GONCALO RODRIGUES DE CARVALHO NETO

BACTERIAS ASSOCIADAS A CACTACEAS E SEU POTENCIAL NA
PROMOCAO DO CRESCIMENTO VEGETAL

Monografia apresentada ao Instituto de Microbiologia Paulo de Gdées, da Universidade
Federal do Rio de Janeiro, como pré-requisito para a obten¢do do grau de Bacharel em

Ciéncias Bioldgicas: Microbiologia e Imunologia.

INSTITUTO DE MICROBIOLOGIA PAULO DE GOES UNIVERSIDADE FEDERAL DO
R10 DE JANEIRO
R10 DE JANEIRO
DEZEMBRO / 2024



Trabalho realizado no Departamento de
Microbiologia  Geral, do Instituto de
Microbiologia Paulo de Goées, UFRJ, sob a
orientacdo do(a) Professor(a) Diogo de Azevedo
Jurelevicius e coorientacdo de Raphael da Silva
Pereira



CIP - Catalogacao na Publicagao

Carvalho, Gongalo

C331b BACTERIAS ASSOCIADAS A CACTACEAS E SEU POTENCIAL
NA PROMOCAC DO CRESCIMENTO VEGETAL / Gongalo
Carvalho. -- Rio de Janeiro, 2024.

65 £.

Orientador: Dioge Jurelevicius.

Coorientador: Raphael Pereira.

Trabalho de conclusdo de curso (graduacdo) -
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Instituto
de Microbiologia, Bacharel em Ciéncias Biolégicas:
Microbiologia e Imunoclogia, 2024.

1. PGPB. 2. Cactacea. 3. Biotecneclogia
microbiana. 4. Microbiologia ambiental. 5.
Restinga. I. Jurelevicius, Diogo , crient. II.
Pereira, Raphael, coorient. III. Titulo.

Elaborado pelo Sistema de Geragdo Automatica da UFRJ com os dados fornecidos
pelo(a) autor(a), sob a responsabilidade de Miguel Romeu Amorim Neto - CRB-7/6283.




'INSTITUTO DE MICROBIOLOGIA PAULO DE GOES / UFRJ
r COORDENACAO DE ENSINO DE GRADUACAO

ATA DA APRESENTACAO DE MONOGRAFIA PARA APROVACAO NO RCS DE
TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO, BACHARELADO EM CIENCIAS
BIOLOGICAS: MICROBIOLOGIA E IMUNOLOGIA

ALUNO(A): GONCALO RODRIGUES DE CARVALHO DRE: 121063022
NETO

BANCA EXAMINADORA:
Prof. Lucy Seldin (Presidente)
Dr(a). Jackeline Rossetti Mateus
Dr(a). Douglas Alfradique Monteiro
Prof. Mateus Gomes de Godoy (Suplente)

Titulo da Monografia: “Bactérias associadas a Cactiiceas e seu potencial na promogio do
crescimento vegetal”
Local: Sala de Reuniio da Microbiologia Geral, no Instituto de
Microbiologia Paulo de Gées da UFRJ.
Data ¢ hora de inicio: 09 de dezembro de 2024 as 10:00h

Em sessdo publica, apos exposigdo de cerca de 50 minutos, o aluno foi argiiido pelos
membros da Banca Examinadora, demonstrando suficiéncia de conhecimentos e capacidade de
sistematizagdo no tema de sua Monografia, tendo, entdo, obudo nota € O neste requsito do
RCS de TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO. Na forma regulamentar, [o1 lavrada a
presente ata que ¢é assinada pelos membros da banca examinadora, aluno, orientador (¢/ou

coorientador) e pelo coordenador do RCS.
Rio de Janeiro, q de D\Ag«‘mjfo‘\vdc 2024

NOTA: Banca Examinadora:

%9 Iy S\ i b

/' Prof.(llucy Seldin (Presidente)
8.0 ) Ak e <L

Dra. Jackeline Rossetti Mateus

%0 Toualy, All e Mol 508

__(.___
7 Dr. Douélas All"rgdiquc Monteiro
Prof. Mateus Gomes dci(ji«r)a()y_(Suiplc;lc) o P
Aluno(a) i Gour alo Rodhgu;s dc (_;",m,l»lm :}

Orientador(a) b la/é\ (/\ I/L\\ . Sl KT iy

(¢ coorientador);
of, Diogo de Azevedo Jurelevicius e Raphael da Silva Pereira

N Nowireala )

TCC: Profa. Marinella Silva Laport

Coordenadora de



Dedico este trabalho especialmente aos meus
irmdos, Bruno, Gabriela, Gabriel, Ivaldo e
Graziela, meus pais Nilma e Franciso e aos meus
avos Vilma e Silas por me apoiarem durante essa
jornada. A minha amiga Bianca Cordovil, por seu
incentivo constante, mesmo nos momentos mais
dificeis. As minhas queridas professoras e amigas
Josiane e Rosineide, que sempre acreditaram no

meu potencial.



AGRADECIMENTOS

As minhas professoras Josiane, Claudia, Rafaelle, Leticia e ao professor Lcio, expresso
minha mais profunda gratidao pelo constante incentivo, dedicagéo e inspiragcdo ao longo de todo
0 meu ensino médio no IFAP. Um agradecimento especial a professora Larissa, cujo incentivo
e aulas inesqueciveis de botanica despertaram em mim uma paixao pela biologia e o desejo de
me tornar um verdadeiro "pai de planta”. Por fim, minha amiga Bianca merece todo 0 meu
reconhecimento por sempre acreditar em mim e por me encorajar a alcancar voos cada vez mais
altos.

Aos meus queridos amigos “sudestinos” da UFRJ — Ana, Bianca e Eduardo —, e
também aos “sudestinos” caxienses — Fernando, Nathalia, Jefferson e Paulo —, minha gratid&o
pelo apoio incondicional durante meu periodo de graduacéo, pelas conversas que aqueceram o
coracdo e pelos momentos de carinho que tornaram tudo mais leve.

Ao meu querido amigo e orientador, Diogo Jurelevicius, deixo meu mais profundo
agradecimento por ser o melhor orientador do mundo, permitindo-me trabalhar com algo que
amo e conduzindo-me sempre com paciéncia e sabedoria.

Ao meu coorientador Raphael, sou imensamente grato por todo o conhecimento
compartilhado e pelo suporte essencial durante a elaboracdo deste trabalho.

Ao meu companheiro Vinicius, que estd sempre ao meu lado, acolhendo-me,
incentivando-me e inspirando-me a dar o meu melhor em tudo. Amo vocé!

Aos amigos do LABEM e do LGM, que sempre se dispuseram a me ajudar com boa
vontade — seja corrigindo textos, auxiliando em testes complexos, montando apresentacdes ou
realizando analises nas quais eu tive dificuldades. Um agradecimento especial a Isabella, Igor,
Millena e Vitdria, por todo o suporte durante a iniciacéo cientifica.

Ao professor Caio, pela oportunidade de receber uma bolsa de iniciacdo cientifica
durante os primeiros periodos de estagio, o que foi crucial para 0 meu desenvolvimento
académico.

As politicas de auxilio da UFRJ, que todos os anos permitem que diversos alunos se
mantenham durante a graduacdo e concluam o curso, desempenham um papel fundamental na

promocao de oportunidades minimamente iguais para todos.



Aos professores do curso de Microbiologia e Imunologia, deixo meu sincero
agradecimento por todo o ensinamento transmitido e pela contribuicdo indispensavel a minha
formacéo profissional e pessoal.

Por fim, agradeco a todos os membros da banca por aceitarem o convite para avaliar
este trabalho, ao CNPq, PIBIC e a COPPETEC pela bolsa de estudos que tornou esta iniciagéo

cientifica possivel.

“Tucuju: povo indigena do baixo rio
Amazonas onde se localiza hoje cidades como
Gurupa/PA, Vitoria do Jari/AP e Macapa/AP,
com origem na foz do Oiapoque (...) indigena

pertencente a esse povo”

-Edna Oliveira



RESUMO
GONCALO RODRIGUES DE CARVALHO NETO

BACTERIAS ASSOCIADAS A CACTACEAS E SEU POTENCIAL NA
PROMOCAQO DO CRESCIMENTO VEGETAL

Orientador: Diogo de Azevedo Jurelevicius
Coorientador: Raphael da Silva Pereira

Na restinga, a vegetacdo estd exposta a adversidades como baixa disponibilidade
hidrica, escassez de nutrientes no solo, altas temperaturas e ventos constantes. A interacao entre
plantas e microrganismos desempenha um papel crucial na adaptacdo e sobrevivéncia de
espécies vegetais em ambientes extremos. Este trabalho teve como objetivo estudar estirpes
bacterianas associada a trés espécies de cactaceas (Pilosocereus arrabidae, Cereus
fernambucensis e Melocactus violaceus) presentes na restinga Parque Estadual da Costa do Sol,
localizado no municipio de Arraial do Cabo (RJ). Nesse sentido, foram avaliadas as
propriedades promotoras de crescimento vegetal (PGPB) de bactérias rizosféricas, endofiticas
e de vida livre previamente isoladas das trés espécies de cactos estudadas e do solo da restinga.
Um total de 227 bactérias isoladas foram reativadas e foram feitos testes para avaliar
propriedades PGPB, como a resisténcia ao déficit hidrico, producdo de acido indolacético
(AlA), solubilizacdo de fosfato, e resisténcia a salinidade e producéo de exopolissacarideo
(EPS). Foi observado que a partir da cactacea P. arrabidae foram obtidos 0s maiores himeros
de estirpes bacterianas resistentes ao déficit hidrico e a salinidade, com o total de 17 bactérias
halotolerantes e 5 capazes de crescer em condicdes de estresse hidrico. Em M. violaceus,
nenhuma bactéria foi resistente ao déficit hidrico e a salinidade, enquanto em C. fernambucensis
3 bactérias isoladas foram resistentes ao déficit hidrico e 11 & salinidade. Adicionalmente, todos
os isolados foram testados quanto a capacidade de produzir EPS, o resultado mostrou que das
47 bactérias isoladas da rizosfera de P. arrabidae, 26 foram capazes de produzir EPS. De M.
violaceus houveram 23 produtores e de C. fernambucensis 14 isolados produtores. Além destes,
foram observadas um total de 41 bactérias produtoras de auxina, e 122 solubilizadoras de
fosfato. Por fim, a identificacdo taxonémica das bactérias isoladas foi realizada através do
sequenciamento do gene que codifica 0 rRNA 16S. O resultado mostrou a identificacdo de
géneros reconhecidos por possuirem caracteristicas de PGPB, como Bacillus, Burkholderia,
Paenibacillus, Pseudomonas e Streptomyces. Ademais, foi observado a predominancia de
Bacillus e Pseudomonas em P. arrabidae, Heyndrickxia e Burkholderia em C. fernambucensis
e Streptomyces e Paenibacillus em M. violaceus. De todas as bactérias identificadas, uma
bactéria relacionada a Bacillus wiedmannii apresentou multiplas propriedades PGPB, sendo
esta espécie obtida da rizosfera de C. fernambucensis. Os resultados reforcam a importancia de
estudos sobre a microbiota associada a plantas de restinga, fornecendo dados para o
desenvolvimento de aplicacfes biotecnolégicas voltadas a agricultura sustentavel e a
conservacao de ecossistemas.

Palavras-chave: Cactaceas, Microbiota, Restinga, PGPB, gene rrs, Biotecnologia



ABSTRACT

GONCALO RODRIGUES DE CARVALHO NETO

BACTERIAL STRAINS ASSOCIATED WITH CACTI FROM THE BRAZILIAN
RESTINGA: IDENTIFICATION AND BIOTECHNOLOGICAL POTENTIAL

Orientador: Diogo de Azevedo Jurelevicius

Coorientador: Raphael da Silva Pereira

In the restinga ecosystem, vegetation is exposed to adversities such as low water
availability, nutrient scarcity in the soil, high temperatures, and constant winds. The interaction
between plants and microorganisms plays a crucial role in the adaptation and survival of plant
species in extreme environments. This study aimed to investigate bacterial strains associated
with three cacti species (Pilosocereus arrabidae, Cereus fernambucensis, and Melocactus
violaceus) found in the restinga of the Costa do Sol State Park, located in the municipality of
Arraial do Cabo (RJ, Brazil). The plant growth-promoting properties (PGPB) of rhizospheric,
endophytic, and free-living bacteria previously isolated from the three cactus species and the
restinga soil were evaluated.A total of 227 bacterial isolates were reactivated and subjected to
tests for PGPB properties, such as tolerance to water deficit, production of indole acetic acid
(IAA), phosphate solubilization, salinity resistance, and exopolysaccharide (EPS) production.
Among the cactus species, isolates from P. arrabidae exhibited the highest number of bacterial
strains resistant to water deficit and salinity, totaling 17 halotolerant bacteria and 5 capable of
growing under water stress conditions. For M. violaceus, no bacteria were resistant to water
deficit or salinity, whereas for C. fernambucensis, 3 isolates showed resistance to water deficit
and 11 to salinity. Additionally, all isolates were tested for EPS production. The results
indicated that out of 47 bacteria isolated from the rhizosphere of P. arrabidae, 26 were capable
of producing EPS. For M. violaceus, 23 EPS producers were identified, and for C.
fernambucensis, 14 EPS-producing isolates were found.Furthermore, 41 isolates were
identified as auxin producers, and 122 demonstrated phosphate solubilization capabilities. The
taxonomic identification of the bacterial isolates was performed through sequencing of the 16S
rRNA gene. The results revealed the presence of genera known for their PGPB characteristics,
such as Bacillus, Burkholderia, Paenibacillus, Pseudomonas, and Streptomyces. Moreover,
Bacillus and Pseudomonas were predominant in P. arrabidae, Heyndrickxia and Burkholderia
in C. fernambucensis, and Streptomyces and Paenibacillus in M. violaceus. Among all the
isolates, a bacterium related to Bacillus wiedmannii exhibited multiple PGPB properties and
was obtained from the rhizosphere of C. fernambucensis.These findings underscore the
importance of studying the microbiota associated with restinga plants, providing insights for
the development of biotechnological applications aimed at sustainable agriculture and
ecosystem conservation.

Keywords: Cacti, Microbiota, Restinga, PGPB, 16S rRNA gene sequencing, Biotechnology.



RESUMO PARA LEIGOS

GONCALO RODRIGUES DE CARVALHO NETO

BACTERIAS ASSOCIADAS A CACTACEAS E SEU POTENCIAL NA
PROMOCAO DO CRESCIMENTO VEGETAL

Orientador: Diogo de Azevedo Jurelevicius

Coorientador: Raphael da Silva Pereira

As plantas possuem uma relacdo essencial com microrganismos, como bactérias, que
ajudam a protegé-las e a crescer, especialmente em ambientes onde as condi¢gdes ambientais
ndo sdo favoraveis, com pouca agua e baixa disponibilidade de nutrientes. Este estudo
investigou bactérias que vivem nas raizes e dentro de trés espécies de cactos da restinga
brasileira (Pilosocereus arrabidae, Cereus fernambucensis e Melocactus violaceus).
Conseguimos obter 227 bactérias destas plantas, e 116 delas foram identificadas. Algumas
dessas bactérias tém habilidades incriveis, como ajudar as plantas a absorverem nutrientes,
crescerem mais saudaveis e se protegerem de doencas. Entre as bactérias encontradas, géneros
como Bacillus, Burkholderia e Paenibacillus se destacaram. Um dos destaques foi a bactéria
Bacillus wiedmannii, que mostrou grande potencial para promover o crescimento das plantas.
Este trabalho é importante porque nos ajuda a entender melhor essas interacdes naturais e pode
levar a solugdes biotecnoldgicas para uma agricultura mais sustentavel e para proteger a
natureza.



LISTA DE SIGLAS, ABREVIATURAS E SIMBOLOS

AIA - Acido indol acético

APA - Area de Protecdo Ambiental

CAM - Metabolismo Acido das Crassulaceas (do inglés, Crassulacean Acid Metabolism)
CONAMA - Conselho Nacional do Meio Ambiente

DNA - Acido desoxirribonucleico (do inglés, Deoxyribonucleic acid)

EPS - Exopolissacarideos

PCR - Reacdo em Cadeia da polimerase (do inglés, Polymerase Chain Reaction)

PGPB - Bactérias Promotoras de Crescimento de Plantas (do inglés, Plant Growth Promoting
Bacteria)

REP - Regiéo entre Plantas

rRNA - Acido ribonucleico ribossomal (do inglés, Ribosomal RNA)

RNA - Acido ribonucleico

TSA - Agar Triptona de Soja (do inglés, Tryptic Soy Agar)

TSB - Caldo Triptona de Soja (do inglés, Tryptic Soy Broth)
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1. INTRODUCAO

1.1 Restinga

"Restinga" é um termo tanto geomorfoldgico quanto boténico. Ele se aplica igualmente
as planicies arenosas que remontam ao Quaternario, principalmente ao Holoceno, e a vegetagédo
que recobre essas planicies (Scarano et al., 2005). Na area de Ecologia Vegetal, no estudo da
vegetacdo costeira, 0 termo "restinga é utilizado para definir as diferentes formas de vegetacdo
estabelecidas sobre solos arenosos que ocorrem na regido da planicie costeira (Azevedo et al.,
2017). A resolucdo CONAMA n° 261, de 30 de junho de 1999, define a restinga como um
conjunto de ecossistemas que abrange comunidades vegetais com caracteristicas floristicas e
fisiondmicas distintas. As restingas estao localizadas em terrenos predominantemente arenosos,
originados de processos marinhos, fluviais, lagunares, edlicos ou combinagdes desses, datando
geralmente da era quaternaria, e apresentam solos pouco desenvolvidos (Bohrer et al., 2009).
Elas sdo encontradas em praias, corddes arenosos, dunas, depressdes associadas, planicies e
terracos (Silva et al., 2021). Devido a fragilidade dos ecossistemas de restinga, sua vegetacdo
desempenha um papel crucial na estabilizagdo dos sedimentos e na manutencdo da drenagem
natural. Além disso, a vegetacdo da restinga é fundamental para a preservacdo da fauna
residente e migratoria, que encontra neste ambiente alimentos e locais seguros para nidificar e
se proteger dos predadores (Carvalho et al., 2018).
Os diferentes tipos de vegetacdo ocorrentes nas restingas brasileiras variam desde formacoes
herbaceas, passando por formacdes arbustivas, abertas ou fechadas, chegando a florestas cujo
dossel varia em altura, geralmente ndo ultrapassando os 20 m. Segundo Araujo (2009), as
condicdes adversas para 0 estabelecimento e crescimento de plantas (por exemplo, salinidade,
ventos intensos, profundidade do lencgol freatico e fertilidade do solo) favorecem a selecdo de

espécies Unicas para cada restinga.

1.2 Restinga de Massambaba: ambiente e vegetacdo

A Restinga de Massambaba, como descrita por Carvalho e colaboradores (2018), é
constituida por uma faixa arenosa de 48 km de extensdo que vai da Barra da Lagoa de
Saquarema ao Morro do Atalaia, em Arraial do Cabo, uma regido que compreende trés
municipios: Araruama, Arraial do Cabo e Saquarema. Parte da Restinga de Massambaba esta
dentro da Area de Protecdo Ambiental (APA) de Massambaba, que possui uma extensdo de
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aproximadamente 76,3 km? (Araujo et al., 2009), e engloba outros biomas e ecossistemas, como
mangues, area de floresta atlantica, dentre outros tipos de vegetacdo (Figura 1).

= = = Limite do COVCF

Legenda F e T

Limite Municipai

NN APA de Massambaba

Figura 1 - Localizagio da Area de Protecdo Ambiental de Massambaba, RJ. Fonte: Aratijo et al., 2009.

A APA de Massambaba corresponde a um extenso sistema de duplos corddes arenosos
que separam sistemas lacunares da area maritima. Sua criacdo foi oficializada em 15 de
dezembro de 1986, por meio do Decreto n°. 9529-C (Freitas, 1990; Araujo et al., 2009) com o
proposito primordial de conservar a fauna e flora extraordinariamente singulares deste
ambiente. A Restinga de Massambaba é reconhecida por apresentar alta diversidade e
endemismo de espécies vegetais e animais, possuindo a maior riqueza de espécies dentre as
restingas do Rio de Janeiro. Cerca de 57% das espécies totais observadas nas restingas do Rio
de Janeiro sdo encontradas na Restinga de Massambaba, em uma &rea que corresponde a 12%
da area total de restingas do estado (Carvalho et al., 2018).

Reconhecida por apresentar uma diversidade abundante de fauna e flora, a restinga
apresenta condi¢cBes ambientais Unicas com diversas adversidades abidticas (temperatura alta,
salinidade, seca, ventos fortes e escassez de nutrientes). Plantas denominadas halofitas, capazes
de se desenvolver em solos salinos e relativamente pobres, sdo encontradas com prodigalidade
na restinga. Essas plantas apresentam alteragdes morfoldgicas, tais como acimulo de solutos
na célula, aumento da suculéncia e diminui¢do da condutancia estomatica, como adaptagdes

para sobreviver nestes ambientes (Arruda et al., 2009; Carvalho e Sa, 2011).
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Na restinga de Massambaba, a vegetacdo apresenta adaptacfes as mudancas de
umidade, salinidade, relevo e variagdes eolicas tipicas de restinga, originando, assim, diferentes
tipos de vegetacdo (Figura 2). Por exemplo, podem ser encontradas (i) vegetacao arboérea de
grande porte e continua, adaptada a terrenos arenosos € secos, que ocasionalmente sdo
inundados sazonalmente; (ii) vegetacdo arbustiva organizada em moitas de pequeno, médio ou
grande porte, frequentemente encontrada em dunas; (iii) vegetacdo haldfila e psamofila
reptante, localizada proxima as faixas das marés, com cobertura que varia de rala a densa e
continua. Geralmente, a abundancia de espécies vegetais aumenta a medida que se afasta do
mar (Figura 2) (Pereira et al., 2001; Bohrer et al., 2009).

PERFIL DE VEGETAGAO DA
RESTINGA

Herbacea Arbustiva

Figura 2 - Esquema das formaces vegetais encontradas na restinga (herbacea, arbustiva e arbérea) e influéncia
de fatores abidticos como salinidade, solo arenoso, baixa disponibilidade de nutrientes e alta incidéncia solar.
(lNustracéo elaborada na plataforma Adobe Illustrator).

Em todos os casos, devido as caracteristicas de ambientes aridos e semiaridos que sdo

observadas nas restingas, uma das familias botanicas com maior presenca é a das cactaceas
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(Cactaceae). Essa familia de plantas é endémica do continente americano, onde podem ser
encontradas em diferentes ambientes desde o nivel do mar até altitudes superiores a 5000 metros

e desde o Canadé até a Argentina (Pereira, 2001).

1.3 Familia Cactaceae

A familia Cactaceae € um grupo boténico de plantas xerofitas e oligotroficas,
majoritariamente distribuido nas Américas, representado por mais de 130 géneros e 2.000
espécies (Simdes, 2020). No Brasil, a familia Cactaceae é representada por aproximadamente
270 espécies (193 endémicas) e 39 géneros (14 endémicos) (Nepomuceno et al., 2022). As
cactdceas possuem ampla variedade de formas e tamanhos, desde arboreos, arbustivos,
globulares, colunares, rastejantes, altos ou andes. Sdo plantas perenes; geralmente sdo dotadas
de caule suculento (ramo), externamente esverdeado e com funcdo fotossintetizante, muitas
vezes articulado, compresso, cilindrico, costado ou tuberculado (Zappi et al., 2017). Para
sobreviver em ambientes aridos, os cactos evoluiram diversas caracteristicas singulares, como
o metabolismo fotossintético do tipo CAM (Metabolismo Acido das Crassulaceas, utilizado
para adaptar-se a condicGes de alta temperatura e baixa disponibilidade de agua). Além disso,
plantas da familia Cactaceae podem apresentar uma cuticula espessa e cerosa que minimiza a
perda de &gua, a reducdo no tamanho e na duracgdo das folhas, e a transformacéo dessas folhas
em espinhos agrupados em aréolas (Mauseth, 2006). Desta maneira, as cactaceas conseguiram
prosperar em diversos ambientes, incluindo agqueles onde as condi¢fes de crescimento vegetal
sdo limitadas por fatores como a baixa disponibilidade de &gua, alta temperatura e baixa
quantidade de matéria organica no solo.

Diferentes espécies de cactaceas sao encontradas na Restinga de Massambaba. Dentre
essas, podemos citar as espécies (i) Pilosocereus arrabidae (Figura 3 - A), (ii) Melocactus
violaceus (Figura 3 - B), e (iii) Cereus fernambucensis (Figura 3 - C). Embora a propria
fisiologia das cactaceas auxilie na disseminacdo em ambientes aridos e semiaridos, como ja
descrito anteriormente, é postulado que o desenvolvimento e sobrevivéncia destas plantas em
ambientes indspitos pode ser favorecido pela associacdo vegetal com comunidades
microbianas. Plantas e microrganismos tém a capacidade de estabelecer uma relacdo
mutualistica, na qual as plantas desenvolvem estratégias para selecionar comunidades
microbianas que podem favorecer o seu desenvolvimento. A interagdo dos microrganismos com

suas plantas hospedeiras resulta no que é conhecido como fitomicrobioma (Kavamura, 2013;
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Beraldo, 2021). De fato, diferentes espécies vegetais sao nicho de diversos microrganismos que
podem ter potencial biotecnoldgico. Diferentes microrganismos podem colonizar o interior da

planta (endofiticos) ou as superficies de raizes (rizosféricos) (Kavamura, 2013; Beraldo., 2021).

Figura 3 - Espécies de cactos mais abundantes na Restinga de Massambaba: (A) Pilosocereus

arrabidae, (B) Melocactus violaceus, (C) Cereus fernambucensis, localizadas no Parque Estadual da

Costa do Sol (APA de Massambaba), Arraial do Cabo - RJ. Fonte: arquivo pessoal.

1.4 Bactérias promotoras de crescimento de plantas

As Bactérias Promotoras do Crescimento de Plantas (PGPB, do inglés, Plant Growth-
Promoting Bacteria) desempenham um papel essencial na melhoria das caracteristicas fisicas,
quimicas e bioldgicas dos solos (Figura 4). E postulado que as PGPB facilitam a absorcao de
nutrientes e o fluxo de &gua, especialmente sob condic¢des de estresse abiotico, que sdo grandes
obstaculos ao desenvolvimento vegetal e producédo agricola (Kinstler et al., 2023). As PGPB
apresentam uma diversidade de mecanismos pelos quais podem estimular o desenvolvimento
vegetal (Zhao et al., 2023). Existem mecanismos que promovem o desenvolvimento vegetal
diretamente, como a fixagdo biologica de nitrogénio, solubilizacdo do fosfato e produgéo de
fitormonios, ou de forma indireta, como a producéo de siderdforos e exopolissacarideos (Figura
4) (Rezende et al., 2021). Adicionalmente, PGPB podem auxiliar plantas a crescer em
ambientes salinos. O microbioma bacteriano associado as raizes das plantas halofitas € um
recurso Gtil para o isolamento de microrganismos tolerantes ao sal com multiplas outras
caracteristicas promotoras de crescimento vegetal, como a producao de diferentes fitormonios,

a dissolucéo de fosfatos inorganicos insollveis, a producao de siderdforos, a fixagdo molecular



de nitrogénio, a atividade da enzima desaminase do &cido 1-aminociclopropano-1-carboxilico
(ACC) e a supressdo de patdgenos (Glick e Etesami, 2020).

R

MECANISMOS

DIRETOS _
MECANISMOS

INDIRETOS

™ produciode EPS

rodugao de
sideréforo

Figura 4 - Diagrama das vias de promoc&o de crescimento vegetal por bactérias em
uma espécie de Cactaceae: via direta (fixagdo de nitrogénio, solubilizacdo de P e
produgdo de AIA) e via indireta (producdo de EPS e produgdo de sideroforo).

(Nustrac&o elaborada na plataforma Adobe Illustrator).

Ademais, algumas caracteristicas das PGPB, como mecanismos de tolerdncia ao
estresse hidrico e salinidade, producéo de compostos indélicos e solubilizacdo de fosfato, sdo
especialmente importantes para o desenvolvimento de plantas em ambientes de restinga
(Manlay et al., 2000). Isso por que esses ambientes possuem solos arenosos, baixos teores de
matéria organica e limitada capacidade de suporte ao desenvolvimento das plantas (Silva et al.,
2013). Dessa maneira, as PGPB desempenham um papel crucial na fertilidade dos solos de
restinga e no desenvolvimento vegetal (Manlay et al., 2000). As PGPB, que possuem
representantes em diversos géneros bacterianos, podem ser de vida livre (ndo associadas a
plantas), rizosféricas (colonizam a superficie das raizes ou ao redor das raizes das plantas) ou
endofiticas (colonizam o interior de tecidos vegetais). Todas podem promover de alguma forma
0 crescimento e estabelecimento de plantas, e muitas PGPB podem ser recrutadas para
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colonizacdo da rizosfera ou mesmo do tecido vegetal das plantas através da exsudacdo de
metabdlitos secundarios pelas raizes (Bashan e Holguin, 2002; Glick, 2012).

1.5 Bactérias promotoras de crescimento de plantas que aumentam a tolerancia ao
estresse hidrico

Bactérias que podem aumentar a tolerancia de plantas ao estresse hidrico apresentam
mecanismos como (i) a producdo de exopolissacarideos extracelulares, que formam uma
camada protetora em torno das raizes facilitando a retencdo de dgua (Paulo et al., 2012), e (ii)
a emissdo de compostos organicos volateis, que induzem resisténcia a doencas e tolerancia ao
estresse abidtico (Kavamura et al., 2013).

Adicionalmente no que diz respeito ao estresse hidrico nas plantas, as PGPB podem
aumentar a concentracdo de solutos compativeis, tais como agucares soluveis, poliois, glicina,
betaina, prolina e aminodacidos livres (Wahab et al., 2022). O aumento de solutos compativeis
contribui para melhorar a atividade da agua nas células vegetais e mantém as funcGes
metabdlicas normais mesmo sob condicgdes de estresse salino (Wahab et al., 2022). Além disso,
essas PGPB também podem estimular a producédo de antioxidantes, como a catalase, ascorbato
peroxidase e glutationa peroxidase, auxiliando na reducdo das espécies reativas de oxigénio e

minimizando o estresse oxidativo nas plantas sob condicGes adversas (Peng et al., 2023).

1.6 Bactérias promotoras de crescimento de plantas relacionadas a producédo de
compostos inddlicos

Os fitorménios, que sdo compostos essenciais para a regulacéo de processos fisiologicos
nas plantas, podem ser agrupados em cinco categorias principais: auxinas, giberelinas,
citocininas, etileno e acido abscisico (Tsavkelova et al., 2006). Essas substancias desempenham
papéis fundamentais no crescimento vegetal, influenciando desde a proliferacéo de brotos até a
formacéo e desenvolvimento do sistema radicular. Além disso, os fitorménios sdo responsaveis
por mediar respostas complexas a estimulos ambientais, como luz, gravidade e condicGes de
florescimento, facilitando a adaptagéo das plantas em ambientes onde a proliferacédo de espécies
vegetais encontra barreiras abioticas (Tsavkelova et al., 2006; Spaepen e Vanderleyden, 2011;
Glick, 2012). Segundo Pankievicz et al. (2021), diferentes PGPB sdo capazes de induzir a
producdo de fitormbnios em plantas, sendo um fator determinante para selecdo de
bioestimulantes (Santoyo et al., 2019). As auxinas sdo substancias quimicas pertencentes a

classe dos acidos inddlicos. Elas se diferenciam pela presenca de uma cadeia lateral cuja



estrutura pode variar (Figura 5), o que influencia suas propriedades e funcGes (Cassel et al.,
2021).

R Auxin ‘ R
ICA — indole-3-carboxylic acid COOH
\ IAA —indole-3-acetic acid CH,COOH
IPA — indole-3-propionic acid ~ CH,CH,COOH
N IBA — indole-3-butyric acid CH,CH,CH,COOH
H MelAA — IAA methyl ester CH,COOHCH,

Figura 5 - Férmula molecular do &cido inddlico e seus grupos variaveis que

diferenciam os distintos hormdnios vegetais. (Cassel et al., 2021).

Estudos sobre a aplicacdo de cepas, como AbV5 de Azospirillum brasilense em
Panicum maximum (Silva et al., 2019) os autores mostram o aumento tanto na largura quanto
no comprimento das folhas, em comparacéo com o grupo de controle ndo inoculado. Essa cepa
de A. brasilense possui a capacidade de produzir compostos indélicos, que sdo precursores da
auxina, um horménio vegetal conhecido por estimular o crescimento da area foliar (Rolon-
Cardenas et al., 2022). O acido indolacético (AlA) é a auxina mais ativa, afetando a fisiologia
das plantas de maneiras distintas, dependendo de sua concentracdo e da espécie vegetal
envolvida. A auxina natural mais importante presente na maioria das plantas é o acido indol-3-
il-acético (Pescador et al., 2008). Embora as plantas possuam outras auxinas, a maioria delas
também é derivada do indol, estruturalmente semelhante ao AIA. Em todos os casos, esses
compostos indélicos podem ser precursores ou produtos da transformacdo do AIA (Tsavkelova
et al., 2006).

A sintese microbiana de AIA pode ocorrer por diferentes vias metabdlicas, sendo a via
do acido indol-3-piravico a principal rota para a producao deste fitormonio (Ahemad e Kibret,
2014). Como esperado, o AlA sintetizado por PGPB pode influenciar significativamente o
desenvolvimento vegetal. A presenca de AIA microbiano ndo apenas promove a divisdo e
elongacdo celular, mas também facilita a formacao de raizes laterais e adventicias, melhora a
absorcdo de nutrientes e aumenta a resisténcia das plantas a estresses ambientais. Assim, a
sintese de AIA por microrganismos € um exemplo notavel de como a interacdo planta-
microrganismo pode ser benéfica, contribuindo para a saude e o crescimento das plantas em

ecossistemas variados.
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1.7 Bactérias promotoras de crescimento de plantas relacionadas a solubilizacao de fosfato

O fésforo (P) é um dos minerais mais importantes para o crescimento das plantas,
ocupando uma posicdo de destaque entre os macronutrientes do solo (Gurmani et al., 2019).
Este nutriente € vital para varios processos metabolicos, incluindo a fotossintese. Além disso,
o fésforo é essencial na respiracdo celular, facilitando a liberacdo de energia necesséria para o
crescimento e desenvolvimento das plantas. O fosforo é necessario para a atividade enzimaética,
servindo como um componente essencial de moléculas como ATP, NADPH e fosfolipidios,
que sdo indispensaveis para a transferéncia de energia e sinalizacdo celular (Wu et al., 2005).
Sem a presenca adequada de fdsforo, as plantas podem apresentar crescimento reduzido, folhas
escuras e raizes fracas, o que compromete a produtividade e a satde geral da planta.

Em solos tropicais, a disponibilidade do fosforo é frequentemente limitada. Como o
fosforo representa um nutriente essencial para o crescimento vegetal, os agricultores muitas
vezes recorrem ao uso de doses elevadas de adubos fosfatados para aumentar a produtividade
agricola (Cacciari et al., 1989). Contudo, o uso excessivo de fertilizantes fosfatados pode levar
a eutrofizacdo de corpos d'agua e outros impactos ambientais negativos. Com a aplicacdo de
fertilizantes fosfatados, ocorre o acimulo de fésforo (P) em formas tanto orgéanicas, quanto
inorganicas, variando em seus graus de energia de ligacdo. Contudo, o acumulo é mais
significativo nas formas inorganicas, que predominam apos a aplicacdo desses fertilizantes
quimicos (Gatiboni et al., 2007). A porcédo inorganica de P sollvel costuma ser rapidamente
imobilizada e ndo pode ser absorvida pelas plantas (Glick, 2012). Nesse contexto, PGPB, como
as bactérias solubilizadoras de fosfato, desempenham papéis cruciais na disponibilizacdo de
fosforo para as plantas (Zaidi et al., 2009). A solubilizacdo do fosforo inorganico geralmente
ocorre devido a acdo de acidos orgénicos de baixo peso molecular, como o acido gluconico e o
acido citrico, que sdo sintetizados por varias bactérias do solo (Zaidi et al., 2009).
Adicionalmente, algumas PGPB podem produzir fosfatases, que sdo enzimas capazes de
hidrolisar ésteres fosfatos e anidridos de acido fosforico, convertendo o fosfato organico em

fosfato inorganico disponivel e assimilavel para as plantas (Richardson et al., 2001).

1.8 Identificacdo de bactérias por sequenciamento de Sanger a partir do gene rrs

A identificacdo de bactérias com base no sequenciamento do gene rrs, que codifica o
16S rRNA, é uma ferramenta amplamente utilizada na microbiologia, especialmente para

estudos filogenéticos e taxondmicos. Esse gene, que atua como um marcador molecular de
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bactérias e arqueias, permite uma analise detalhada da diversidade microbiana, contribuindo
para a compreensao da distribuicdo e composi¢do das comunidades bacterianas em diferentes
ambientes (Torsvik e @vreas, 2002; O'Donnell et al., 2007; Paul, 2007). Essas técnicas tém sido
fundamentais para expandir nosso entendimento sobre a diversidade filogenética de
microrganismos em solos e outros ambientes, trazendo novos insights sobre suas funcoes
ecoldgicas e interagdes com o meio (Boetius, 2021).

Além disso, 0 sequenciamento do gene rrs € especialmente Gtil para descrever
comunidades microbianas de ecossistemas pouco estudados, como solos arenosos e pobres em
nutrientes, tipicos de ambientes extremos. A utilizacdo dessa abordagem, aliada a analises de
bioinformatica, possibilita a deteccdo de bactérias com potencial biotecnoldgico, destacando
sua importancia para a exploracdo de novos microrganismos e suas aplicacdes praticas (Clipson
et al., 2006).

2. JUSTIFICATIVA

Embora o padrdo de distribuicdo das plantas na restinga tenha chamado a atencéo desde
0 inicio do século XX, pouco se sabe sobre o microbioma de cactaceas e do papel das
comunidades microbianas do solo no desenvolvimento dessas espécies vegetais em solos de
restinga. A compreensdo detalhada dessas interacdes € crucial, pois 0s microrganismos
desempenham papéis fundamentais nos ciclos de nutrientes e na satde do solo, influenciando
diretamente a produtividade e a sustentabilidade dos ecossistemas tropicais. Nesse sentido, a
determinacdo das comunidades microbianas e o isolamento de bactérias promotoras de
crescimento vegetal associado a cactaceas da restinga pode representar uma importante
estratégia para a manutencao e conservacao da biodiversidade das restingas. Sendo assim, esse
projeto pode fornecer informacdes Uteis para o desenvolvimento de bioinoculantes com o

intuito de promover o crescimento vegetal em regides aridas e semiaridas.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais
Caracterizar estirpes bacterianas previamente isoladas das Cereus fernambucensis Lem.,

Melocactus violaceus Pfeiff. e Pilosocereus arrabidae (Lem.), encontradas na Restinga de
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Massambaba, avaliando o potencial de promocdo do crescimento vegetal desses

microrganismos.

3.2 Objetivos especificos
1. ldentificar bactérias isoladas de exemplares dos cactos Pilosocereus arrabidae,

Melocactus violaceus e Cereus fernambucensis presentes na restinga de Massambaba;

2. Auvaliar a capacidade de bactérias isoladas dos cactos em produzir horménios vegetais

e/ou seus precursores;
3. Avaliar a capacidade de bactérias isoladas dos cactos em solubilizar fosfato inorganico;
4. Avaliar a capacidade de bactérias isoladas dos cactos em aumentar a resisténcia vegetal

ao estresse hidrico.

4. MATERIAL E METODOS

COLEGAO DE BACTERIAS

PREVIAMENTE ISOLADAS
DE CACTACEAS

ISOLADOS ISOLADOS
REATIVADOS EM REATIVADOS EM

PLACA DE PETRI PLACA DEEP WELL

—

Testes
Mecanismos
diretos de PGPB

Produgio de AlA

solubilizagao de
fosfato

DMA oxtraido o
purificada

-
PCR
gene rrs
(PAfpH)

/—O Sequenciado?

Figura 6 - Fluxograma de etapas realizadas durante a elaboracdo do presente trabalho (Figura gerada na

plataforma Canva).
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4.1 Analise da atividade de PGPB previamente isoladas da rizosfera dos cactos
Pilosocereus arrabidae, Melocactus violaceus e Cereus fernambucensis.

Para andlise da atividade PGPB, foram utilizadas bactérias previamente isoladas dos
cactos Pilosocereus arrabidae, Melocactus violaceus e Cereus fernambucensis e também
bactérias do solo entre plantas (Fidelis, 2023). Um total de 227 isolados bacterianos foram
analisados, sendo que 47 bactérias foram isoladas da rizosfera de Pilosocereus arrabidae, 30
foram isoladas da rizosfera de Melocactus violaceus e 30 foram isoladas da rizosfera de Cereus
fernambucensis (Fidelis, 2023). Adicionalmente, 30 bactérias isoladas do tecido (endofiticas)
de Pilosocereus arrabidae, 29 endofiticos de Melocactus violaceus e 30 endofiticos de Cereus
fernambucensis (Fidelis, 2023) também foram avaliados 31 isolados de amostras de solo

(Figura 7). As atividades de PGPB foram avaliadas conforme descrito nos topicos a seguir.

Isoladas totais da colecao por origem
de isolamento

50
40

30
2
1

M. violaceus P. arrabidae REP
fernambucenSIS

o O O

B RIZOSFERICO m ENDOFITICO SOLO

Figura 7 - Grafico de barras ilustrando a quantidade de isolados obtidos de cada planta,
rizosféricos e endotificos. REP representa as amostras da regido entre plantas,

constituidas apenas por solo (Gréfico de barras gerado a partir da plataforma excel).

4.2 Reativacao dos isolados em Placas Deep Well com meio TSB
Para a reativagdo de 227 amostras bacterianas, cada estirpe foi transferida de seu
respectivo estoque para um poco de uma placa deep well, previamente autoclavadas, contendo
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1 mL de meio TSA (Triptic Soy Agar), sob condicbes assépticas em capela de fluxo laminar.
O meio TSA foi preparado de acordo com as especificacbes do fabricante e utilizado para
preencher os pog¢os das placas previamente autoclavadas. Em seguida, uma aliquota de 20 pL
da suspensao bacteriana contida nos criotubos foi inoculada em cada pogo contendo o0 meio. As
placas foram seladas com tampas ventiladas e incubadas a 28-30°C por 48 horas, sendo 0
crescimento avaliado por meio da turvacdo do meio. Apos a reativacdo, as placas foram
armazenadas a 4°C para uso posterior, garantindo a viabilidade e recuperacdo das cepas em
condicdes padronizadas. Como controle de qualidade, 24 pogos vazios em cada placa foram
utilizados para monitorar contaminagdes; qualquer crescimento nesses pogos indicava que a

placa ndo era adequada para uso.

4.2.1 Teste de resisténcia a salinidade
Para realizar esse teste, cada estirpe bacteriana foi inicialmente inoculada em meio TSB

contendo NaCl com uma concentracdo de 131 g/L. Isso foi feito para simular as condi¢c6es de
salinidade encontradas no habitat de restinga. Em seguida, as cepas foram incubadas a uma
temperatura de 40°C, ja que em regides aridas e semiaridas como a restinga é comum que 0s
solos alcancem essa temperatura, com agitacdo constante a 180 rpm, por um periodo de 48
horas (Saito e Posas, 2012; Chandler-Brown et al., 2015). Os isolados que apresentaram
crescimento no meio de cultura foram determinados como positivos para resistentes a

salinidade.

4.2.2 Selecao de estirpes tolerantes ao estresse hidrico

As bactérias foram reativadas em meio de cultura TSB e em seguida inoculadas em
placas do tipo deep weel de 96 pocos contendo meio de cultura TSB enriquecido com sorbitol
na concentragdo de 405 g/l, com atividade de 4gua (aw) equivalente a 0,919, e incubadas a 40°C
por 48 horas e reinoculadas para outra placa contendo 0 mesmo meio e incubadas novamente a
40°C por 48h. Os isolados capazes de crescer em meio contendo sorbitol na segunda placa

foram considerados como positivos para tolerancia ao estresse hidrico (Kavamura et al., 2013).

4.2.3 Producéo de exopolissacarideos (EPS)
A producdo de exopolissacarideos (EPS) foi realizada de forma qualitativa seguindo a
metodologia de Kavamura et al., (2013). Cada isolado bacteriano foi inoculado em disco de

papel de 5 mm de didmetro dispostos em meio (2% extrato de levedura; 1,5% K>HPOs; 0,02%
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MgSOs4; 0,0015% MnSOgs; 0,0015% FeSOs4; 0,003% CaClz; 0,0015% NaCl; 1,5% 4&gar)
adicionado de 10% de sacarose, pH de 7,5. A producdo de EPS foi confirmada adicionando o
muco formado na placa, quando presente, em 2ml de etanol absoluto gelado. Aformacéo de um

precipitado indicava a presenca de exopolissacarideos (Paulo et al., 2012).

4.2.4 Solubilizacéo de fosfato

Placas de 96 pocos, do tipo deep weel foram preenchidas com aproximadamente 800uL
de meio de cultua Nbrip modificado (fosfato 0,2g/L) (Nautiyal, 1999) por pogo e autoclavadas.
Foram inoculadas 15uL de cada bactéria, previamente cultivada em meio TSB, em trés pocos
(triplicata) e mantida a 30°C por 96 h com agitacdo de 180 rpm. Apds incubacdo, as placas
foram centrifugadas a 4000 rpm por 25 min. Vinte e quatro microlitros do sobrenadante de cada
poco foram transferidos para uma placa de leitura (96 pocos de fundo chato) e adicionadas de
96uL de agua mili-Q e 120ul da solucdo reveladora (Murphy e Riley, 1962). A leitura dos
resultados foi feita no espectrofotémetro de placas utilizando comprimento de onda de 882 nm.
A determinacédo da quantidade de fosfato solubilizado foi definida a partir da comparagéo dos
sobrenadantes com uma curva padrdo contendo fosfato de potassio monobasico (KH2PO4) nas

concentracdes de 1, 4, 6 e 8 mg de P por litro.

4.2.5 Producgéao de compostos indolicos

Foram inoculadas 15 pL de cada bactéria, previamente cultivada em meio TSB,
emplacas do tipo deep weel de 96 pocos, japreenchidas com aproximadamente 800uL de meio
King’s B (King, Ward e Raney, 1954), suplementado com triptofano (1g/L) por pogo, e
autoclavadas. As placas foram mantidas a 30°C por 72h com agitacdo de 180 rpm. Em seguida
foram centrifugadas a 4000 rpm por 25 min. Dez microlitros do sobrenadante foram transferidos
para a placa de 96 pocos de fundo chato e diluidos na propor¢édo 1:4 com agua destilada e 100pl
da solugdo reveladora Salkowski. As placas foram centrifugadas a 4000 rpm por 10min, 140
microlitros do sobrenadante foram transferidos para uma placa de leitura (96 pocos de fundo
chato). A leitura dos resultados foi feita no espectrofotdmetro de placas utilizando comprimento
de onda de 530nm.A determinacdo da concentracdo de compostos inddlicos foi definida a partir
da comparacdo dos sobrenadantes com uma curva padrdo contendo acido indol acético nas

concentragdes de 0, 5, 15, 20 e 25 pg/mL.
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4.3 ldentificacdo dos isolados

Para a identificagdo molecular dos isolados bacterianos, foi realizada a amplificagéo do
gene que codifica o rRNA 16S através de PCR diretamente da colonia bacteriana. Para isso, as
aliquotas das células bacterianas ressuspensas em solucéo salina a 0,85% foram utilizadas com
template para a amplificagdo por PCR utilizando os iniciadores universais pA e pH (Weisburg
et al., 1991), especificos para o gene rrs. O produto da reagdo de PCR foi purificado utilizando
o kit de purificacdo de produto de PCR e gel da Promega, Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up
System A9280, seguindo as instrucdes do fabricante. Em seguida, a quantificacdo do DNA
purificado foi realizada no fluorémetro Qubit, garantindo a precisdo na determinagdo da
concentragdo de DNA. Para o sequenciamento, foi preparada uma reacdo contendo 0,5 puL de
agua estéril, 0,5 pL do iniciador pA e 6 pL do produto purificado de PCR. Essa reacdo foi
enviada para sequenciamento na plataforma de biologia estrutural do Instituto de Biofisica
Carlos Chagas Filho-UFRJ. O sequenciamento foi realizado utilizando a tecnologia de Sanger,
que determinou as sequéncias especificas do gene rrs. A identificacdo das bactérias foi realizada
a partir das sequéncias obtidas, comparando-as com sequéncias disponiveis no banco de dados
do NCBI (National Center for Biotechnology Information) por meio da ferramenta BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) conforme descrito por Altschul et al. (1990). O cutoff de
identidade utilizado foi de 90%, que se mostrou adequado para a identificacdo das bactérias até
o nivel de género. Esse valor foi escolhido porque uma identidade de 90% é frequentemente
suficiente para distinguir diferentes géneros de bactérias, especialmente quando se utiliza um
marcador genético como 0 gene rrs. As bactérias mais confiavelmente identificadas, com

identidades entre 97% e 99%, foram classificadas como espécies.

5. RESULTADOS

De um total de 227 isolados, 216 isolados apresentaram viabilidade quando reativados,
sendo estes submetidos a todos os testes de PGPB descritos na metodologia. Desses, 102
isolados foram provenientes da rizosfera, distribuidos da seguinte forma: 27 de Cereus
fernambucensis, 29 de Melocactus violaceus, 46 de Pilosocereus arrabidae e 24 do solo entre
as plantas. Em relacdo aos isolados endofiticos, foram obtidos 30 de Cereus fernambucensis,
30 de Melocactus violaceus e 30 de Pilosocereus arrabidae. Todas as estirpes foram submetidas
a testes fenotipicos, cujo objetivo era identificar mecanismos diretos ou indiretos dos isolados
para promover o crescimento vegetal. A Figura 8 mostra o percentual de bactérias PGPB
obtidas. Do total de 216 bactérias reativadas, 159 foram consideradas PGPB por apresentarem
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resultados positivos em pelo menos um dos testes realizados. Bactérias que apresentaram
apenas tolerancia a salinidade ou ndo apresentaram positivo em nenhum teste foram

desconsideradas como PGPB, para 0S fins deste trabalho.

Percentual de PGPB

H PGPB Ndo PGPB

Figura 8 - Percentual de bactérias consideradas PGPB e o percentual de bactérias que ndo foram

positivas em nenhum teste de PGPB.

5.1 Resisténcia a salinidade

Um total de 216 estirpes rizosféricas,endofiticas e do solo entre plantas foram
submetidas a testes de resisténcia a salinidade (Figura 9). Os isolados de Pilosocereus
arrabidae apresentaram o maior numero de estirpes bacterianas resistentes a salinidade (15
isolados). Em Melocactus violaceus, 10 isolados demonstraram resisténcia a salinidade,
enquanto de Cereus fernambucensis foram identificados 9 isolados com essa caracteristica. Os
testes evidenciaram que a tolerancia a salinidade foi predominantemente encontrada em estirpes
bacterianas rizosféricas, ja que apenas 4 isolados endofiticos foram positivos: 2 de Cereus

fernambucensis e 2 de Pilosocereus arrabidae.
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Estirpes resistentes a salinidade
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Figura 9 - Grafico de colunas do nimero de estirpes resistentes a salinidade por espécie de cactacea:
representacdo ilustrativa do quantitativo de estirpes capazes de resistir a salinidade na concentrago
NaCl de 131 g/L e a temperatura de 40°C. REP representa as amostras da regido entre plantas,

constituidas apenas por solo (Fonte: gréafico gerado a partir da plataforma Excel).

5.2 Producdo de EPS

Além do teste de tolerancia a salinidade, também foi realizado o teste de producédo de
EPS com 216 bactérias reativadas. As analises foram realizadas de forma qualitativa,
classificando as estirpes como produtoras ou ndo produtoras de EPS (Figura 10). Pilosocereus
arrabidae destacou-se como a planta com o maior nimero absoluto de estirpes bacterianas
produtoras de EPS, 26 bactérias produtoras de EPS, seguido por Melocactus violaceus, com 23
isolados produtores de EPS. Além disso, foi observado em M. violaceus uma quantidade
superior de isolados produtores de EPS dentre os isolados endofiticos.

Na figura 11 é possivel observar as etapas do teste para producédo e confirmacgédo da

producdo de EPS.
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Estirpes produtoras de EPS por Planta
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Figura 10 - Gréfico de colunas do nimero de estirpes produtoras de EPS por espécie de cactacea: representacdo
ilustrativa do quantitativo de estirpes positivas, confirmadas pelo adicdo do muco em etanol, REP representa as

amostras da regido entre plantas, constituidas apenas por solo (Gréafico gerado a partir da plataforma Excel).

Figura 11 - Etapas do teste de producdo de EPS: (A) Placa contendo meio EPS com discos de papel filtro, a
formacdo de muco em cima do disco indica possivel producdo de EPS, (B) Etapa de confirmacdo em etanol
gelado, resultado negativo devido a dissolu¢do do muco, (C) Etapa de confirmacdo em etanol gelado, resultado

positivo devido a deposi¢do do muco no fundo do tubo sem dissolucéo.

5.3 Producéo de AIA

A producéo de &cido indol acético (AlA) foi avaliada em 216 isolados obtidos, tanto da
rizosfera quanto da porgdo endofitica das plantas estudadas, como também das amostras de solo
entre plantas. As analises foram conduzidas de forma quantitativa, utilizando o método
colorimétrico com revelador Salkowski, conforme descrito na metodologia. Coloracao rosada
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observada em alguns pocgos indica a presenca de AIA produzido pelas respectivas estirpes
(Figura 12).

Controles positivos (F45) Confrole negafive

Curva padrao com AIA

Figura 12 - Foto da placa de leitura utilizada no teste de produgdo de AIA. Os pocos Al e Bl
correspondem aos controles positivos (bactéria F45), reconhecida por sua capacidade de produzir AlA.
A curva padrdo de AIA, posicionada no centro da placa, fornece uma base para a interpretacéo

quantitativa dos resultados obtidos.

Os resultados demonstraram que 41 apresentaram capacidade de sintetizar AlA, em
diferentes concentragdes (Figura 13), quando comparados ao controle positivo e a curva
padréo. Os valores de produgéo de AlA variaram entre os isolados. O maior valor da producao
de AIA foi observado para a estirpe P31, isolada da rizosfera de Pilosocereus arrabidae, que
apresentou a producéo de 178,946 ug/mL de AIA. O maior nimero de bacteérias rizosféricas ou
endofiticas produtoras de AIA também foi relacionado a Pilosocereus arrabidae com 25
isolados positivos para producdo de AIA. Dentre as bactérias rizosféricas ou endofiticas
isoladas de Cereus fernambucensis e Melocactus violaceus foram observados 11 e 3 produtores
de AIA, respectivamente. Essas bactérias exibiram valores de producdo variando entre 4 e 15
ug/mL de AIA.
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Figura 13 - Gréfico de barras representando o valor de AlA produzido por cada isolado em comparagdo com ao

controle positivo F45 (Gréfico gerado a partir da plataforma excel).

A distribuicdo de bactérias endofiticas e rizosféricas positivas para producdo de AlA
obtida de cada planta pode ser observada na Figura 14.

Numero de isolados positivos para AlA por
planta
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10
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C. fernambucensis M. violaceus P. arrabidae REP

ERIZOSFERICO ® ENDOFITICO SOLO
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Figura 14 - Gréfico de barras representando o quantitativo de isolados positivos obtidos de cada
planta e tipo de isolamento. REP representa as amostras da regido entre plantas, constituidas apenas

por solo (grafico de barras gerado a partir da plataforma excel).

5.4 Solubilizacao de fosfato

O teste de solubilizacéo de fosfato foi realizado com 216 isolados bacterianos utilizando
o meio NBRIP modificado, onde a formacdo de coloracdo azul ap6s a adi¢do da solucgédo
reveladora indicava a solubilizacdo de fosfato pela bactéria. Os resultados indicaram que 122
estirpes bacterianas apresentaram a capacidade de solubilizar fosfato inorganico (Tabela 2).
Entretanto, os valores de solubilizacdo de fosfato inorganico variaram entre os isolados das
diferentes plantas estudadas. Além disso foi notdria a ocorréncias de muitos isolados positivos
para o teste devido a quantidade de pogos com intensa cor azulada nas placas de leitura,
sobretudo dos isolados de solo e principalmente quando comparados os testes das bactérias de

restinga com isolados de outros ambientes (Figura 15).

Isolados de rizosféra - Eucalipto
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Figura 15 - Comparacéo da placa de teste de solubilizagdo de fosfato contendo
amostras endofiticas de Melocactus violaceus e Cereus fernambucensis com uma
placa contendo isolados rizosféricos de eucalipto. A coloragdo azul indica positivo
para a presenca de fosfato inorganico solubilizado no meio. Quanto maior a

concentragdo de fosfato, mais forte é a coloragéo azulada..

Estirpes solubilizadoras de fosfato por planta
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Figura 16 - Grafico de barras representando o valor de solubilizagdo de fosfato de cada isolado em
comparagao com a curva padrdo. REP representa as amostras da regido entre plantas, constituidas

apenas por solo (Gréafico de barras gerado a partir da plataforma excel).

O maior numero de isolados positivos para a solubilizacdo de fosfato foi obtido de
Pilosocereus arrabidae, onde 35 bactérias rizosféricas e 14 bactérias endofiticas foram
positivas (Figura 16). Em relacdo as bactérias isoladas de Melocactus violaceus, as bactérias
endofiticas apresentaram um maior nimero de isolados solubilizadores de fosfato do que as
bactérias rizosfericas.

A gquantificagdo da solubilizagdo de fosfato em meio liquido também revelou diferencas
na concentracdo de fosforo solubilizado (mg/L) entre os isolados. O maior valor de
solubilizacdo de fosfato inorganico foi obtido pela estirpe bacteriana P21 isolada de
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Pilosocereus arrabidae (654,02 mg/L de solubilizacdo de fosfato inorganico). O valor médio
de solubilizagéo de fosfato observado de todos os isolados positivos foi 32,57 mg/L.

5.5 Resisténcia ao estresse hidrico

Os resultados dos testes realizados com meio suplementado com sorbitol indicaram que
apenas 9 das 216 estirpes bacterianas avaliadas foram capazes de crescer sob condi¢cfes de
estresse hidrico com baixa atividade de d&gua. Em todos 0s casos, os resultados positivos foram
confirmados através do cultivo em meio sélido, onde as estirpes tolerantes apresentaram
crescimento uniforme apos 72 horas de incubacéo a 40°C, com formacao de colénias visiveis
(Figura 17). Estirpes bacterianas associadas a Pilosocereus arrabidae foram as que mais
apresentaram a capacidade de resisténcia ao estresse hidrico, sendo que 5 estirpes bacterianas
foram positivas. Nenhum isolado obtido de Melocactus violaceus foi positivo, enquanto para
Cereus fernambucensis, houveram 3 bactérias positivas. Além disso, 1 estirpe bacteriana
isolada do solo foi positiva para o teste de tolerdncia ao estresse hidrico. A distribuicdo de
bactérias positivas para o teste de resisténcia ao estresse hidrico pode ser observada na Figura
18.

Figura 17 - Etapa final do teste de tolerancia ao estresse hidrico com sorbitol. As bactérias

que foram capazes de crescer sob essas condi¢fes foram consideradas positivas.
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Figura 18 - Gréfico de barras ilustrando a distribui¢do de estirpes positivas no teste
de tolerancia ao estresse hidrico por planta (grafico gerado na plataforma Excel).

5.6 Identificacéo taxonémica dos isolados

Até o momento, um total de 85 estirpes bacterianas foram identificadas através do
sequenciamento do gene que codifica o rRNA 16S. Sendo assim, 37% da cole¢do bacteriana
obtida no presente estudo foi identificada pelo menos a nivel de género.

A anélise taxonémica resultou na identificacdo ilustrada na Tabela 1. A anélise das
sequéncias do gene rrs revelou a presenca de diversos géneros bacterianos associados as plantas
estudadas. Os principais géneros identificados foram Bacillus, Paenibacillus, Burkholderia,
Pseudomonas, Streptomyces, Heyndrickxia, Peribacillus, Lysinibacillus, Stenotrophomonas,
Cellulomonas, Curtobacterium, Microbacterium, Kitasatospora, Arhodomonas, Halomonas e
Leifsonia.

Ao analisar a distribuicdo dos géneros por planta, observou-se que em P. arrabidae a
maior parte dos isolados identificados foram relacionados a bactérias dos géneros Bacillus,
Pseudomonas e Lysinibacillus. Em C. fernambucensis, a maior parte dos isolados identificados
foram relacionados a bactérias dos géneros Heyndrickxia, Burkholderia e Paenibacillus. Ja em
M. violaceus a maior parte dos isolados identificados foram relacionados a bactérias dos
géneros Bacillus, Burkholderia, Streptomyces e Paenibacillus. Na Figura 19 é possivel
observar a identificacdo das bactérias consideradas como mais promissoras nos testes realizados
nesse trablho, que podem ser usadas em futuros testes de campo e para elaboracdo de

bioprodutos para a agricultura, ja que apresentam mais de uma propriedade de PGPB.
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O gene que codifica 0 rRNA 16S da bactéria C29 (obtida da rizosfera de
C.fernambucensis), que foi a bactérias mais promissora do presente estudo, visto seu resultado
positivo em todos os testes de PGPB, apresentou 99,79% de similaridade com Bacillus

wiedmannii.



Tabela 1 - Identificacdo dos isolados

Isolado Nome cientifico Cobertura  Identidade  Acesso GenBank
C01 Pantoea deleyi 100% 99% NR_116114.1
C02 Heyndrickxia camelliae 98% 86% NR_159341.1
C04 Nenhuma similaridade encontrada
C06 Halomonas heilongjiangensis 99% 81% NR_148316.1
Cco7 Burkholderia aenigmatica 100% 99% NR_174230.1
C08 Arhodomonas aquaeolei 40% 75% NR_044676.2
C09 Heyndrickxia shackletonii 98% 82% NR_025373.1
C12 Heyndrickxia shackletonii 98% 85% NR_025373.1
C13 Burkholderia stabilis 98% 88% NR_118078.1
C16 Bacillus wiedmannii 50% 87% NR_152692.1
C21 Leifsonia shinshuensis 100% 100% NR_043663.1
C22 Streptomyces kunmingensis 100% 100% NR_112435.1
C24 Bacillus wiedmannii 100% 96% NR_152692.1
C25 Paenibacillus chitinolyticus 58% 89% NR_112053.1
C26 Paenibacillus vulneris 100% 92% NR_117618.1
C27 Paenibacillus limicola 98% 98% NR_159295.1
C28 Paenibacillus chitinolyticus 56% 90% NR_112053.1
C29 Bacillus wiedmannii 100% 100% NR_152692.1
C30 Burkholderia aenigmatica 100% 99% NR_174230.1
EC03 Nenhuma similaridade encontrada
EC04 Nenhuma similaridade encontrada
ECO05 Paenibacillus senegalimassiliensis 100% 94% NR_179437.1
ECO06 Bacillus nitroreducens 86% 78% NR_178876.1
ECO8 Curtobacterium oryzae 100% 92% NR_181606.1
ECO09 Nenhuma similaridade encontrada
EC11 Cellulomonas timonensis 52% 82% NR_179424.1
EC12 Nenhuma similaridade encontrada
EC13 Cellulomonas pakistanensis 100% 88% NR_125452.1



EC16

EMO02
EMO3
EMO4
EMO5
EMO6
EMO7
EMO8
EMO09
EM10
EM11
EM12
EM13
EM14
EM17
EM18
EM19
EM20
EM21
EM22
EM23
EM24
EM25
EM26
EPO1

EPO3

EPO4

EPO5

EPO6

EPO7

Cellulomonas pakistanensis 100%

Bacillus wiedmannii
Kitasatospora viridis
Bacillus wiedmannii
Bacillus wiedmannii

Bacillus wiedmannii

Bacillus wiedmannii
Bacillus wiedmannii
Bacillus wiedmannii

Bacillus wiedmannii

Bacillus wiedmannii

Bacillus wiedmannii

96%
54%
99%
98%
100%

Nenhuma similaridade encontrada

100%
86%
100%
100%

Nenhuma similaridade encontrada

100%
98%

Nenhuma similaridade encontrada

Nenhuma similaridade encontrada

Bacillus wiedmannii 100%
Microbacterium marinum 99%
Bacillus tropicus 100%
Bacillus tropicus 45%
Pantoea stewartii 97%

Nenhuma similaridade encontrada

Bacillus wiedmannii 95%
Bacillus wiedmannii 100%
Peribacillus frigoritolerans 95%
Bacillus velezensis 100%
Paenibacillus barcinonensis 81%

Nenhuma similaridade encontrada

Paenibacillus dongdonensis 57%

Nenhuma similaridade encontrada

87%
78%
74%
84%
90%
85%

79%
78%
95%
89%

96%
82%

79%
77%
86%
81%
80%

85%
93%
95%
95%
7%

82%

NR_125452.1
NR_152692.1
NR_043023.1
NR_152692.1
NR_152692.1
NR_152692.1

NR_152692.1
NR_152692.1
NR_152692.1
NR_152692.1

NR_152692.1
NR_152692.1

NR_152692.1
NR_109268.1
NR_157736.1
NR_157736.1
NR_119361.1

NR_152692.1
NR_152692.1
NR_117474.1
NR_075005.2
NR_042272.1

NR_134112.1
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EPO8
EPQ9
EP10

EP11
EP11
EP12
EP13
MO1
MO02
MO04
MO05
MO6
MO7
MO8
MO9
M10
M11
M12
M13
M14
M15
M16
M17
M18
M19
M21
M22
M23
M24

M25

Pseudomonas oryzihabitans 54% 95%
Bacillus wiedmannii 98% 96%
Ectopseudomonas khazarica 95% 86%
Peribacillus simplex 37% 91%
Bacillus wiedmannii 93% 82%
Paenibacillus turicensis 100% 89%
Pseudomonas oryzihabitans 86% 91%

Nenhuma similaridade encontrada

Burkholderia cepacia 100% 100%
Nenhuma similaridade encontrada

Heyndrickxia camelliae 100% 89%
Nenhuma similaridade encontrada

Bacillus wiedmannii 100% 97%
Nenhuma similaridade encontrada

Nenhuma similaridade encontrada

Streptomyces harenosi 96% 82%
Nitrosomonas halophila 50% 85%
Paenibacillus vulneris 100% 98%

Nenhuma similaridade encontrada

Heyndrickxia shackletonii 100% 99%
Nenhuma similaridade encontrada

Paenibacillus cellulositrophicus 100% 96%

Streptomyces murinus 31% 83%

Bacillus zanthoxyli 100% 100%

Nenhuma similaridade encontrada
Nenhuma similaridade encontrada
Nenhuma similaridade encontrada
Nenhuma similaridade encontrada

Bacillus wiedmannii 100% 95%

Peribacillus simplex 100% 97%

NR_114041.1
NR_152692.1
NR_169334.1

NR_042136.1
NR_152692.1
NR_114626.1
NR_114041.1

NR_029209.1

NR_159341.1

NR_152692.1

NR_180427.1

NR_114767.1

NR_117618.1

NR_025373.1

NR_116564.1

NR_042095.1
NR_164882.1

NR_152692.1

NR_042136.1
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M26
M27
M28
PO1
P02
P03
P08
P09
P10
P11
P14
P16
P17
P18
P19
P20
P21
P22
P23
P24
P25
P26
P27
P29

P30

P31
P32

Burkholderia multivorans 100% 100%

Streptomyces malaysiense 99% 86%
Nenhuma similaridade encontrada

Paenibacillus cineris 87% 91%

Nenhuma similaridade encontrada

Bacillus cereus 100% 98%
Priestia megaterium 100% 100%
Nenhuma similaridade encontrada
Pseudomonas aeruginosa 93% 85%
Pseudomonas aeruginosa 96% 85%
Lysinibacillus boronitolerans 100% 98%
Pseudomonas aeruginosa 31% 94%
uncultured bacterium 15% 96%
Bacillus cereus 100% 99%
Pseudomonas aeruginosa 93% 88%
Bacillus paramycoides 100% 100%

Nenhuma similaridade encontrada
Nenhuma similaridade encontrada

Nenhuma similaridade encontrada

Pseudomonas aeruginosa 90% 85%
Lysinibacillus sp, 99% 87%
Stenotrophomonas panacihumi 100% 98%
Uncultured beta proteobacterium 99% 97%
Stenotrophomonas chelatiphaga 100% 99%

Nenhuma similaridade encontrada

Nenhuma similaridade encontrada

Bacillus cereus 100% 90%

NR_118068.1
NR_178689.1

MH298436.1

JN166077.1
KP163918.1

CP169762.1
CP169762
PP767682.1
CP062219.1
JQ215829.1
JN166077.1
CP089061.2
MW664369.1

CP110347.1
HQ257252.1
OM971300.1
HM110274.1
OM971118.1

JN166077.1

29
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Figura 19 - Diagrama de Venn ilustrando o quantitativo de bactérias positivas nos testes de producéo de
AlA, solubilizacdo de fosfato e tolerancia ao estresse hidrico junto a identificacdo de bactérias que foram

positivas em mais de um teste (Diagrama gerado a partir da plataforma Canva).

5.7 Compilado dos resultados fenotipicos e da identificagcdo molecular

A tabela 2 mostra os resultados obtidos nos testes fenotipicos e nas analises

taxonémicas.

Tabela 2 - Compilado dos resultados fenotipicos e da identificagdo molecular todas as bactérias isoladas de C.

fernambucensis (Letra C para isolados de rizosfera e EC para isolados endofiticos), M. violaceus (Letra M para

isolados de rizosfera e EM para isolados endofiticos) , P. arrabidae (Letra P para isolados de rizosfers e EP para

endofiticos).

Isolado AIA P EH EPS NaCl Identificacdo

C01 7,78 2488 - + + Pantoea deleyi



C02 - - - + - Heyndrickxia camelliae

C04 - 2999 - - - Nenhuma similaridade encontrada
CO05 563 3865 - - + N&o identificado

Co7 - 3085 - - - Burkholderia aenigmatica
Cco8 - 34,26 - - - Arhodomonas aquaeolei
C09 - 28,04 - - - Heyndrickxia shackletonii
C10 - 2194 - - -

Cl1 - 335 -+ + N&o identificado
C13 13,17 29,94 - - - Burkholderia stabilis
Cl4 - 3588 - - - N&o identificado

C15 - 3435 - - - Na&o identificado

C16 - 4536 - + + Bacillus wiedmannii
C20 - 2191 - - - N&o identificado

c21 - 3401 - - - Leifsonia shinshuensis



C22

C23

C24

C25

C26

C27

C28

C29

C30

MO01

MO02

MO05

MO06

MO7

10,80

5,63

5,41

6,27

8,00

5,19

12,09

31,13

32,93

34,96

36,91

39,72

29,55

40,23

41,98

41,51

33,97

35,52

50,32

Streptomyces kunmingensis

Nao identificado

Bacillus wiedmannii

Paenibacillus chitinolyticus

Paenibacillus vulneris

Paenibacillus limicola

Paenibacillus chitinolyticus

Bacillus wiedmannii

Burkholderia aenigmatica

Nenhuma similaridade encontrada

Burkholderia cepacia

Heyndrickxia camelliae

Nenhuma similaridade encontrada

Bacillus wiedmannii
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MO8

M09

M10

M13

M14

M16

M17

M18

M19

M24

M25

M29

PO1

P02

32,33

35,17

26,74

32,97

34,21

32,61

31,89

Nenhuma similaridade encontrada

Nenhuma similaridade encontrada

Streptomyces harenosi

Nenhuma similaridade encontrada

Heyndrickxia shackletonii

Paenibacillus cellulositrophicus

Streptomyces murinus

Bacillus zanthoxyli

Nenhuma similaridade encontrada

Bacillus wiedmannii

Peribacillus simplex

Nao identificado

Paenibacillus cineris

Nenhuma similaridade encontrada
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P03

P04

P08

P09

P10

P11

P12

P14

P15

P16

P17

P18

P19

P20

5,84

5,19

6,92

22,75

23,39

24,26

33,36

30,45

46,44

33,95

40,05

42,28

Bacillus cereus

Nao identificado

Priestia megaterium

Nenhuma similaridade encontrada

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa

Nao identificado

Lysinibacillus boronitolerans

N&o identificado

Pseudomonas aeruginosa

uncultured bacterium

Bacillus cereus

Pseudomonas aeruginosa

Bacillus paramycoides
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P21

P22

P23

P24

P25

P26

P27

P28

P29

P30

P31

P32

P33

P34

5,63

5,63

178

5,41

654

34,32

23,06

34,62

29,95

28,23

31,64

25,03

45,62

43,21

31,06

49,18

54,47

Nenhuma similaridade encontrada

Nenhuma similaridade encontrada

Nenhuma similaridade encontrada

Pseudomonas aeruginosa

Lysinibacillus sp.

Stenotrophomonas panacihumi

Uncultured beta proteobacterium

N&o identificado

Stenotrophomonas chelatiphaga

Nenhuma similaridade encontrada

Nenhuma similaridade encontrada

Bacillus cereus

Nao identificado

N&o identificado
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P35 - 5462 - - - N&o identificado

P36 10,72 32,74 - - - N&o identificado
P37 10,28 46,35 - + + N&o identificado
P38 - - + - + Na&o identificado
P41 557 8296 - - - N&o identificado
P42 - 5926 - - + Nao identificado
P43 6,02 90,25 - - - Na&o identificado
P44 - 8017 - - - N&o identificado
P45 - 3944 - 4+ + N&o identificado
P46 - 4755 - + + Nao identificado
P47 - 38,19 - + + Nao identificado
ECO03 - 1865 - - - Nenhuma similaridade encontrada
EC04 - - - - - Nenhuma similaridade encontrada

ECO05 - 20,22 - - - Paenibacillus senegalimassiliensis



ECO06

ECO7

ECO08

ECO09

EC10

EC11

EC12

EC13

EC14

EC15

EC16

EC17

EC18

EC20

- 2519

- 74,23

- 56,90

- 39,97

- 21,30

- 27,23

- 78,04

- 1947

- 19,07

- 24,80

61,15 26,10

Bacillus nitroreducens

Nao identificado

Curtobacterium oryzae

Nenhuma similaridade encontrada

N&o identificado

Cellulomonas timonensis

Nenhuma similaridade encontrada

Cellulomonas pakistanensis

Cellulomonas pakistanensis

Nao identificado

Nao identificado

Nao identificado

Nao identificado

N&o identificado
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EC25

EC26

EC27

EC28

EC29

EC30

EMO1

EMO02

EMO4

EMO6

EMO7

EMO8

EMO9

EM10

10,80

5,63

5,41

6,27

8,00

5,19

31,92

32,83

28,99

33,29

32,96

31,16

31,75

32,97

N&o identificado

Nao identificado

Nao identificado

N&o identificado

N&o identificado

Nao identificado

Nao identificado

Bacillus wiedmannii

Bacillus wiedmannii

Bacillus wiedmannii

Nenhuma similaridade encontrada

Bacillus wiedmannii

Bacillus wiedmannii

Bacillus wiedmannii
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EM11

EM13

EM14

EM16

EM17

EM18

EM19

EM21

EM22

EM23

EM24

EM26

EM27

EM29

- 3L,77

- 32,32

- 32,59

- 3167

- 32,13

- 30,59

- 30,89

- 31,72

- 30,44

- 2979

- 30,64

- 3137

- 31,65

18,26 29,61

Bacillus wiedmannii

Bacillus wiedmannii

Bacillus wiedmannii

N&o identificado

Nenhuma similaridade encontrada

Nenhuma similaridade encontrada

Bacillus wiedmannii

Bacillus tropicus

Bacillus tropicus

Pantoea stewartii

Nenhuma similaridade encontrada

Bacillus wiedmannii

Nao identificado

N&o identificado
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EMS0

EPO4

EPO5

EPO6

EPO7

EPO8

EPQ9

EP10

EP11

EP13

EP14

EP15

EP16

EP17

51,49

62,25

56,41

37,88

62,61

53,72

47,21

38,38

30,63

35,93

33,52

32,19

32,42

32,42

34,95

N&o identificado

Paenibacillus barcinonensis

Nenhuma similaridade encontrada

Paenibacillus dongdonensis

Nenhuma similaridade encontrada

Pseudomonas oryzihabitans

Bacillus wiedmannii

Ectopseudomonas khazarica

Peribacillus simplex NBRC 15720 = DSM
1321

Pseudomonas oryzihabitans

Nao identificado

Nao identificado

Nao identificado

Nao identificado
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EP18

EP20

EP21

EP22

EP23

EP24

EP27

EP28

EP29

EO3

EO8

E09

E10

E12

60,97

55,92

23,97

48,19

37,39

37,84

32,37

34,18

32,57

35,22

32,31

32,22

30,75

31,42

N&o identificado

Nao identificado

Nao identificado

N&o identificado

N&o identificado

Nao identificado

Nao identificado

N&o identificado

N&o identificado

Nao identificado

Nao identificado

Nao identificado

Nao identificado

N&o identificado
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El4

E15

E16

El7

E18

E19

E20

E24

E26

5,63

9,61

29,68

31,31

27,13

36,16

42,07

37,85

N&o identificado

Nao identificado

Nao identificado

N&o identificado

N&o identificado

Nao identificado

Nao identificado

N&o identificado

N&o identificado
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P-Solubilizacéo de fosfato

HE- Estresse hidrico

6. DISCUSSAO

Este trabalho teve como objetivo estudar o potencial de bactérias associadas a trés

espécies de cactaceas presentes em ambientes de restinga do Parque Estadual Costa do Sol na

promocdo do crescimento vegetal. A hipotese principal deste estudo é que bactérias podem

auxiliar o desenvolvimento de espécies de cactos que habitam a restinga, por meio da producgéo

de horménios vegetais, solubilizagdo de minerais e mitigagdo do estresse hidrico para as plantas.
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Destaca-se, ainda, que existem poucos estudos sobre a atividade de PGPB associadas a
cactaceas, especialmente aquelas presentes em ambientes de restinga.

Para atingir esse objetivo, trés espécies vegetais da familia Cactaceae, Cereus
fernambucensis Lem., Melocactus violaceus Pfeiff. e Pilosocereus arrabidae (Lem.) foram
amostradas, além de terem sido coletadas amostras de solo entre as plantas. De acordo com
Santos e colaboradores (2024), as bactérias PGPB associadas a plantas desempenham papéis
essenciais ao disponibilizar nutrientes de forma direta ou indireta em diferentes periodos do
desenvolvimento vegetal, desde a germinagdo das sementes até a planta adulta. Sendo assim,
as bactérias isoladas neste trabalho apresentam potencial para promover o crescimento de
cactaceas em solos de restinga, dado o contexto de condi¢bes adversas encontradas nesses
ambientes. Por exemplo, os principais fatores abidticos limitantes do crescimento vegetal na
restinga sdo a temperatura, a salinidade e o déficit hidrico. Por esse motivo, todas as estirpes
bacterianas isoladas foram testadas quanto a resisténcia a salinidade, alta temperatura e
producdo de exopolissacarideos. Nosso estudo mostrou que diferentes isolados associadas a
Cereus fernambucensis, Melocactus violaceuse e Pilosocereus arrabidae sdo PGPB. Além
disso, a partir dos resultados obtidos fica aparente que a diversidade do microbioma varia
dependendo da espécie de cactacea estudada.

E importante ressaltar que Martirosyan e colaboradores (2016), ja havia mostrado, em
estudos anteriores, que as interagdes planta-microrganismo em arbustos perenes do deserto
demonstram que a composicdo de ordens bacterianas € especifica para cada tipo de planta,
evidenciando que cada planta cria um microambiente adequado e Unico. Além disso, estressores
ambientais atuam na modulacdo do microbioma vegetal, por meio da selecdo de
microrganismos que possuem caracteristicas adaptativas que lhes permitem sobreviver em
condicdes adversas. De toda maneira, cada propriedade de PGPB avaliada auxilia o crescimento
vegetal de maneiras especificas. Segundo Torre e colaboradores (2023), as PGPB halotolerantes
conseguem sobreviver em altas concentragdes de sal devido a mecanismos como o acimulo de
osmolitos, producdo de proteases extracelulares e ativacdo de antiportadores de Na+/H+. Essas
bactérias sdo encontradas na restinga devido a salinidade ocasionada pelo contato com a dgua
do mar. Como afirmam Alsharif e colaboradores (2020), agregados de solo aderidos as raizes
das plantas costumam ser compostos por exsudacdes radiculares e secre¢cdes microbianas, o que
proporciona uma melhor resposta ao estresse hidrico e salinidade, como adaptacdo para tolerar

a seca. Esse processo favorece a captagdo de nutrientes, como fosfato e hormonios, e aumenta
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a sobrevivéncia em condigdes adversas, favorecendo o desenvolvimento vegetal em diferentes
fases da planta.

Em relacdo a producdo de AIA, como descrito por Cassel e colaboradores (2021), a
auxina é o hormonio vegetal mais importante do ponto de vista fisioldgico da planta, dada sua
funcgdo essencial no crescimento e manutencao saudavel das plantas, sendo responsavel, desde
a morfogénese, por respostas adaptativas. Trabalhos anteriores, como o de Ldpez e
colaboradores (2024), que tiveram como objetivo isolar bactérias produtoras de &cido indol
acetico (AIA) a partir de solos com baixa atividade de dgua e pobres em matéria organica,
observaram uma taxa média de produgdo de 12 pg/mL nos isolados obtidos, um valor
aproximado as médias de producdo de AIA apresentadas neste estudo, que indicaram uma
producdo média de 10 pg/mL. Embora os valores obtidos em ambos os estudos sejam similares,
eles sdo significativamente inferiores aos reportados em outros trabalhos que isolaram bactérias
de solos arenosos de desertos, como o estudo de Goudjal e colaboradores (2013), que encontrou
uma média de producdo de AlIA de 31,52 pug/mL com a producgdo do fitohorménio variando
entre 17 e 100 pg/mL entre os 19 isolados positivos obtidos pelos autores.

Interessantemente, a média da producédo de AlIA observada no presente estudo variou de
acordo com a origem das bactérias analisadas. Por exemplo, as bactérias isoladas de
Pilosocereus apresentaram uma média de producdo de 37,84 pug/mL de AIA, superior as de
Cereus e Melocactus, que apresentaram taxas producédo de 7,78 pg/mL e 18,25 pg/mL de AlA,
respectivamente. Esses resultados sugerem que a diversidade de espécies vegetais e o tipo de
ecossistema de onde as bactérias sdo isoladas podem influenciar diretamente a capacidade de
producdo de AIA. Do total de 41 bactérias positivas para producdo de AlA, 25 foram obtidas
de Pilosocereus, sendo 11 bactérias rizosféricas e 14 endofiticas, representando cerca de 61%
dos isolados positivos para o teste de AlA.

Ja é de conhecimento por meio da literatura que a interacdo microrganismo-planta pode
ser benéfica para ambas as partes, tanto para plantas quanto para microrganismos, pois enquanto
0 microrganismo pode fixar e disponibilizar nutrientes para a planta, a espécie vegetal pode
favorecer a proliferagcdo e metabolismo microbiano através da liberacdo de exsudados pelas
raizes, o que aumenta significativamente a proliferacdo dos microrganismos (Vishwakarma et
al., 2017). Substratos liberados pelas raizes das plantas como ions, enzimas, mucilagem e
diversos outros séo de extrema utilidade para otimizacdo da producgdo de metabdlitos priméarios

e secundarios por bactérias e fungos (Embrapa, 2022). Vishwakarma e colaboradores (2017)
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afirmam que é comum o transporte de substancias naturais, como compostos fendlicos, acidos
carboxilicos, aglcares e aminoacidos, como o triptofano, um precursor de AlA, da planta para
o0 solo, facilitado pela formacdo de um gradiente de concentracéo entre o citosol das células
radiculares (com alta concentracdo) e o solo (com baixa concentracdo). Como afirma Machado
(2016), os exsudatos radiculares representam uma fonte significativa de L-triptofano, um
aminoacido essencial que atua como precursor na sintese de AIA (acido indolacético) por
microrganismos que colonizam a rizosfera, dessa forma, fica evidente que esses exsudatos,
compostos por uma variedade de substancias organicas liberadas pelas raizes das plantas,
fornecem nutrientes que favorecem a atividade metabdlica de diversas bactérias benéficas,
promovendo o crescimento e desenvolvimento das plantas por meio da modulacdo das
interacdes planta-microrganismo na rizosfera. Dessa forma, fica evidente que as interacfes
entre bactérias e plantas podem trazer inimeros beneficios para ambas as espécies. Essas
interacdes fornecem precursores e nutrientes aos microrganismos, que, por sua vez, produzem
substancias capazes de promover a sobrevivéncia e o desenvolvimento das plantas.

Outra caracteristica limitante ao crescimento vegetal € a disponibilidade de fosforo. Em
um estudo realizado por Oliveira e colaboradores (2024), foram isoladas 32 bactérias de trés
diferentes areas, descritas da seguinte forma: ACA - area de solo preservado, localizada no
bioma Amazonico, com 10 isolados; AAC - area agricola localizada no bioma Cerrado, com 18
isolados; e ADC - area degradada com subsolo exposto, também localizada no bioma Cerrado,
com 4 isolados. Foi observado neste estudo que as estirpes obtidas das areas de Cerrado (AAC
e ADC), que possuem solos com algumas caracteristicas semelhantes aos solos de restinga,
como baixa fertilidade natural e textura arenosa, devido principalmente a mescla entre
ecossistemas (Sacramento et al., 2007), apresentaram indices de solubilizacdo de fosfato de
calcio adicionados ao meio de cultura significativamente maiores do que os isolados
provenientes da area ACA. Além disso, as bactérias consideradas mais promissoras no teste
foram obtidas da area agricola no Cerrado (AAC), sendo os isolados AAC01 e AAC04 os que
apresentaram alta capacidade de solubilizacdo de fosfato de calcio, além de também serem
capazes de solubilizar ferro.

Assim como observado por Oliveira e colaboradores (2024), nossos resultados
mostraram que a maioria das bactérias isoladas das cactaceas presentes nos solos arenosos da
restinga possuem a capacidade de solubilizar Cas(PO.). (Fosfato tricalcico).Foram identificadas

como solubilizadoras um total de 122 estirpes, 0 que representa cerca de 56,48% do total de
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isolados testados, sendo a maior parte dos isolados positivos provenientes da planta
Pilosocereus arrabidae, principalmente da porcéo rizosférica. Vale ressaltar também que a
maior parte dos isolados considerados positivos foi obtida da porcao rizosférica das plantas,
para Cereus e Pilosocereus, ja para Melocactus violaceus, a a maior parte dos isolados positivos
foi da porcédo endotifica. Ademais, a média de solubilizagdo de todos os isolados foi de 32,57
mg/L, valor superior ao controle positivo F45, que teve média de solubiliza¢do de 18 mg/L.

Um dado relevante para a presenca desse feno6tipo nas bactérias isoladas dos solos da
restinga é apresentado no estudo realizado por Gomes e colaboradores (2007), sobre a
caracterizacdo geomorfolégica e quimica de trés diferentes areas de restinga. Gomes e
colaboradores (1998) indicam que existe um acumulo de P inorgénico nas camadas mais
profundas do solo de diversas areas, ocasionado, sobretudo, pela composicao de silica nos solos
de restinga, além de poder se ligar a outros minerais e ser lixiviado para as camadas mais
profundas do solo. Isso evidencia a disponibilidade de fosforo inorganico em solos arenosos,
como o de restinga, o que pode criar um ambiente favoravel para bactérias solubilizadoras de
fosfato.

Outro estudo realizado por Almeida (2021), onde foram isoladas bactérias do solo de
caatinga e realizados testes em meio sélido através do halo de solubilizagdo de fosfato, destaca
a eficiéncia de 11 isolados, de um total de 57, solubilizadores de fosfato a partir desses solos.
Nesse estudo, 7 isolados foram considerados como altos solubilizadores (IS variando de 3,102
a 12,750), devido ao seu indice de solubilizacdo (IS) maior que 3. Um isolado foi considerado
médio solubilizador (IS 2,735), enquanto os outros trés isolados foram considerados baixos
solubilizadores, com IS variando de 1,140 a 1,417. Dessa forma, fica evidente que, sendo
considerados solos com baixa disponibilidade de nutrientes e com porgdes arenosas, tanto na
restinga, como no Cerrado e na Caatinga, ha a presenca de fatores que modulam a selecéo de
comunidades microbianas adaptadas as condi¢fes desses ambientes, de forma que o
desenvolvimento das plantas seja facilitado por fungos, bactérias e outros microrganismos,
compensando as condicGes de estresse abidtico encontradas nesses ecossistemas.

Ha muitos fatores que podem interferir no desenvolvimento natural das plantas, entre os
quais a estiagem e a ma disponibilidade de &gua, condigdes que acarretam o estresse hidrico
(Campos et al., 2021). Segundo Vurukonda e colaboradores (2016), em condicOes de estresse
ambiental, diversas espécies vegetais sdo capazes de liberar exsudatos radiculares que atraem
bactérias promotoras do crescimento de plantas presentes no solo, contribuindo para mitigar os
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efeitos do estresse hidrico. Lebre e colaboradores (2017), definem bactérias capazes de
sobreviver em condigdes de baixa atividade de agua como xerotolerantes, que costumam ser
encontradas, sobretudo, em ambientes constantemente expostos ao estresse hidrico, como
restingas, biomas de cerrado ou caatinga.

Embora o estresse hidrico seja uma caracteristica dos solos de restinga, neste trabalho 9
do total de 216 estirpes bacterianas testadas foram capazes de crescer em condicGes de estresse
hidrico devido a baixa atividade de agua, o que representa 3,9% do total de isolados testados.
Godinho e colaboradores (2019), mostraram que a resisténcia ao estresse hidrico € uma
caracteristica observada em bactérias obtidas a partir de solos de caatinga. Mesmo que esse
nimero ndo seja elevado, € importante destacar a relevancia dos isolados capazes de crescer
sob condic@es de estresse hidrico, caracterizadas por alta temperatura e baixa atividade de dgua,
que raramente sdo favoraveis ao crescimento de outros microrganismos. Os resultados obtidos
na identificacéo dos isolados indicam uma ampla diversidade de géneros bacterianos associados
as cactaceas estudadas, demonstrando a importancia das intera¢6es planta-microrganismo para
a adaptacdo e sobrevivéncia em ambientes com adversidades quimicas, fisicas e bioldgicas. Os
géneros mais prevalentes, como Bacillus, Burkholderia, Paenibacillus e Pseudomonas, sdo
conhecidos por suas propriedades promotoras de crescimento vegetal (PGPB), incluindo a
producdo de fitohorménios, solubilizacdo de fésforo e tolerancia a estresses abidticos (Glick,
2012; Lugtenberg & Kamilova, 2009).

A predominancia de Bacillus em Pilosocereus arrabidae e Melocactus violaceus esta
alinhada com estudos que destacam a ampla distribuicdo e versatilidade desse género em
diferentes ecossistemas, particularmente em condigdes adversas como € o caso da restinga, onde
ele atua como um biofertilizante natural e agente de biocontrole (Lépez-Bucio et al., 2007). A
presenca de Burkholderia e Paenibacillus em Cereus fernambucensis também € relevante, pois
essas bactérias possuem papéis cruciais na promoc¢éo de crescimento e na indugéo de tolerancia
a salinidade e seca, caracteristicas frequentemente associadas a ambientes de restinga (Marasco
etal., 2018).

De todas as bactérias analisadas, o isolado C29, relacionado com Bacillus wiedmannii
(C29), merece destaque ja que essa bactéria apresentou multiplas propriedades de PGPB, como
solubilizacdo de fosforo, tolerancia ao estresse hidrico e producdo de fitohorménios. Como
afirma Miller e colaboradores, 2016, essa espécie é gram-positiva, formadora de esporos e
anaerodbia facultativa, pertencente ao grupo Bacillus cereus. Foi identificada pela primeira vez
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em 2016, isolada de leite cru armazenado em uma planta de processamento de laticinios nos
Estados Unidos, porem também encontrado em solos, plantas e outros ambientes naturais
estando geralmente associada a infec¢des alimentares pela producéo de toxinas A identificacdo
de Bacillus wiedmannii sugere um potencial uso biotecnoldgico dessa bactéria, tanto em
plantagBes agricolas quanto para recuperagdo do microbioma de &reas degradadas e
consequente recuperacao da vegetacdo nativa de restinga, dado o seu desempenho superior em
testes laboratoriais.

Por fim, a associacdo de diferentes géneros bacterianos a cada espécie de cactacea indica
uma especificidade planta-microrganismo, possivelmente influenciada pelos exsudatos
radiculares e pelo microambiente Unico de cada planta (Badri & Vivanco, 2009). Essa
especificidade ressalta o potencial de exploracdo biotecnologica de microbiotas associadas a

cactaceas em estratégias sustentaveis de manejo agricola e restauracao ambiental.

7. CONCLUSOES

O presente estudo revelou a diversidade de bactérias associadas as cactaceas
Pilosocereus arrabidae, Cereus fernambucensis e Melocactus violaceus, destacando géneros
como Bacillus, Burkholderia, Paenibacillus e Pseudomonas, amplamente reconhecidos por
suas propriedades promotoras de crescimento vegetal (PGPB).

A identificacdo de Bacillus wiedmannii como um isolado com mdltiplas propriedades
de PGPB (Resisténcia ao estresse hidrico, producdo de AlA e solubilizacdo de fosfato) ressalta
0 potencial biotecnolégico de bactérias associadas a cactaceas, especialmente em aplicaces
voltadas a agricultura sustentavel e restauracdo ambiental.

Esse trabalho contribui para o entendimento dos microbiomas associados a cactaceas da
restinga e reforca a importancia de estudos integrados que combinem ferramentas moleculares
e ecoldgicas para explorar o potencial funcional dessas interacdes simbioticas. Investigacoes
futuras podem aprofundar a caracterizacdo funcional dos isolados identificados, bem como

avaliar suas aplicagdes préaticas em condi¢bes de campo.
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