodos prolongados de seca e a salinizacdo dos solos ameacam reduzir a capacidade
de producdo e qualidade das culturas agricolas. Esses desafios exigem a adocdo de uma
abordagem multifacetada, baseada no uso de tecnologias sustentaveis, na reavaliacdo da
aplicacdo de praticas agricolas tradicionais ¢ na implementacdo de novas estratégias
biotecnoldgicas.

Na procura de solugdes promissoras, destaca-se o potencial da exploragdo e inoculagdo
vegetal com bactérias endofiticas promotoras do crescimento vegetal. Essa abordagem pode
melhorar a resiliéncia das plantas a estresses ambientais, Dessa forma, ¢ fundamental cultivar e
identificar novas linhagens de bactérias endofiticas capazes de se associar a plantas em
ambientes extremos, priorizando a expansdo do reservatério de espécies utilizadas no
desenvolvimento de inoculantes, que ¢ caracterizado atualmente pela alta redundéncia
taxonomica e dificuldades na aplicagdo em campo e em escala comercial.

Em 2020, o Laboratorio de Biotecnologia e Ecologia Microbiana (LABEM) isolou mais
de 700 espécies de bactérias endofiticas da A. nummularia provenientes de areas salinizadas do
Nordeste brasileiro. Esse processo de bioprospeccdo utilizou raizes e folhas da planta como
fonte de in6culo, que foi cultivado em diversos meios de cultura, incluindo um meio alternativo
feito a partir do extrato da propria planta, revelando um amplo e inédito potencial biotecnologico
a ser explorado. Contudo, boa parte dos microrganismos selecionados permaneceu sem
identificacdo, sendo necessario o uso de técnicas moleculares para fazer a descricdo da
diversidade associada a essa planta. Assim, o presente projeto se propde a expandir o estudo da
microbiota vegetal, identificando aqueles microrganismos com tracos PGPBs que ainda ndo
haviam sido caracterizados.

Investir em praticas inovadoras ¢ crucial para enfrentar os desafios agricolas futuros, e
apenas através da integracdo de novas biotecnologias e abordagens sustentaveis ¢ possivel
garantir uma agricultura resiliente e eficiente, capaz de assegurar a seguranca alimentar em um

cenario de aumento das mudangas climéticas.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais
Caracterizagdo taxondmica de estirpes contendo tragos promotores de crescimento
vegetal isoladas da halofita A. nummularia de solos salinizados do Nordeste brasileiro,

catalogando o banco de estirpes do laboratorio.

3.2 Objetivos especificos

1. Selecao de estirpes isoladas de A. nummularia, estocadas em ultrafreezer no
Laboratorio de Biotecnologia e Ecologia Microbiana (LABEM), que apresentam tragos
promotores de crescimento testados previamente, para 0s proxXimos passos;

2. Identificacdo de bactérias selecionadas através da utilizacao da técnica MALDI-TOF;

3. Sequenciamento, através da técnica de Sanger, do gene 16S rRNA a partir do DNA
extraido de bactérias nao identificaveis através da técnica de MALDI-TOF;

4. Composi¢ao de arvore 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 METODOS

4.1 Identificacio 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 trago promotor de crescimento
vegetal, como a presenca dos genes nifH, acdsS, e/ou capacidade de sintese de acido indol-acético
(AIA). Bactérias proveniente das raizes estdo codificadas pela letra R seguida de seu nimero de
identificacdo, enquanto isolados de folha estdo codificadas pela letra F seguida de seu niamero.

Estes microrganismos foram submetidos, em duplicata, a identificacdo utilizando o
MALDI-TOF. Para isso, as bactérias estocadas no freezer a -80 "C foram descongeladas e
reativadas através do cultivo em agar triptona de soja (TSA) a 30°C por 24h. Aquelas que ndo
apresentaram crescimento inicial foram submetidas a uma etapa extra de cultivo em Caldo
Triptona Soja (TSB), prescindindo aquele em meio solido.

Uma pequena por¢ao da massa microbiana cultivada em placas de petri foi colhida com a
ponta de um palito de madeira e aplicada até homogeneizacdo em trés regides delimitadas de
uma placa metalica de 96 pontos. Apos a aplicagdo das colonias na superficie, foi aplicado 1uL
de acido formico (70%) em cada amostra. Em seguida, mediante a secagem do primeiro
reagente, foi depositado 1pL de matriz CHCA (alfa-ciano-4-hidroxicindmico), com
concentracdo de 10 mg/mL. A placa metalica foi inserida no equipamento de MALDI-TOF, e as
analises de identificacdo 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 Laboratério de Investigagdo em
Microbiologia Médica (LIMM, CCS, UFRIJ), onde foram processados por dois programas
distintos. Um deles, flexControl™ (Bruker®, Alemanha), capacita-se na configuracao e
operacdo dos espectrometros de massa, enquanto o segundo, MALDI Biotyper® (Bruker®,
Alemanha), ¢ especializado na interpretagdo e identificagdo de microrganismos com base nos
espectros obtidos.

A interpretagdo dos resultados foi feita a partir da avaliacdo do score value, variando de
1,700 a 3,000, o qual reflete o grau de correspondéncia de qualidade entre os espectros das
amostras e aqueles presentes no banco de dados (Quadro 1). A partir desses valores atribuidos a
cada bactéria, foi feita a divisdo deste em 2 grupos. O primeiro, referente aquelas que obtiveram
score value entre 3.000 e 2.000, foram considerados adequadamente identificados e foram

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

conforme descrito no topico a seguir (Figura 1).

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

Faixa

2.300...3.000

2.000...2.299

1.700...1.999

0.000...1.699
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Figura 1: Processo de seclegdo, reativacdo, analise e identificagdo das estirpes bacterianas isoladas de A.

nummularia, destacando as etapas de triagem por tracos de interesse, analise por MALDI-TOF e sequenciamento do

gene 16S rRNA para isolados de género nao identificado.

4.2. Extracio do DNA genomico e PCR para amplificacio do gene 16S rRNA

Bactérias submetidas ao sequenciamento genético foram descongeladas e reativadas

conforme descrito anteriormente. Apos o crescimento, as culturas foram submetidas a extracao

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

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

A amplificagdo do gene 16S rRNA foi realizada utilizando o material genético extraido

através de reagdes de PCR com um volume final de 50 pL, utilizando os iniciadores universais

27f (5’-AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG - 3’) (1nuL) e 1492r (5’-TAC GGC TAC CTT GTT
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ACG ACT T-3’) (1pL) (Lane et al., 1991), GoTaq® G2 Master Mixes (Promega) (25uL) , agua
mili-Q estéril (22,5 pL) e amostra de DNA (0,5 pL).

As reagdes se deram utilizando um termociclador SimpliAmp Thermal Cycler (Applied
Biosystems, EUA), em um ciclo de aquecimento inicial da solu¢do a 94°C durante 3 minutos.
Em seguida, foram realizados 30 ciclos de desnaturacdo do DNA a 94 °C por 30 segundos,
hibridac¢do dos iniciadores a 50 °C por 30 segundos, e extensdo do DNA a 72 °C por 1 minuto e
40 segundos. Apos a conclusdo da PCR, as amostras foram preservadas a -20°C e a amplificagdo
verificada por andlise de eletroforese em gel de agarose (2% agarose, 70-150 volts, 20 minutos).
A purificacdo do material obtido foi feita utilizando o kit comercial Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up System (Promega, EUA), de acordo com as orientacdes do fabricante, ¢ a

quantificagdo do produto purificado através do fluorimetro Qubit® (Invitrogen, EUA).

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

Os fragmentos de DNA extraidos foram encaminhados para Plataforma de
Sequenciamento de DNA (PSEQDNA), localizada no Instituto de Biofisica 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 andlise de bioinformatica realizada utilizando o
software UGENE (v2, Ugene Team, Russia). As sequéncias 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 ndo foi possivel, foi realizada a tentativa de montagem manual, através da
sobreposi¢do das sequéncias. As sequéncias montadas foram separadas em dois grupos: aquelas
com tamanho superior a 785 pares de bases (pb) e as menores que este limite. As sequéncias
com mais de 785 pb foram utilizadas tanto para a construcdo da arvore filogenética. Para a
montagem da arvore, essas sequéncias foram alinhadas utilizando o algoritmo ClustalW. A
arvore foi construida pelo método de Maximum Likelihood (ML), com suporte estatistico
baseado em 1000 replicacdes de bootstrap, garantindo a confiabilidade dos agrupamentos
filogenéticos. Para cada contig, foi realizado o download de duas sequéncias de referéncia mais
similares, através do BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) no banco de dados NCBI

(National Center for Biotechnology Information), e incorporados na arvore.
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Sequéncias menores que 785 pb foram analisadas de forma diferenciada: foi utilizado o
maior fragmento de contig gerado ou, na auséncia disso, o maior fragmento individual obtido a
partir do sequenciamento com os trés primers distintos. Essas sequéncias, e também as maiores
que 785 pb, foram submetidas ao algoritmo BLAST para identificagdao 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 Selecao, reativacio e identificacio de banco de estirpes isoladas de Atriplex nummularia
por MALDI-TOF

Foram selecionadas 81 estirpes bacterianas, com a presenga dos genes nifH e/ou acdS,
e/ou capacidade de sintese de AIA, para o desenvolvimento do projeto. Essas foram reativadas
com sucesso ¢ submetidas a analise por MALDI-TOF (Anexo 1). Dessas, 72 foram isoladas das
raizes e 19 das folhas de Atriplex nummularia.

A classificagdo preliminar (Figura 2; Tabela 1), feita através do MALDI-TOF, revelou a
seguinte distribuicdo de géneros bacteriano: Nao 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 ndo classificaveis (30), 26 seguiram para o sequenciamento pela metodologia de Sanger

do gene que codifica para a subunidade 16S do RNA ribossomal.
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Do ponto de vista de filo, o filo Pseudomonadota foi predominante devido a alta
frequéncia de géneros da familia Enterobacteriaceae, além de outros géneros como Pantoea
(F102, R342) e Agrobacterium (R34, R395). O filo Bacillota apresentou ampla contribuigdo,
com destaque para os géneros Bacillus e Priestia. O filo Actinomycetota, embora menos

representado, incluiu isolados como Glutamicibacter sp. (R139, R159, R389). Apesar da
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identificacdo eficiente em muitos casos, um numero significativo de isolados (Figura 2)
permaneceu ndo identificavel, evidenciando limitagdes no método para determinados grupos
taxonomicos ou condigdes de amostra.

No nivel de familia, os isolados da familia Enterobacteriaceae (F153, F353, R335)
demonstraram uma ampla diversidade de géneros e espécies, evidenciando a predominancia
desse grupo. Além disso, a familia Bacillaceae foi bem representada por isolados como Priestia
megaterium (F300, R132, R181, R297, R390) e varias ocorréncias de Bacillus subtilis. Outras
familias, como Microbacteriaceae (R157) e Sphingobacteriaceae (com Sphingobacterium
multivorum, R322), também foram identificadas.

A analise dos isolados submetidos a identificacdo de consenso taxondmico, utilizando os
dados obtidos através do MALDI-TOF, revelou uma diversidade significativa, abrangendo
identificacdes ao nivel de espécie, género e familia, além de alguns isolados nao identificaveis
(Tabela 1). Dentre os géneros 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 género 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 géneros 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 taxondmico relativo as estirpes submetidas ao MALDI-TOF

Isolado Consenso Taxonémico Grau de Taxonomia
F22 Bacillus subtilis Espécie
F102 Pantoea ananatis Espécie
F283 Enterobacter hormaechei Espécie
F153 Enterobacteriaceae Familia
F353 Enterobacteriaceae Familia
F182 Klebsiella pneumoniae Espécie
F268 Pseudomonas sp. Género

F300 Priestia megaterium Espécie
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F120
F244
F208
F237

F241
F263
F269

F301
F317
F320
F321
R74
R7
R101
R111
R122
R246
R272
R273
R278
R295
R13
R77
R94
R301
R321
R342
R97
R108
R118
R400
R341
R389
R246
R285

Na3o identificavel
N3o identificavel
Naio identificavel

Na3o identificavel

Na3o identificavel
N3o identificavel

N3o identificavel

Nao identificavel
Nao identificavel
Nao identificavel
Nao identificavel
Bacillus sp.
Bacillus subtilis
Bacillus subtilis
Bacillus subtilis
Bacillus subtilis
Bacillus subtilis
Bacillus subtilis
Bacillus subtilis
Bacillus subtilis

Bacillus subtilis

Citrobacter freundii
Citrobacter freundii
Citrobacter freundii

Citrobacter amalonaticus

Citrobacter sp.

Citrobacter sp.

Enterobacter hormaechei
Enterobacter bugandensis
Enterobacter bugandensis
Enterobacter bugandensis
Enterobacter bugandensis
Enterobacter bugandensis

Enterobacter ludwigii

Enterobacter sp.

Género
Espécie
Espécie
Espécie
Espécie
Espécie
Espécie
Espécie
Espécie
Espécie
Espécie
Espécie
Espécie
Espécie
Género
Género
Espécie
Espécie
Espécie
Espécie
Espécie
Espécie
Espécie

Género




20

R292
R298
R306
R325
R327
R334
R348
R359
R381
R391
R335
R34
R395
R132
R181
R297
R297
R139
R159
R389
R148
R242
R300
R307
R157
R253
R322
R322
R323
R8
R36
R115
R190
R213
R255
R281

Enterobacter sp.
Enterobacter sp.
Enterobacter sp.
Enterobacter sp.
Enterobacter sp.
Enterobacter sp.
Enterobacter sp.
Enterobacter sp.
Enterobacter sp.
Enterobacter sp.

Enterobacteriaceae

Agrobacterium radiobacter

Agrobacterium sp.
Priestia megaterium
Priestia megaterium
Priestia megaterium
Priestia megaterium
Glutamicibacter sp.
Glutamicibacter sp.
Glutamicibacter sp.
Klebsiella aerogenes

Klebsiella sp.
Klebsiella aerogenes
Klebsiella aerogenes
Microbacterium sp.

Staphylococcus sp.

Sphingobacterium multivorum

Sphingobacterium multivorum

Kosakonia sp.
Nao identificavel
Nao identificavel
Nao identificavel
Nao identificavel
Nao identificavel
Nao identificavel

Nao identificavel

Género
Género
Género
Género
Género
Género
Género
Género
Género
Género
Familia
Espécie
Género
Espécie
Espécie
Espécie
Espécie
Género
Género
Género
Espécie
Género
Espécie
Espécie
Género
Género
Espécie
Espécie
Género
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R288 Nao identificavel -
R309 Nao identificavel -
R311 Nao identificavel -
R314 Nao identificavel -
R324 Nao identificavel -
R334 Nao identificavel -
R342 Nao identificavel -
R349 Nao identificavel -
R365 Néo identificavel -
R383 Nao identificavel -
R397 Nao identificavel -
R417 Néo identificavel -

5.2 Sequenciamento e analise de bioinformatica do gene 16S rRNA

Os contigs foram montados a partir das sequéncias de 16S rRNA, e apenas aqueles com
pelo menos 785 pares de bases foram utilizados para a construcdo de uma arvore filogenética
(Figura 3). Os seguintes isolados foram incluidos, juntamente com duas sequéncias 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 relacdo filogenética possivel. 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 ultimo género.

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 relagdo mais distante e possivel divergéncia evolutiva

em relagdo 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.

J& as estripes F320, F244, F241, F301 e F317 formaram agrupamento consistente (84%)
com Bacillus velezensis, Calidifontibacillus erzurumensis e Bacillus stercoris, indicando
conservagao genética. Ja 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 padrdes de agrupamento mais variados e com valores
de bootstrap baixos (<50%), o que indica uma relacao filogenética mais incerta com as espécies

proximas utilizadas como referéncia.
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NR 074540.1 Bacillus cereus ATCC 14579

MR 115526.1 Bacillus cereus strain IAM 12605

NR 157735.1 Bacillus proteclyticus strain MCCC 1A00365
NR 115714.1 Bacillus cereus strain CCM 2010

F269

F208

NR 157736.1 Bacillus tropicus strain MCCC 1A01406

NR 1577321 Bacillus nitratireducens strain MCCC 1A00732
F237

NR 117473.1 Priestia megaterium strain ATCC 14581

R417

NR 115953.1 Priestia aryabhattai B§\W22

R285
R311
NR 074923.1 Bacillus licheniformis strain ATCC 14580
NR 118996.1 Bacillus licheniformis strain DSM 13
MR 137421.1 Bacillus paralicheniformis strain KJ-16
NR 157609.1 Bacillus haynesii strain NRRL B-41327
R329
NR 165685.1 Bacillus piscis strain 16MFT21
F320
F244
F241
F301
F317
H NR 075005 .2 Bacillus velezensis strain FZB42
NR 180225.1 Calidifontibacillus erzurumensis strain P2 1
NR 1819521 Bacillus stercoris strain D7XPN1
NR 181236.1 Bacillus rugosus strain SPB7
NR 180197.1 Mesobacillus aurantius strain JC1013
NR 180419.1 Bacillus cabrialesii strain TE3
NR 125452.1 Cellulomonas pakistanensis strain NCCP-11
100 NR 179424.1 Cellulomonas timonensis strain SN7
74 — NR 179840.1 Cellulomonas rhizosphaerae strain NEAU-TCZ24
87 | NR 179889.1 Pseudomonas glycinae strain MS586
59 ['NR 178854.1 Pseudomonas kribbensis strain 46-2
1001l pazy
NR 181891.1 Pseudomonas soyae strain JL117
NR 074910.1 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium strain LT2

’V NR 044978 1 Enterobacter cloacae subsp. dissolvens strain LMG 2683
NR 179167.1 Enterobacter chengduensis strain WCHECI-C4
NR 179946.1 Enterobacter sichuanensis strain WCHECL1587
R8
IR 146667.2 Enterobacter mori strain YIM Hb-3
NR 104962.1 Flavobacterium acidificum strain LMG 8364
MR 119362.1 Pantoea ananatis strain LMG 2665
R74
NR 026045.1 Pantoea ananatis strain 1846
NR 104933.1 Leclercia adecarboxylata strain CIP 82.92
F120
F263
MR 180450.1 Enterobacter wuhouensis strain WCHEs120002
NR 180446.1 Scandinavium goeteborgense strain CCUG 66741
NR 042349.1 Enterobacter ludwigii strain EN-119
F152
71 R334

100

15

45

NR 074375.1 Pyrococcus furiosus DSM 3638

0.08

Figura 3. Arvore filogenética de sequéncias de 16S rRNA inferida por Maximum Likelihood (100 bootstraps). As
sequéncias foram alinhadas através do algoritmo ClustalW, e possuem 785 pares de bases. Duas sequéncias mais
proximas de cada isolado foram baixadas através da plataforma NCBI, apds a execucdo de BLAST no banco de

dados.



Tabela 2. Analise comparativa de contigs com o banco de dados do NCBI
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Query
Tamanho Cover % de
Isolado (pb) Sequéncia mais proxima (%) 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 4HS-1 99% 99,60% 0OL589555.1
R311 1521 Bacillus aerius strain BAB-2472 99% 99,13% OL589555.1
F241 1274 Bacillus vallismortis strain KS6 100%  96,55% KY114489.1
Bacillus sp.

F320 1342 strain AAUBC-BGM7 98%  96,29% MZ577113.1
F317 1020 Bacillus tequilensis strain 25096 99%  95,05% OR453686.1
F301 1184 Bacillus stercoris strain D7XPNI 100%  98,12% AY 197613
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

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

Enterobacter asburiae strain
F263 1495 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
Citrobacter amalonaticus strain

R334 1418 FDAARGOS 122 99%  97,32% CP014015.2
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Também foi realizada uma analise utilizando o banco de dados BLAST (NCBI) com
todas as sequéncias obtidas apds a montagem (Tabela 2), incluindo aquelas que ndo atingiram o
padrdo de 785 pares de bases estabelecido para construir a arvore filogenética (Figura 2). Essa
selecdo possibilitou o aproveitamento das sequéncias em relacao as informagdes disponiveis em
bancos de dados publicos.

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 OsRS5, 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, atribuido a Bacillus aerius strain BAB-2472, com 99% de cobertura ¢ 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 ¢ 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 atribuido 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 atribuido a Bacillus velezensis strain FZB42, e
R255, com 349 pb, apresentou a menor sequéncia, sendo relacionado a Bacillus tequilensis
strain 10b. R397, de 896 pb, foi associado a Bacillus paralicheniformis RSC-3.

Os isolados do género Enterobacter incluem F152, com 1510 pb, relacionado a
Enterobacter cancerogenus strain M004; R8, com 1420 pb, associado a Enterobacter aerogenes;
F263, de 1495 pb, atribuido a Enterobacter asburiae strain RHBSTW-01009; e F120, com 1506
pb, identificado como Enterobacter kobei strain Ek72.

Ja R327, com 122 pb, foi relacionado com a Serratia surfactantfaciens strain YD25,
enquanto R213, com 772 pb, foi associado a Serratia marcescens strain NatBD-9. F321, de 1322
pb, foi atribuido 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, atribuido 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 integracdo dos dados consolidados com as duas técnicas levou as
seguintes classificagcdes em nivel de género: 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. DISCUSSAO

A identificagdo molecular de endofiticos 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 investigagdo realizada permitiu aprofundar o
conhecimento sobre a diversidade taxondmica dos endofiticos armazenados no banco de estirpes
do laboratério, contribuindo para a estruturacdo de uma base de dados mais robusta e
abrangente, essencial para sustentar futuras aplicacdes biotecnologicas direcionadas a diferentes
ecossistemas.

Entre as ferramentas utilizadas, o MALDI-TOF mostrou-se de grande valia para a
identificacdo microbiana inicial dos isolados bacterianos, revelando-se um método rapido e
de custo relativamente acessivel. Essa técnica, baseada na analise de impressdes digitais
proteicas, oferece uma abordagem pratica para a triagem e classificacdo preliminar dos
isolados bacterianos. No presente estudo, 0 MALDI-TOF desempenhou um papel crucial ao
permitir a triagem de um grande nimero de isolados endofiticos de forma 4gil, criando um
ponto de partida organizado para analises mais aprofundadas.

Embora apresente inimeras vantagens, a aplicagdo do MALDI-TOF na microbiologia
ambiental enfrenta limitagdes significativas devido a sua dependéncia de bancos de dados
espectrais abrangentes. Estudos apontam lacunas consideraveis nessas bibliotecas, especialmente
no que diz respeito as bactérias associadas a plantas, frequentemente sub-representadas (Han et
al., 2023). Além disso, o MALDI-TOF enfrenta desafios na diferenciagdo de espécies
intimamente relacionadas, ja que perfis de massa de proteinas sobrepostos podem dificultar a
identificacdo em nivel especifico (Ringer et al., 2023).

Neste trabalho, as limitacdes da técnica foram utilizadas de forma estratégica para
facilitar a triagem e a selecdo dos isolados bacterianos, ao aprofundar o estudo nos isolados em
que a técnica ndo conseguiu identificar. A andlise das discrepancias nos espectros de massa
permitiu identificar isolados que apresentavam maior distdncia em relag¢@o aos perfis registrados,
destacando-os como alvos de interesse para maior investigagao. Para os isolados cujo género nao
pode ser sequer determinado, o sequenciamento do gene 16S do RNA ribossomal foi essencial,
fornecendo uma resolu¢do molecular necessaria para compreender suas posigdes filogenéticas.
Essa etapa foi complementada pela constru¢do de uma arvore filogenética, que revelou padrdes
evolutivos e destacou a diversidade entre os isolados, como evidenciado pelos valores de

bootstrap e agrupamentos identificados.



28

A andlise filogenética revelou uma ampla diversidade taxondmica entre os isolados
endofiticos sequenciados, abrangendo géneros como Bacillus, Enterobacter, Serratia,
Pseudomonas e Pantoea. Essa heterogeneidade reflete a complexidade das interagdes
microbianas nos ambientes ocupados por endofiticos. 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 conserva¢do gendmica e
proximidade filogenética. Esses resultados corroboram estudos prévios, como o de Yarza et al.
(2008), que destacam a eficacia de arvores baseadas no gene 16S rRNA para delimitar relagdes
evolutivas dentro do género Bacillus.

Por outro lado, os isolados R285 e R311 se destacaram do grupo principal que inclui
Bacillus licheniformis e Bacillus paralicheniformis, sugerindo divergéncias genéticas
significativas. Esse afastamento pode indicar a emergéncia de novas linhagens dentro do
complexo Bacillus. A literatura cientifica aponta que divergéncias genéticas significativas em
arvores filogenéticas baseadas no gene 16S rRNA frequentemente refletem variagdes adaptativas
ou metabolicas que caracterizam novas espécies bacterianas (Patel & Gupta, 2020). Por
exemplo, estudos como o de Patel e Gupta (2020) ressaltam que divergéncias dentro de
complexos filogenéticos de Bacillus frequentemente correspondem a estirpes com caracteristicas
funcionais inéditas ou potencial biotecnologico especifico. Essa nocdo ¢ corroborada por
Ludwig et al. (2021), que destaca que variacdes dentro de complexos como o de Bacillus
licheniformis podem sinalizar linhagens cripticas ou eventos de especiacdo ainda nado
reconhecidos. O isolado R329 agrupou-se com Bacillus licheniformis, Bacillus
paralicheniformis, Bacillus haynesii e Bacillus piscis (bootstrap 68%), sugerindo uma relacdo
intermediaria, com possivel divergéncia no perfil do gene, reforcando a hipotese de que ele
possa representar uma estirpe em processo de diferenciagao.

O comportamento do isolado R417 também ¢ notavel, formando um clado fortemente
suportado (bootstrap 100%) com Priestia megaterium e Priestia aryabhattai, enquanto exibe
uma relacdo moderada com Bacillus tropicus e Bacillus nitratireducens (bootstrap 68%). Esses
grupos pertencem a mesma familia, Bacillaceae, o que explica a proximidade filogenética
observada e sugere ancestralidade compartilhada. Patel e Gupta (2020) reforcam que géneros
dentro de Bacillaceae, como Bacillus e Priestia, apresentam relagdes filogenéticas proximas
devido a padrdes evolutivos conservados, apesar de divergéncias adaptativas. Assim, o
agrupamento de R417 pode ser entendido como reflexo de relagdes evolutivas consistentes
dentro da familia, alinhando-se as classificacdes recentes que destacam a coesdao genética entre

os membros desse cladoF
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O baixo suporte filogenético observado para isolados como R74, R397, R383, R334 ¢
R324 (<50%) indica incertezas que podem ser atribuidas as limitagdes do uso exclusivo do gene
16S rRNA. Esses isolados podem representar linhagens altamente divergentes ou posicdes
filogenéticas incertas, destacando a necessidade de andlises complementares, como
sequenciamento do genoma completo, para maior resolucdo. Entretanto, esses padrdes de
agrupamento filogenético também podem aportar para possiveis linhagens, refor¢cando a
importancia de abordagens mais resolutivas, como o sequenciamento gendmico completo, para
confirmar seu status taxonomico (Gomila et al., 2015). Ja a proximidade de F120 ¢ F263 com
Enterobacter wuhouensis e Scandinavium goeteborgense (bootstrap 95%) aponta para uma forte
conservacao genética.

A predominancia de isolados relacionados ao género Bacillus ressalta sua facilidade de
cultivo, porém também sua relevancia ecoldgica e funcional em ambientes vegetais,
corroborando nogdes pré-estabelecidas na literatura sobre sua atuacdo no crescimento vegetal,
controle de patdégenos e manutencdo da saude do hospedeiro (Fan et al., 2019). Ha indicacdes
que espécies como Bacillus tequilensis, Bacillus sonorensis ¢ Bacillus stercoris possuem
propriedades bioquimicas que facilitam a produgdo de compostos bioativos, como siderdforos,
auxinas e antibidticos naturais, promovendo nao apenas o crescimento radicular, mas também a
resisténcia sistémica induzida (Chen et al., 2021). Por exemplo, B. fequilensis tem sido descrito
por sua capacidade de secretar acido indolacético em rizosferas de gramineas, estimulando o
desenvolvimento de raizes secundarias. Similarmente, B. sonorensis apresenta potencial para
sintetizar compostos volateis antimicrobianos que suprimem fungos fitopatogénicos em
hortalicas de grande importancia agricola, como o tomate (Lycopersicon esculentum)
(Gémez-Lama et al.,, 2020). Tais caracteristicas multifuncionais reforcam a capacidade do
género Bacillus de ndo apenas colonizar tecidos vegetais, mas também estabelecer interacdes
mutualisticas que favorecem a produtividade e a resiliéncia das plantas cultivadas.

Paralelamente, a atribuicdo de isolados a Enterobacter cancerogenus (F152) e
Enterobacter aerogenes (R8) sugere que os géneros da familia Enterobacteriaceae também tém
papéis cruciais no ambiente endofitico, como a fixa¢ao de nitrogénio ¢ a modulagdo de estresses
abidticos (Compant et al., 2010). Isolados de Serratia (R327, Serratia marcescens) e
Pseudomonas (F321) destacam a producao de metabdlitos antimicrobianos e a protecao contra
herbivoros, enquanto Pantoea ananatis (R74) demonstra um papel ambivalente, sendo endofito
benéfico ou patégeno oportunista, dependendo do contexto (Walterson & Stavrinides, 2015).

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

de colonizar nichos endofiticos e desempenhar fungdes ecoldgicas importantes, como a
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promogdo do crescimento vegetal por meio da fixacdo de nitrogénio e da sintese de hormdnios
vegetais. No entanto, a presenca de Enterobacter também levanta preocupacdes significativas
devido ao seu potencial como patdégeno oportunista em humanos, com espécies como
Enterobacter cancerogenus e Enterobacter aerogenes frequentemente associadas a infecgdes
hospitalares, como septicemia e infecgdes do trato urinario (Sanders & Sanders, 1997). Esse
duplo papel coloca limitagdes na aplicagdo direta desses isolados como inoculantes agricolas,
considerando os riscos associados a disseminagdo de patégenos humanos em sistemas agricolas
e ambientais. Além disso, a transferéncia horizontal de genes de resisténcia a antibidticos,
frequentemente observada em Enterobacter e outros membros da familia Enterobacteriaceae,
exacerba as preocupacdes sobre o uso indiscriminado desses microrganismos em praticas
agricolas (Toth et al., 2016). Assim, embora as interagcdes benéficas entre Enterobacter e plantas
sejam bem documentadas, o desenvolvimento de inoculantes seguros requer abordagens
rigorosas de selecao e manipulagdo genética para mitigar os riscos potenciais a saude humana.

Na legislagdo brasileira, o uso de microrganismos do género Enterobacter como
biofertilizantes ou inoculantes agricolas é estritamente proibido, principalmente devido ao seu
potencial de patogenicidade em humanos e aos riscos associados a transferéncia de genes de
resisténcia a antibioticos. De acordo com o Decreto n® 4.074 de 2002, que regulamenta a Lei n°
7.802 de 1989, qualquer organismo geneticamente modificado ou com risco comprovado a
saude publica e ambiental ¢ restrito em sistemas agricolas (Brasil, 2002). Além disso, a
Resolucao Normativa n® 16 de 2018 da Comissao Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBio0)
estabelece critérios rigorosos para a aprovagao de microrganismos geneticamente modificados,
limitando o uso de mutagdes que possam potencialmente aumentar a viruléncia ou disseminacao
de genes de resisténcia a antibioticos (CTNBio, 2018). Essas regulamentagdes refletem uma
abordagem cautelosa, que prioriza a seguranga sanitaria ¢ ambiental a0 mesmo tempo em que
orienta o desenvolvimento de biotecnologias agricolas sustentaveis no pais.

Finalmente, géneros menos comumente encontrados em ambientes endofiticos, como
Cellulomonas (R383) e Citrobacter (R334), ampliam a compreensdo sobre a complexidade e
heterogeneidade desses nichos ecologicos, sugerindo que essas bactérias podem ter desenvolvido
adaptagdes especificas para a degradacdo de compostos complexos ou para a exploragdao de
recursos ambientais Unicos. A identificacdo desses microrganismos reforga a importancia de se
explorar de forma abrangente as bactérias endofiticas cultivdveis que possuem caracteristicas de
promogdo do crescimento vegetal, uma vez que isso pode revelar géneros ndo frequentemente
observados nesse contexto, mas com grande potencial para desempenharem papéis mais

eficientes na producdo biotecnologica. Um exemplo notavel na literatura ¢ o género
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Burkholderia, particularmente Burkholderia phytofirmans, que, embora inicialmente associado a
habitats diversos, demonstrou grande eficidcia como promotor de crescimento vegetal. Existem
evidéncias que essa espécie pode induzir resisténcia sist€émica em plantas, além de melhorar a
tolerancia a estresses abioticos, como seca e salinidade, caracteristicas essenciais para cultivos
em condi¢des adversas (Compant et al., 2008). De forma semelhante, o género
Methylobacterium, comumente isolado de superficies foliares, mas também encontrado em
ambientes endofiticos, desempenha um papel crucial ao metabolizar metanol liberado pelas
plantas hospedeiras, promovendo crescimento radicular e aumento da biomassa foliar (Corpe,
1985). Esses exemplos reforgam como a investigacdo de géneros bacterianos menos explorados
pode ampliar significativamente o escopo de aplicagdes biotecnoldgicas, fornecendo solugcdes
inovadoras para a agricultura sustentdvel e o manejo de estresses ambientais em culturas
agricolas.

Embora os dados obtidos fornegam conclusdes iniciais valiosas sobre a filogenia ¢ a
diversidade desses isolados, ¢ imprescindivel a realizagdo de estudos complementares. O gene
16S rRNA tem sido hd muito tempo uma pedra angular da taxonomia bacteriana por sua
constante conservagdo, mas a utilizacdo do mesmo também apresenta suas limitagdes. A
qualidade do sequenciamento, por exemplo, influencia diretamente o tamanho das leituras:
regides com maior conteido de GC ou repeti¢des podem gerar dificuldades na amplificacdo e
leitura precisa, resultando em sequéncias mais curtas (Clarridge, 2004). Biologicamente, a
presenga de multiplos operons de 16S rRNA em muitos genomas bacterianos pode levar a
variagdoes na amplificagdo, pois diferentes copias do gene podem variar em sequéncia ou ser
amplificadas com eficiéncia desigual (Hutchinson & Templeton, 2018). Esses multiplos operons
podem ainda introduzir ambiguidades, dificultando a correta classificagdo ou montagem de
contigs (Johnson et al., 2019).

Ainda, embora seu sequenciamento completo permita maior resolucdo do que
abordagens parciais, ainda ¢ insuficiente para distinguir de forma precisa espécies
filogeneticamente proximas em certos casos. Por exemplo, dentro do género Pseudomonas,
espécies como Pseudomonas fluorescens € Pseudomonas putida compartilham alta similaridade
em suas sequéncias 16S rRNA, o que muitas vezes impede uma delimitacdo clara entre elas
(Gomila et al., 2015).

Considerando esses fatores, a analise do genoma completo seria vantajosa por permitir
explorar variagdes em genes especificos relacionados a fun¢des metabdlicas ou ambientais,
como a produ¢do de metabodlitos secundarios ou a tolerancia a condigdes adversas, revelando

diferengas adaptativas importantes. Estudos gendmicos de Pseudomonas tém identificado
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diferengas sutis, mas ecologicamente relevantes, em ilhas gendmicas e genes de biossintese de
compostos bioativos, que sdo cruciais para entender o papel dessas espécies em interacdes
planta-microrganismo (Loper et al., 2012). Assim, enquanto o gene 16S rRNA continua sendo
uma ferramenta valiosa para andlises preliminares, o sequenciamento gendmico completo
proporciona uma visao abrangente e resolutiva para a distingdo e caracterizagao funcional de
isolados ambientais.

Dessa maneira, abordagens integrativas, como gendmica comparativa, protedmica e
analise funcional, serdao fundamentais para validar as identificacdes preliminares e desvendar as
complexas relagdes evolutivas e funcionais desses microrganismos, expandindo o acervo de
informagdes referente a estes isolados. Adaptar bibliotecas para refletir a diversidade microbiana
regional, particularmente para ecossistemas Unicos, 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 identificagao de taxons
raros ou novos, expandindo o escopo da pesquisa voltada para a analise molecular de endofitos,
como o presente trabalho.

Como ja ressaltado, o aprofundamento do conhecimento sobre a identidade molecular de
endofiticos oriundos de ambientes salinos, que demonstram caracteristicas promissoras de
resisténcia e promoc¢do de crescimento vegetal, ¢ essencial para impulsionar a producdo de
produtos biotecnoldgicos. Em um nivel filogenético, compreender esses microrganismos ¢
importante porque permite tragar relagdes evolutivas entre diferentes espécies e identificar
caracteristicas adaptativas Unicas associadas a condi¢des extremas. Essa analise pode revelar
genes ou vias metabolicas conservadas que desempenham papéis fundamentais na tolerancia ao
estresse salino, além de identificar linhagens especificas com potencial biotecnologico (Barajas
Gonzalez et al., 2024). Essas compreensdes enfatizam a relevancia dos endofiticos promotores
de crescimento vegetal como ferramentas promissoras para aumentar a produtividade agricola,
sendo a identificacdo molecular um passo critico para compreender a complexidade desses
isolados ainda ndo explorados integralmente e guiar o desenvolvimento de aplicagdes agricolas.
A identificacdo de possiveis linhagens inéditas de isolados pode ampliar significativamente o
potencial biotecnologico desses microrganismos, gerando novos metabolitos € compostos
bioativos com aplicagdes em biofertilizantes, biocontrole e biorremediagao, promovendo

solugdes sustentaveis na agricultura e gestdo ambiental.
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6. CONCLUSOES

1.

A andlise realizada pelo MALDI-TOF identificou alguns dos isolados endofiticos de A.
nummularia, selecionados por seus tracos de promog¢do de crescimento vegetal, dos
géneros Enterobacter, Bacillus, Priestia, Klebsiella, Pantoea, Citrobacter e
Pseudomonas;

A utilizagdo do MALDI-TOF para uma triagem inicial dos isolados foi importante para
se excluir bactérias possivelmente patogé€nicas, como as do género Enterobacter, de
futuros estudos;

O sequenciamento do gene 16S rRNA confirmou a identificacao de diversas espécies,
ndo classificaveis por MALDI-TOF, incluindo Bacillus cereus, Priestia megaterium e
Enterobacter ludwigii;

A construcao da arvore filogenética, com base nas sequéncias de 16S rRNA, revelou
agrupamentos consistentes para varias estirpes, como por exemplo F231. Certas estirpes
indicaram possiveis divergéncias evolutivas, sugerindo a presenca de variantes ainda
pouco exploradas, como a R334.

Alguns isolados apresentaram relagdes filogenéticas pouco claras, podendo apontar para
possiveis novas estirpes. Assim, sao necessarias analises complementares, como o

sequenciamento gendmico completo, para determinar sua classificacao.
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ANEXOS
ANEXO 1
Isolado 1° Identificacdo (Score) 2% Identificaciio (Score)

F22 Bacillus subtilis (2.05) Bacillus subtilis (2.05)
F102 Pantoea ananatis (2.03) Pantoea ananatis (1.81)
F120 Identificacdo impossivel (1.19) Identificacdo impossivel (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)  Identifica¢do impossivel (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)

RS Identifica¢do impossivel (1.32) Identifica¢do impossivel (1.33)
R13 Citrobacter freundii (2.39) Citrobacter freundii (2.42)

R34 Agrobacterium radiobacter (2.17) Agrobacterium radiobacter (2.01)
R36 Identificacdo impossivel (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)
R9%4 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 Identifica¢ao impossivel (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) ldentificacdo impossivel (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) Identificagdo impossivel (1.50)
R181 Priestia megaterium (2.11) Priestia megaterium (2.07)
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R190
R213
R242
R246
R246
R253
R255
R272
R273
R278
R281
R285
R288
R292
R295
R297
R298
R300
R301
R306
R307
R309
R311
R314
R321
R322
R323
R324
R325
R327
R334
R334
R335
R341
R342
R342
R342
R348
R349

Identificacdo impossivel (1.61)
Nenhum pico encontrado (0.00)
Klebsiella aerogenes (1.76)
Enterobacter ludwigii (2.21)
Bacillus subtilis (2.30)
Staphylococcus succinus (1.70)
Identificacdo de organismo (1.57)
Bacillus subtilis (2.12)

Bacillus subtilis (2.08)

Bacillus subtilis (2.06)
Identificacdo impossivel (1.35)
Enterobacter roggenkampii (2.09)
Identificacdo impossivel (1.42)
Enterobacter kobei (2.38)
Bacillus subtilis (2.05)

Priestia megaterium (2.28)
Enterobacter roggenkampii (2.37)
Klebsiella aerogenes (2.48)
Citrobacter amalonaticus (2.34)
Enterobacter ludwigii (2.10)
Klebsiella aerogenes (2.26)
Identifica¢do impossivel (1.68)
Identifica¢do impossivel (1.56)
Identificagdo impossivel (1.47)
Identificacdo impossivel (1.52)
Sphingobacterium multivorum (1.91)
Identificacdo impossivel (1.41)
Identifica¢do impossivel (1.69)
Enterobacter bugandensis (1.83)
Enterobacter hormaechei (1.76)
Identificacdo impossivel (1.38)
Enterobacter bugandensis (1.91)
Enterobacter cancerogenus (1.96)
Enterobacter bugandensis (1.91)
Identificac@o impossivel (1.62)
Citrobacter amalonaticus (1.79)
Pantoea anthophila (2.16)
Enterobacter ludwigii (2.19)
Identificacao impossivel (1.45)

Identificacdo impossivel (1.53)
Nenhum pico encontrado (0.00)
Identifica¢do impossivel (1.68)
Enterobacter ludwigii (2.14)
Bacillus subtilis (2.25)
Staphylococcus gallinarum (1.84)
Identificacdo de organismo (1.57)
Bacillus subtilis (2.09)

Bacillus subtilis (2.08)

Bacillus subtilis (2.05)
Identificagdo impossivel (1.24)
Enterobacter ludwigii (2.05)
Identificacdo impossivel (1.29)
Enterobacter roggenkampii (2.41)
Bacillus subtilis (2.00)

Priestia megaterium (1.77)
Enterobacter bugandensis (2.33)
Klebsiella aerogenes (2.39)
Citrobacter amalonaticus (2.36)
Enterobacter bugandensis (2.08)
Klebsiella aerogenes (2.23)
Identifica¢do impossivel (1.38)
Nenhum pico encontrado (0.00)
Identificacdo impossivel (1.46)
Citrobacter amalonaticus (1.83)
Sphingobacterium multivorum (1.91)
Kosakonia cowanii (1.88)
Identificagcdo impossivel (1.69)
Enterobacter cancerogenus (1.82)
Identifica¢do impossivel (1.58)
Identificacdo impossivel (1.36)
Identificacdo impossivel (1.55)
Kluyvera ascorbata (1.92)
Enterobacter bugandensis (1.80)
Identificacdo impossivel (1.61)
Citrobacter koseri (1.77)

Pantoea agglomerans (1.78)
Enterobacter kobei (2.13)
Identificacao impossivel (1.27)
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R359
R365
R381
R383
R389
R389
R390
R391
R395
R397
R400
R417

Enterobacter hormaechei (1.71)
Identificagdo impossivel (1.06)
Enterobacter hormaechei (1.88)
Identificacdo impossivel (1.44)
Enterobacter bugandensis (2.18)
Glutamicibacter endophyticus (1.89)
Priestia megaterium (1.78)
Enterobacter cancerogenus (2.21)
Identificacdo impossivel (1.42)
Identifica¢do impossivel (1.69)
Enterobacter bugandensis (2.14)
Identificacdo impossivel (1.45)

Identificacdo impossivel (1.58)
Identificacdo impossivel (1.02)
Enterobacter bugandensis (2.01)
Identificagdo impossivel (1.62)
Enterobacter bugandensis (2.14)
Identificacdo impossivel (1.38)
Priestia megaterium (1.74)
Enterobacter bugandensis (2.03)
Agrobacterium radiobacter (1.96)
Identifica¢ao impossivel (1.66)
Enterobacter bugandensis (2.03)
Identificacao impossivel (1.44)




