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Resumo - O estresse hidrico causa perdas significativas no rendimento da produgéo agricola em
todo o mundo. As consequéncias climaticas imprevisiveis e 6bvias do aguecimento global aumentam
ainda mais a preocupagao crescente com a disponibilidade limitada de agua para a agricultura.
O uso de bactérias promotoras de crescimento vegetal apresenta-se como uma alternativa
promissora para aumentar a produc¢ao agricola em condi¢cbes desfavoraveis, principalmente pelo
baixo custo e reduzido impacto ambiental. Este trabalho teve como objetivo isolar, caracterizar,
avaliar a diversidade genética e identificar molecularmente microrganismos isolados de solos de
diferentes ecossistemas brasileiros, com énfase na resposta desses microrganismos aos estresses
hidrico e salino. Um total de 718 cepas bacterianas termotolerantes foi isolado de amostras de
solo e selecionado com base em caracteristicas morfolégicas e capacidade de crescimento em
concentracoes elevadas de sorbitol e NaCl, indicando sua capacidade de sobreviver e se adaptar
as condi¢des de estresses hidrico e salino. Entre essas amostras, 27 cepas do género Priestia ou
Bacillus, identificadas pelo sequenciamento do gene 16S rRNA, apresentaram maior potencial de
toleréncia a seca. Além disso, pela amplificacdo das sequéncias de DNA, utilizando os primers
ERIC, foi possivel observar padrdes distintos de fragmentos amplificados, fornecendo uma viséo
abrangente sobre a variabilidade genética entre as bactérias isoladas. Os resultados deste estudo
revelaram um potencial biotecnoldgico significativo dos microrganismos isolados a partir de amostras
de solos de diferentes ecossistemas brasileiros.

Termos para Indexagao: Bacillus, Priestia, seca, bactérias promotoras do crescimento de plantas

Isolation, characterization and molecular identification of
tolerant microorganisms water and saline stress

Abstract - Water stress causes significant losses in agricultural production yields throughout the
world. The unpredictable and obvious climate consequences of global warming increase growing
concern about the limited availability of water for agriculture. The use of plant-growing promoting
bacteria presents as an alternative to increase agricultural production under unfavorable conditions,
mainly due to its low cost and reduced environmental impact. This work aimed to isolate, characterize,
evaluate genetic diversity and molecularly identify microorganisms isolated from soils of different
Brazilian ecosystems, with an emphasis on the response to these microorganisms to water and
saline stress. A total of 718 bacterial strains thermotolerants were isolated from the soil samples



54 Eventos Técnicos & Cientificos, 1

and selected based on morphological characteristics and growth capacity in high concentrations of
sorbitol and NaCl, showing their ability to survive and adapt to water and saline stress conditions.
Among these samples, 27 strains of the genus Priestia or Bacillus, identified by sequencing of the
16S rRNA gene, showed greater potential for drought tolerance. Furthermore, by amplification
of DNA sequences using ERIC primers, it was possible observe distinct patterns of the amplified
fragments, providing comprehensive insight into the genetic variability between the isolated bacteria.
The results of this study revealed a significant biotechnological potential of microorganisms isolated
from samples of soils from different Brazilian ecosystems.

Index terms: Bacillus, Priestia, drought, plant growth-promoting bacteria

Introducao

O estresse hidrico € um desafio significativo enfrentado pela agricultura, ndo apenas
no Brasil, mas também em varias regides do mundo. No contexto nacional, esse desafio é
particularmente acentuado nas regides nordeste e norte de Minas Gerais, onde as condigbes
climaticas sdo mais aridas e as precipitagdes pluviométricas sdo escassas (Silva; Andrade, 2003).
Essas regides apresentam altas temperaturas, chuvas escassas e mal distribuidas, com longos
periodos de estiagem, o que causa impacto negativo nas plantas, diminuindo sua produtividade por
desequilibrios fisioldgicos, nutricionais e hormonais, limitando o seu potencial produtivo (Santos;
Carlesso, 1998).

Diante desse quadro, torna-se necessaria a busca por solugdes que possam minimizar
os efeitos da seca nas culturas. Dentre as alternativas, o uso de insumos biolégicos a base de
microrganismos benéficos, como bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP),
promovem melhorias no desenvolvimento das culturas sem danificar o meio ambiente (Andrade et
al., 2019; Silva et al., 2020).

Uma das principais vantagens das BPCP é a reducdo do uso de produtos quimicos
e fertilizantes sintéticos. Esses microrganismos tém a capacidade de liberar substancias,
como hormodnios de crescimento, enzimas e metabdlitos, que estimulam o crescimento e o
desenvolvimento das plantas. Dessa forma, eles podem aumentar a absor¢do de nutrientes
presentes no solo pelas plantas, promovendo uma maior eficiéncia na utilizacido dos recursos
disponiveis (Miransari, 2013). Essa interacao satisfatéria entre o BPCP e as plantas ocorre por
meio de processos complexos, como a colonizagdo das raizes pelas bactérias e a ativacédo de
rotas metabdlicas especificas. As BPCP podem secretar enzimas que auxiliam na solubilizagao de
nutrientes insoluveis, como o fosforo (P), tornando-os mais disponiveis para as plantas (Fracasso
et al., 2020). Esses microrganismos também podem auxiliar no controle de patégenos do solo,
estimular a formacgéo de agregados e melhorar a estrutura do solo, favorecendo a infiltracdo de
agua e a aeragao das raizes. Dessa forma, as BPCP podem ajudar a reduzir a compactagao
do solo, garantindo a conservacdo dos recursos naturais e a preservacao do meio ambiente
(Scarsanella, 2022).

Além dos beneficios para as plantas e o solo, o uso das BPCP também pode resultar
em ganhos tecnolégicos para os agricultores. A reducdo do uso de fertilizantes sintéticos e
pesticidas quimicos reduz os custos de produgédo e melhora a qualidade das culturas, o que gera
consequentemente maiores rendimentos e valorizagao dos produtos agricolas.

Seguindo o principio de que a microbiota do solo desempenha um papel fundamental na
promocao do crescimento das plantas e na resisténcia ao estresse, a identificacdo e a selegao
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de microrganismos com essas caracteristicas tornam-se fonte promissora de insumos bioldgicos,
despertando interesse na busca por solugdes na agricultura.

Neste contexto, o presente trabalho tem como objetivo isolar, caracterizar e avaliar a
diversidade genética e identificar molecularmente microrganismos isolados de solos de diferentes
ecossistemas brasileiros, com énfase na resposta desses microrganismos aos estresses hidrico e
salino.

Material e métodos

As amostras de solos utilizadas pertencem a colecdo de Microrganismos Multifuncionais
e Fitopatégenos da Embrapa Milho e Sorgo e foram coletadas em diferentes regibes geograficas
brasileiras, incluindo os biomas Amazénia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e Pantanal.

O processo de isolamento dos microrganismos iniciou-se com a pesagem de 0,5 g de solo,

seguida da adicao de 2,5 mL de solugéo salina (NaCl 0,85% m/v) e agitagdo constante por 24
horas, promovendo a suspensao dos microrganismos presentes no solo.
Para a realizagao do choque térmico, as amostras foram deixadas em repouso por 30 minutos para
a decantagao de residuos solidos. Em seguida, uma aliquota de 0,5 mL da amostra foi retirada,
evitando a coleta da parte sedimentada, e transferida para microtubos estéreis. Essas amostras
foram mantidas em banho-maria a 65 °C por 30 minutos. Apds esse processo, foram resfriadas em
gelo por 5 minutos.

Apods o choque térmico, uma aliquota de 50 yL de cada amostra foi cuidadosamente
depositada e espalhada, com o auxilio de uma alga de Drigalsk, em placas de Petri contendo meio
LB (Luria Bertani) sélido. As placas foram incubadas a 45 °C por 24 horas. Ao final desse periodo,
as coldnias formadas foram avaliadas em relagcédo as suas caracteristicas morfolégicas, incluindo
tamanho, forma, cor e elevagao.

Em seguida, as colénias selecionadas foram repicadas em tubos de 15 mL contendo 4 mL
de meio LB liquido e incubadas a 28 °C por 24 horas sob agitacdo constante. Posteriormente, as
bactérias foram cultivadas em meios LB sdlido contendo NaCl 10% (m/v) ou sorbitol 405 g/L ou
sorbitol 520 g/L, que simulam condi¢des de alta salinidade e estresse hidrico, respectivamente.
As bactérias selecionadas foram entao criopreservadas em glicerol 25% (v/v) e armazenadas a -80
°C.

Diante da grande variabilidade encontrada, um grupo de 27 bactérias com diferentes
origens, morfologias e diversidade genética foi selecionado para a extracdo de DNA, utilizando-se
o kit “Wizard Genomic DNA Purification” (Promega, EUA), de acordo com as recomendagdes do
fabricante. A analise da diversidade genética das bactérias isoladas foi realizada por meio da
metodologia ERIC (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus) utilizando os primers ERIC
1R 5 -ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC3 e ERIC F- 5- AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3'.
As amostras foram amplificadas em um volume de 20 pL contendo 1 x tampao de reacgao (500
mM KCI, 100 mM Tris-HCI pH 8,4), 1,5 mM de MgClI2, 0,5mM de dNTP, 50 ng de DNA, 0,2 uM
de cada primer e 1 U de enzima Taq DNA polimerase (Invitrogen, EUA). As amplificagdes foram
realizadas nas seguintes condi¢des: desnaturacao inicial 94 °C por 5 min, 30 ciclos de 94 °C por
1 min, 48 °C por 1 min, 65 °C por 5 min, seguidos pela extensao final de 65 °C por 16 min. Os
produtos da reagédo foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1% (m/v) corado com
gel red (Biotium Inx., EUA). Para o sequenciamento de DNA, a reacédo em cadeia da polimerase
(PCR) e os ciclos de amplificagao foram preparados de acordo com Abreu et al. (2017) utilizando-
se os primers 8F (5'- AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) (Turner etal.,, 1999) e 1492R (5
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TACGYTACCTTGTTACGACT-3)) (Lane, 1991).

As reagbes de PCR foram purificadas com o kit ExoSap IT (Affymetrix, EUA) e
sequenciadas utilizando-se o kit “Big Dye Terminator v 3.1 Cycle Sequencing” (Thermofisher,
EUA) com os primers 8F, 1492R, 515F (5-GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3’) (Turner et al., 1999)
e 902R (5°-GTCAATTCITTTGAGTTTYARYC-3') (Hodkinson; Lutzoni, 2009), de acordo com as
recomendacbes dos fabricantes. As amostras foram purificadas e injetadas no sequenciador
de DNA 3500XL Genetic Analyzer (Hitachi, Japao). Para analise das sequéncias, foi utilizado o
software Sequencher 5.4 (Gene Codes Corporation, EUA). As sequéncias foram submetidas a
analise de similaridade de nucleotideos com o banco de dados GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.
gov) por meio da ferramenta BLASTN (Basic Local Alignment Search Tools) (Altschul et al., 1997).

Resultados e discussao

Foram isoladas e preservadas 718 bactérias para analises subsequentes. Ao se avaliar
as colbnias bacterianas formadas apos o cultivo em meio sélido, observou-se uma variedade de
caracteristicas morfoldgicas entre as diferentes colénias. As colénias apresentaram uma ampla
gama de tamanhos, formas e cores. Foram observadas col6nias pequenas, grandes e difusas,
circulares, irregulares e filamentosas. Além disso, a cor das colbnias variou consideravelmente,
com tonalidades desde branco, creme e amarelo até tons mais escuros (Figura 1).

Figura 1. Caracterizagdo morfoldgica de cepas bacterianas isoladas de amostras de solo.

Dentre essas bactérias, foram identificadas 89 colénias que cresceram em concentragdes
elevadas de NaCl e sorbitol, indicando sua capacidade de sobreviver e se adaptar as condigdes
de estresses hidrico e salino.

Ao analisar a amplificacao das sequéncias utilizando o primers ERIC, foi possivel observar
padrées distintos de fragmentos amplificados, fornecendo uma visdao abrangente sobre a
variabilidade genética entre as bactérias isoladas (Figura 2).
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Figura 2. Eletroforese em gel de agarose dos produtos de amplificagdo por ERIC-PCR para analise da diversidade
genética bacteriana. Os numeros indicam a identificagdo dos isolados. A partir dos resultados obtidos por ERIC-PCR,
bem como da andlise da diversidade morfologica e de origem das bactérias selecionadas, um grupo de 27 estirpes
foi escolhido para o sequenciamento do gene 16S rRNA. Esses primers foram selecionados estrategicamente para
amplificar regides especificas do gene 16S rRNA, que sdo altamente conservados em todas as células bacterianas,
mas também contém regides variaveis que permitem a diferenciagdo entre géneros ou espécies. Os resultados dessas
analises foram compilados e estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Identificagdo molecular baseada no sequenciamento do gene 16S rDNA de isolados bacterianos capazes de

3.2 Caatinga, CE Priestia megaterium ou P. aryabhattai
6.1 Mombaga, CE Priestia megaterium ou P. aryabhattai
7.1 Sédo Miguel, CE Priestia megaterium ou P. aryabhattai
9.1 Quiterianopolis, CE  Priestia megaterium ou P. aryabhattai
9.2 Quiterianopolis, CE  Priestia megaterium ou P. aryabhattai
9.4 Quiteriandpolis, CE  Priestia megaterium ou P. aryabhattai
10.2 Piquet Carneiro, CE  Priestia megaterium ou P. aryabhattai
11.1 Arneiroz, CE Priestia megaterium ou P. aryabhattai
11.2 Arneiroz, CE Priestia megaterium ou P. aryabhattai
17.1 Piranji, CE Priestia megaterium ou P. aryabhattai
17.2 Piranji, CE Priestia megaterium ou P. aryabhattai
19.2 Acegua, RS Priestia megaterium ou P. aryabhattai
23.1 Rio Verde, GO Priestia megaterium ou P. aryabhattai
23.2 Rio Verde, GO Priestia megaterium ou P. aryabhattai
24.1 Rio Verde, GO Priestia megaterium ou P. aryabhattai
31.1 Ipiagu, MG Priestia megaterium ou P. aryabhattai
31.3 Ipiacu, MG Priestia megaterium ou P. aryabhattai
34.1 Ipiacu, MG Priestia megaterium ou P. aryabhattai
442  Antonina de Norte, CE Priestia megaterium

46.1 Sertao, CE Priestia megaterium

52.1 Amazonia Bacillus safensis

53.1 Amazonia Bacillus sp.

55.2 Caatinga, CE Bacillus licheniformis

56.1 Caatinga, CE Priestia megaterium

57.2 Caatinga, CE Priestia aryabhattai

60.1 Caatinga, CE Priestia megaterium

60.2 Caatinga, CE Priestia megaterium
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crescer em meio de cultura LB sélido contendo NaCl 10% (m/v)e sorbitol 520 g/L.

A capacidade dessas bactérias de crescer em concentragdes elevadas de NaCl e sorbitol
sugere que elas possuem mecanismos adaptativos para enfrentar condicbes adversas. Esses
mecanismos podem incluir a producdo de compostos compativeis com a tolerancia ao estresse,
a regulacdo do balango osmético e a ativacdo de rotas metabdlicas especificas que permitem
a sobrevivéncia e o crescimento nessas condi¢cdes desfavoraveis (Embrapa, 2017). Esses
microrganismos podem ter implicagdes significativas para a agricultura, especialmente quando
utilizados em regides propensas a escassez de agua e a elevada salinidade do solo.

A utilizagdo desses microrganismos promissores como agentes promotores de crescimento
em culturas agricolas pode ser uma estratégia viavel para aumentar a tolerancia das plantas ao
estresse hidrico e salino (Espinola, 2020). As BPCP tém sido estudadas pela capacidade de
estimular o crescimento das plantas, aumentar a absor¢ao de nutrientes, melhorar a tolerancia ao
estresse e proteger as plantas contra patégenos (Rezende et al., 2021). Nesse contexto, as cepas
selecionadas neste estudo podem ser candidatas potenciais para futuros testes de inoculacéo de
sementes, visando melhorar o rendimento das culturas em condi¢cdes de estresses hidrico e salino.
No entanto, € necessario destacar que os resultados obtidos neste estudo representam uma etapa
inicial de investigacdo. Ainda sdo necessarias pesquisas adicionais para melhor entendimento dos
mecanismos associados & promogao de crescimento de plantas dessas estirpes. E fundamental
compreender como elas interagem com as plantas hospedeiras, como afetam o equilibrio do solo
e como podem ser aplicadas de maneira eficiente na agricultura.

Conclusao

Todos os isolados obtidos foram do género Priestia ou Bacillus, indicando que a metodologia
utilizada no isolamento foi eficiente na selecao de microrganismos que produzem esporos. Os
resultados deste estudo revelaram um potencial significativo biotecnolégico dos microrganismos
isolados a partir de amostras de solos de diferentes ecossistemas brasileiros. A capacidade dessas
bactérias de tolerar os estresses hidrico e salino indica que podem auxiliar no desenvolvimento
de estratégias de manejo na agricultura. A aplicagdo desses microrganismos como agentes
promotores de crescimento pode oferecer solugdes inovadoras para aumentar a produtividade
das culturas e enfrentar os desafios impostos pelas condi¢cdes adversas do ambiente agricola.
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