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RESUMO

AMANCIO, Lucas Henrique da Silva. Prospecciao de isolados microbianos de ambientes
hipersalinos para reducio do estresse hidrico em milho (Zea mays L.). Sao Cristévao: UFS,
2025. 48 p. (Dissertacao — Mestrado em Agricultura e Biodiversidade).*

Ambientes hipersalinos, como apicuns e salinas, abrigam comunidades microbianas altamente
especializadas, adaptadas ao crescimento sob condi¢des extremas de salinidade. Devido a
similaridade fisiologica entre os efeitos da alta salinidade e do déficit hidrico, ambos
caracterizados por reduzido potencial osmotico, esses microrganismos apresentam potencial
biotecnoldgico para promover tolerancia das plantas ao estresse hidrico em sistemas agricolas.
Este trabalho teve como objetivo isolar, identificar e avaliar o potencial de microrganismos
provenientes da rizosfera de plantas halofitas de apicuns e salinas na promogao da tolerancia a
seca em plantas de milho (Zea mays L.). Os isolados bacterianos e fungicos foram obtidos por
meio de culturdmica, utilizando multiplos meios de cultivo com diferentes concentracdes de
NaCl (4 a 25%) e temperaturas de incubacdo, com posterior identificacio molecular,
caracterizacao quanto ao potencial de promogdo de tolerancia a seca em milho e conservagao.
A fase experimental foi conduzida em casa-de-vegetagdo com milho da cultivar Morgan 20A55,
sob irrigagdo controlada em vasos com solo classificado como Argissolo Vermelho-Amarelo.
As plantas foram submetidas a um regime de irrigagdo plena nas primeiras cinco semanas e,
posteriormente, a um periodo de estresse hidrico de 14 dias, seguido de retorno da irrigacao aos
niveis de atendimento pleno da demanda hidrica das plantas. Foram avaliadas variaveis
biométricas (altura de planta e massa seca da parte aérea), fisioldgicas (temperatura foliar e teor
relativo de clorofila, estimado por SPAD) e metabdlicas (acimulo de prolina nas folhas), além
de um indice visual de seca. A analise estatistica foi realizada com base em contrastes com os
controles irrigado e ndo irrigado e por meio de ordenagdo multivariada ndo métrica (NMS),
permitindo a observagdo da distribuicdo dos tratamentos segundo a resposta conjunta das
variaveis. Os resultados indicaram que alguns isolados promoveram melhorias significativas no
crescimento e fisiologia das plantas sob estresse, incluindo maior acimulo de biomassa, teores
mais elevados de clorofila e prolina e menores sinais visuais de seca. A analise multivariada
confirmou esses efeitos, evidenciando associagcdo entre determinados tratamentos € e€ixos
relacionados a regulacdo térmica e manutencao da hidratagdo foliar.

Palavras-chave: Rizosfera, Bacillaceae, Halobacillus, Modicisalibacter, bioinoculante.

* Comité Orientador: Marcelo Ferreira Fernandes — EMBRAPA/UFS.



ABSTRACT

AMANCIO, Lucas Henrique da Silva Amancio. Prospection of microbial isolates from
hypersaline environments for mitigating drought stress in maize (Zea mays L.). Sdo
Cristovao: UFS, 2025. 48 p. (Master of Science in Agriculture and Biodiversity).*

Hypersaline environments, such as apicuns (supratidal flats) and salt flats, harbor highly
specialized microbial communities adapted to growth under extreme salinity conditions. Due
to the physiological similarity between high salinity and drought stress—both characterized by
reduced osmotic potential—these microorganisms present biotechnological potential to
enhance plant tolerance to water deficit in agricultural systems. This study aimed to isolate,
identify, and evaluate the potential of microorganisms from the rhizosphere of halophytic plants
inhabiting apicuns and salt flats to confer drought tolerance in maize (Zea mays L.). Bacterial
and fungal isolates were obtained through culturomic approaches, using multiple culture media
with varying NaCl concentrations (4 to 25%) and incubation temperatures, followed by
molecular identification, characterization of their ability to promote drought tolerance in maize,
and preservation. The experimental phase was conducted in a greenhouse using the maize
hybrid Morgan 20AS55, grown under controlled irrigation conditions in pots containing a Red-
Yellow Argisol (Brazilian Soil Classification System). Plants were irrigated daily during the
first five weeks and then subjected to a 14-day drought stress period, followed by rehydration
at levels sufficient to meet the plants' full water demand. Biometric variables (plant height and
shoot dry mass), physiological parameters (leaf temperature and relative chlorophyll content
measured via SPAD index), and metabolic responses (leaf proline accumulation) were assessed,
in addition to a visual drought index. Statistical analyses were performed using contrasts with
irrigated and non-irrigated controls, along with non-metric multidimensional scaling (NMS) to
evaluate treatment distribution based on the joint response of the measured variables. The
results indicated that certain isolates significantly improved plant growth and physiological
performance under drought stress, including higher biomass accumulation, increased
chlorophyll and proline content, and reduced visual drought symptoms. Multivariate analyses
confirmed these effects, revealing associations between specific treatments and axes related to
thermal regulation and maintenance of leaf hydration.

Keywords: Rhizosphere, Bacillaceae, Halobacillus, Modicisalibacter, bioinoculant.

* Guidance Committee: Marcelo Ferreira Fernandes - EMBRAPA/UFS (Advisor).



1. INTRODUCAO GERAL

O déficit hidrico e a salinidade do solo sdo fatores criticos que limitam
significativamente a produtividade agricola, sobretudo em regides aridas e semidridas. Esses
estresses abidticos impactam diretamente processos fisioldgicos e bioquimicos nas plantas,
desencadeando alteragcdes no crescimento, na eficiéncia fotossintética e na producdo de
biomassa (Farooq et al., 2009; Munns; Tester, 2008). A cultura do milho (Zea mays L.), de
grande importancia socioecondmica no Brasil e no mundo, ¢ particularmente sensivel a
restricao hidrica e a salinidade, fatores que afetam as fases de germinagdo, floracdo e
enchimento de graos, reduzindo drasticamente o potencial produtivo (Farooq ef al., 2012).

A salinidade do solo provoca uma reducdo do potencial osmotico, dificultando a
absorcao de dgua pelas raizes e induzindo desequilibrios nutricionais, além de toxicidade idnica,
que afeta o metabolismo e a integridade celular (Gupta; Huang, 2014). A restri¢do hidrica, por
sua vez, leva ao fechamento estomatico, a reducdo da taxa fotossintética e a limitagdo da
expansao celular, comprometendo o crescimento e a produtividade das plantas (Flexas et al.,
2013). Embora distintos em origem, esses dois estresses compartilham aspectos fisiologicos
comuns, como a indugdo de respostas associadas ao déficit hidrico devido ao baixo potencial
osmotico. Esse paralelismo tem sido explorado como base para o desenvolvimento de
estratégias que visem a adaptagdo das plantas a escassez de agua (Zhu, 2016).

Nos ultimos anos, tem crescido o interesse pela aplicacdo de microrganismos benéficos
do solo como ferramenta para reduzir os efeitos do estresse hidrico e salino e promover a
resiliéncia das plantas (Kumari et al., 2023). Esses microrganismos, que habitam a rizosfera,
atuam por diversos mecanismos complementares: produgdo de fitohormdnios como auxinas e
citocininas, solubiliza¢do de nutrientes, sintese de enzimas antioxidantes e regulacao hormonal
(Bouremani et al., 2023; Vurukonda et al., 2016). Essas a¢des favorecem o crescimento vegetal
mesmo sob estresses abidticos, além de aumentar a eficiéncia de uso da agua e nutrientes
(Khumairah ef al., 2022). Estudos recentes tém demonstrado que microrganismos provenientes
de ambientes hipersalinos podem melhorar a germinacdo, o desenvolvimento radicular e a
eficiéncia fotossintética de culturas como milho, arroz e trigo, mesmo em condi¢des de baixa
disponibilidade de 4gua (El-Saadony ef al., 2024; Liu et al., 2025).

Nesse contexto, destacam-se os microrganismos isolados de ambientes hipersalinos,
como apicuns e salinas desativadas, que se desenvolvem sob condicdes de salinidade extrema
e baixa disponibilidade hidrica. Embora sua adaptagao se relacione diretamente a salinidade, os
mecanismos fisiologicos e bioquimicos que sustentam sua sobrevivéncia — como a produgado de
osmoprotetores, exopolissacarideos e enzimas reguladoras do equilibrio hidrico celular —
também sdo relevantes para a promocao da tolerincia ao estresse hidrico em plantas (Chen et
al.,2024; Verma et al., 2024). Isso se deve a sobreposicao funcional entre os efeitos do estresse
salino e do déficit hidrico, ambos associados a limitagdo osmotica (Khumairah et al., 2022).
Além disso, podem modular a expressdo de genes relacionados ao estresse nas plantas
hospedeiras, transferindo parte de sua adaptabilidade para as espécies cultivadas (Zhang; Shi,
2013).

Esses resultados reforcam o potencial desses microrganismos como bioinoculantes
promissores, capazes de aumentar a resiliéncia das plantas e a sustentabilidade dos sistemas
agricolas em regides vulneraveis. Apesar desse potencial, ainda sdo escassos os estudos que
caracterizam e avaliam esses isolados microbianos em condigdes de campo, principalmente no
contexto das regides semiaridas do Brasil. Essa lacuna limita o desenvolvimento de bioprodutos
eficazes e adaptados as particularidades edafoclimaticas locais (Kumari et al., 2023).

A utilizacdo de microrganismos de ambientes hipersalinos como bioinoculantes
representa, portanto, uma estratégia promissora para a agricultura sustentavel em areas sujeitas
a escassez hidrica. Esses microrganismos oferecem solugdes naturais para fortalecer a resposta
das plantas ao déficit hidrico, contribuindo para a estabilidade produtiva em contextos
vulnerdveis as mudangas climaticas e a degradacao dos solos.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Ambientes hipersalinos e zonas costeiras

Ambientes hipersalinos s3o ecossistemas caracterizados por concentracdes de sais
dissolvidos superiores as da agua do mar, cuja salinidade média ¢ de aproximadamente 3,5%
(Tweedley et al., 2019). Nesses ambientes, a salinidade pode atingir concentragdes muitas vezes
superiores as encontradas em solos agricolas ou naturais, impondo condigdes severamente
restritivas a maioria dos organismos. Podem ocorrer tanto em regides aridas e semiaridas —
onde a evaporagao intensa supera a reposi¢ao hidrica, favorecendo o acimulo de sais — quanto
em areas litordneas, como lagunas costeiras e salinas artificiais. Também incluem habitats de
origem antropica, como tanques de evaporagao industrial e zonas de descarte de rejeitos
(McGenity; Oren, 2012).

A composi¢do quimica desses ambientes € complexa, envolvendo nao apenas cloreto de
sodio (NaCl), mas também ions como magnésio (Mg?*), calcio (Ca?"), potassio (K*) e sulfato
(SO+*). A proporcao desses componentes varia conforme a origem do sistema — se marinha
(thalassohalina) ou continental (athalassohalina) — influenciando diretamente suas
propriedades fisico-quimicas e a estrutura das comunidades microbianas associadas (Oren,
2013; Ventosa; Arahal, 2009). Estudos em ambientes hipersalinos do tipo athalassohalino,
como o Lago Tyrrell, na Australia, demonstram que a composi¢do idnica ¢ determinante para
a comunidade microbiana, com Haloquadratum spp. prosperando em concentragdes elevadas
de K*, Mg>* e SO4+*, ao passo que Halorubrum e Salinibacter sao menos favorecidos (Podell et
al.,2013). Esses dados refor¢gam que diferentes tipos e proporgdes de sais ndo apenas elevam a
salinidade total, mas também atuam como filtros ecologicos sobre as comunidades microbianas.

Além da salinidade elevada, esses ecossistemas sao marcados por outras condi¢des
ambientais extremas, como intensa radiagdo UV, amplas variagdes térmicas diurnas e noturnas
e baixa disponibilidade hidrica real — fatores que impdem forte pressdo seletiva sobre os
organismos presentes. Microrganismos que habitam tais ambientes costumam desenvolver
estratégias especializadas de adaptagdo, como o acimulo de solutos compativeis (por exemplo,
glicina-betaina e trealose) e sistemas de regulagdo osmotica altamente eficientes (Ventosa et
al., 2015).

Entre os diversos tipos de ambientes hipersalinos, destacam-se os apicuns — formacgdes
localizadas nas por¢des mais elevadas dos manguezais, caracterizadas por elevada salinidade,
baixa frequéncia de inundagao e intensa evaporacao. Esses microambientes, classificados como
talassohalinos, apresentam condi¢des extremas de sal e déficit hidrico, configurando regides
que abrigam comunidades microbianas altamente adaptadas (Albuquerque et al., 2013).
Estudos conduzidos na Baia de Todos os Santos (BA) indicam que, durante o periodo seco, a
salinidade superficial do solo nos apicuns pode atingir ou ultrapassar 10 %, com teores elevados
de sddio, calcio, magnésio e condutividade elétrica, além de pH variando de neutro a levemente
alcalino, frequentemente acima de 7,5 em dareas mais salinas e desprovidas de vegetacdo
(Hadlich; Celino; Ucha, 2010).

Salinas convencionais, utilizadas para a extra¢@o de sal por evaporacdo solar da 4gua do
mar, também constituem ambientes hipersalinos relevantes para a selecdo de microrganismos
adaptados. Em seus tanques de cristalizacdo final, a salinidade pode atingir cerca de 240 g/L
(~240 %), com pH neutro ou levemente alcalino, refletindo a concentragdo progressiva dos sais
marinhos ao longo do processo. Embora artificiais em origem, esses sistemas reproduzem
condi¢des ambientais comparaveis as de ambientes naturais hipersalinos, como elevada
salinidade, baixa umidade ¢ alta radiacdo solar.

Tanto os apicuns quanto as salinas convencionais estdo sujeitos a ciclos sazonais ou
operacionais de inundagdo e evaporacdo, que resultam na deposi¢do superficial de sais e na
criacdo de zonas de osmolaridade extrema. Em ambos os casos, observa-se uma dinamica
vertical dos sais dissolvidos — nos apicuns, ao longo do perfil do solo, modulada por chuvas e
margés; nas salinas, por variagdes de densidade e concentracdo ao longo da coluna de agua



durante o processo de concentracdo e cristalizacdo. Essas condi¢des, aliadas a composi¢ao
i0nica, variabilidade granulométrica e limitagdes hidricas, tornam esses ambientes altamente
seletivos e espacialmente heterogéneos, favorecendo comunidades microbianas adaptadas a
multiplos estresses abioticos (Silva; Silva; Araujo, 2020).

Os microrganismos que habitam esses ambientes possuem adaptagdes especificas —
como a produgdo de osmoprotetores, exopolissacarideos e enzimas antioxidantes — que lhes
permitem manter atividade metabdlica mesmo sob estresse salino e escassez hidrica. Essas
comunidades extremofilas vém sendo cada vez mais estudadas por seu potencial de aplicagdo
em biotecnologia, incluindo o desenvolvimento de bioinoculantes voltados a promog¢ao da
tolerancia ao déficit hidrico em plantas, especialmente em funcdo da similaridade funcional
entre os efeitos da salinidade e da seca sobre o potencial osmotico celular.

2.2 Diversidade microbiana e estratégias adaptativas em ambientes hipersalinos

A diversidade microbiana em ambientes hipersalinos ¢ notdvel, abrangendo
representantes dos trés dominios — Archaea, Bacteria ¢ Eukarya — adaptados a extremos de
salinidade, temperatura e pH (Gunde-Cimerman; Plemenitas; Oren, 2018; Ventosa et al., 2015).
Nesses ambientes, convivem microrganismos classificados funcionalmente de acordo com sua
resposta a presenca de sal: os halofilicos, que requerem elevadas concentracdes de NaCl para
seu crescimento, ¢ os halotolerantes, que toleram amplas faixas de salinidade, mas nao
dependem do sal para se desenvolver (Oren, 2014; Ventosa; Nieto; Oren, 1998).

Entre os halofilicos, destacam-se arqueias da classe Halobacteria, como Halobacterium
salinarum, Halorubrum saccharovorum e Haloarcula marismortui, além de bactérias como
Salinibacter ruber, todas comumente associadas a salmouras saturadas ou quase saturadas, onde
prosperam em concentragdes entre 2,5 ¢ 5,2 mol.L"! de NaCl (Oren, 2013). Também merecem
destaque eucariotos como a alga unicelular Dunaliella salina, capaz de sobreviver em
salinidades proximas a saturacao (Hosseini Tafreshi; Shariati, 2009).

Por outro lado, diversas linhagens fungicas e bacterianas sdo reconhecidamente
halotolerantes. Fungos como Hortaea werneckii, Debaryomyces hansenii e Wallemia
ichthyophaga sao exemplos bem estabelecidos, com crescimento possivel em uma ampla faixa
de NaCl, desde auséncia de sal até concentragdes proximas a saturacao (Gostincar et al., 2010;
Plemenitas et al., 2014). Essa estratégia fisiologica de adaptacdo a ambientes de alta salinidade
também ¢ observada em diversas bactérias, incluindo cianobactérias e linhagens heterotroficas
isoladas de ambientes costeiros, solos salinizados e sistemas de evaporagdo solar (DasSarma;
DasSarma, 2012).

Adicionalmente, ha registros de arqueias halotolerantes, capazes de crescer em
ambientes com salinidade moderada ou até baixa, sem que a presenca de sal seja condi¢ao
essencial para seu metabolismo. Entre essas, destaca-se Haladaptatus paucihalophilus, isolada
de sedimentos salinos e capaz de se desenvolver em concentragdes de NaCl que variam de 0,05
mol.L™! a 3,4 mol.L!, sendo um caso cléassico de halotolerancia (Savage et al., 2007). Outras
espécies, como Halorubrum saccharovorum e Natronomonas pharaonis, também exibem
crescimento em faixas salinas amplas, o que reforca a diversidade fisioldgica presente entre
halobactérias (DasSarma; DasSarma, 2012; Oren, 2013).

Microrganismos halofilicos como Halobacillus halophilus mantém a viabilidade celular
por meio de estratégias como a troca ativa de ions com o meio externo e o acimulo de solutos
organicos compativeis — entre os quais se destacam a glicina-betaina, a ectoina e a
hidroxiectoina —, que estabilizam proteinas e estruturas celulares frente ao estresse osmotico
(Saum; Miiller, 2008). Além disso, aquaporinas e crioprotetores também contribuem para o
controle do fluxo de dgua e a protegao contra a desidratacao.

Alguns microrganismos desenvolveram mecanismos ainda mais especializados, como a
presenca de halorodopsina — uma bomba de cloreto ativada por luz — que permite a regulagao
precisa dos niveis intracelulares de ions em arqueias como Halobacterium salinarum e
Natronomonas pharaonis. No dominio eucariotico, a ja citada Dunaliella salina ajusta seu
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conteudo citoplasmatico de glicerol de acordo com a salinidade do ambiente, garantindo o
equilibrio osmotico mesmo sob concentragdes quase saturadas de NaCl (Oren, 2020).

As adaptacdes observadas nesses organismos ndo se limitam ao metabolismo,
estendendo-se também a estrutura de suas proteinas. Estudos indicam que microrganismos
halofilicos frequentemente apresentam proteinas com menor contetudo de residuos hidrofobicos
e maior propor¢ao de regides desestruturadas, como enrolamentos aleatorios, em detrimento de
hélices a (alfa). Essas caracteristicas estruturais conferem estabilidade e funcionalidade em
solugdes salinas concentradas, tornando-se essenciais para a sobrevivéncia em tais condigdes
(Elcock; McCammon, 1998).

Fungos como Wallemia ichthyophaga ilustram outro modelo de adaptacdo: mesmo sob
estresse salino, mantém baixas concentragdes intracelulares de Na" gracas ao acimulo de
glicerol como principal soluto compativel, com participacdo adicional de polidis como arabitol
e manitol. Essa plasticidade fisioldgica refor¢a a diversidade de mecanismos adaptativos a
salinidade entre microrganismos eucarioticos (Zajc et al., 2014).

Essas estratégias bioquimicas e fisiologicas, embora distintas em sua natureza,
convergem funcionalmente para o mesmo fim: preservar a integridade celular e assegurar o
funcionamento metabolico em ambientes osmoticamente desafiadores — sejam eles naturais
ou resultantes da atividade humana. Por essa razdo, microrganismos halofilicos e halotolerantes
tém despertado interesse crescente na biotecnologia, especialmente em aplicagdes voltadas a
inducdo de tolerancia a estresses abidticos, como a seca, em culturas agricolas de interesse.

2.3 A rizosfera como ambiente estratégico na agricultura

A rizosfera constitui uma interface altamente especializada entre as raizes das plantas e
o solo, caracterizada por uma intensa atividade bioquimica e microbioldgica. Trata-se de uma
zona em que os exsudatos radiculares — incluindo agtcares, aminoacidos, dcidos organicos e
sinais quimicos — modulam ativamente a composi¢do e o funcionamento da comunidade
microbiana local, criando um microambiente distinto do solo adjacente (rizosfera estendida)
em termos fisico-quimicos e bioldgicos. Esses compostos funcionam como substratos
energéticos e sinais de recrutamento, favorecendo microrganismos com capacidades
adaptativas ou funcionais relevantes para o desenvolvimento vegetal (Compant; Clément;
Sessitsch, 2010).

A composi¢ao da microbiota rizosférica varia conforme o genétipo da planta, o estagio
de desenvolvimento radicular e as condi¢des edéficas, incluindo grupos com potencial de
promocao do crescimento vegetal (PGPR, na sigla em inglés), como Pseudomonas, Bacillus,
Azospirillum e Rhizobium. Esses microrganismos contribuem para a nutrigdo vegetal por
mecanismos como fixacdo bioldgica de nitrogénio, solubilizagdo de fosfato e potassio, e
producdo de sider6éforos — quelantes de ferro que aumentam sua biodisponibilidade em solos
onde esse micronutriente se encontra em formas insoltveis (Ahmad et al., 2022).

Além disso, microrganismos rizosféricos atuam sobre a arquitetura e a fisiologia vegetal
por meio da sintese de fitohormdnios (como auxinas e citocininas), compostos organicos
volateis e enzimas que afetam o alongamento celular e o crescimento de raizes. Em contextos
de estresse abiodtico, como seca e salinidade, varias dessas linhagens microbianas promovem a
expressdo de genes associados a resposta antioxidante, a produ¢do de osmoprotetores (como
prolina) e ao ajuste fino de rotas hormonais como a do 4acido abscisico (ABA), contribuindo
para a manuten¢do do balanco hidrico e funcionalidade celular sob limitagdo hidrica
(Muhammad Aslam et al., 2022).

Avangos recentes em metagendmica, transcriptomica e metabolomica vém permitindo
a caracterizagdo funcional da microbiota rizosférica, com identificagdo de metabolitos com
potencial bioestimulante, incluindo acidos organicos, hormonios, peptideos sinalizadores e
compostos volateis com atividade sistemicamente induzida (Bonini ef al., 2020; Kaya, 2024).
Esses compostos estdo sendo explorados como ferramentas de manejo bioldgico capazes de



melhorar a tolerancia ao estresse e otimizar o desempenho fisioldgico das plantas em sistemas
agricolas.

Nesse contexto, ganham destaque as estratégias de engenharia da rizosfera, que buscam
otimizar a composi¢cdo microbiana por meio de consorcios funcionais, insumos organicos e
selecdao de gendtipos vegetais com maior capacidade de recrutamento microbiano. Além disso,
o uso de ferramentas de biologia molecular e modelagem preditiva tem viabilizado a andlise de
interagcdes microbianas complexas, abrindo caminho para intervengdes mais precisas e
contextualmente ajustadas aos diferentes sistemas produtivos (Lopatkin; Collins, 2020; Saad et
al., 2020).

A rizosfera, portanto, ndo apenas constitui um ambiente ecoldgico altamente
especializado, mas também representa uma fronteira estratégica para o desenvolvimento de
tecnologias sustentaveis voltadas a promog¢ao do crescimento vegetal e a mitigacao dos efeitos
do estresse hidrico em condigdes agricolas adversas.

2.4 Estresse hidrico em plantas: causas e efeitos fisiologicos

O estresse hidrico surge quando a demanda por dgua excede a oferta do solo, levando
ao fechamento estomético como tentativa de conservar dgua. Essa reag¢do, contudo, também
restringe a entrada de CO: e diminui a capacidade fotossintética, afetando a producao de
biomassa de forma significativa. Esse desequilibrio hidrico pode comprometer ainda a absorc¢ao
de nutrientes essenciais, resultando em menor vigor vegetativo e reducao do rendimento das
culturas, especialmente em regides sujeitas a seca prolongada.

Simultaneamente, o estresse hidrico promove acimulo de espécies reativas de oxigénio
(ROS), que danificam proteinas, lipidios e estruturas genéticas, comprometendo funcdes
metabolicas vitais. A ativacdo de enzimas antioxidantes (SOD, APX, CAT) ¢ essencial para
proteger as células e garantir a adaptacdo ao ambiente desfavoravel, além de contribuir para a
manutengado da integridade celular e da atividade fotossintética. Esse sistema antioxidante atua
como primeira linha de defesa contra danos oxidativos, possibilitando que as plantas
desenvolvam maior tolerancia e resiliéncia ao déficit hidrico prolongado (Rao ef al., 2025).

Além disso, a sintese de osmoprotetores como prolina, glicina-betaina e trealose protege
a homeostase celular, ajustando o potencial osmoético € mantendo a integridade estrutural sob
déficit hidrico (Hossain ef al., 2021). Prolina também atua como quelante de ROS, oferecendo
protecao adicional (Kahraman; Sevim; Bor, 2019). Esses compostos nao s6 estabilizam
proteinas e membranas, mas também participam na regulacdo da sinalizacdo celular,
desempenhando papel elementar no ajustamento metabdlico e na adaptacdo de plantas a
condi¢des de estresse prolongado e severo.

Outro impacto do estresse hidrico ¢ a reducdo da expansdo e da divisao celular, o que
se traduz em crescimento limitado e menor eficiéncia no uso da d4gua. Em cultivares sensiveis,
esse fenomeno prejudica diretamente o desenvolvimento reprodutivo, com queda da
produtividade. Além disso, a limitagdo no crescimento celular e no alongamento de tecidos
pode afetar a formagdo de 6rgaos essenciais, como flores e frutos, comprometendo o sucesso
reprodutivo e a capacidade de resposta das plantas a estresses adicionais em ambientes agricolas
(Bhattacharya, 2021).

Para lidar com esse desafio, estratégias integradas podem ser consideradas, como o uso
de variedades mais tolerantes ao déficit hidrico, ajustes no manejo da irrigacdo e a
bioinoculagdo com microrganismos associados a indu¢do de resisténcia (Maitra et al., 2021).
Além disso, praticas de conservagdo do solo e a aplicagao de materiais que retém agua no solo,
como polimeros, tém sido exploradas para melhorar a disponibilidade hidrica e manter a
umidade por mais tempo, fatores que influenciam diretamente o crescimento e o
desenvolvimento das culturas (Ashraf; Ragavan; Begam, 2021; Patra et al., 2022).



2.5 Microrganismos na mitigacao do estresse hidrico

Microrganismos rizosféricos promotores de crescimento (PGPRs), como as bactérias
Azospirillum brasilense e Pseudomonas fluorescens, interferem positivamente na resiliéncia
das plantas, estimulando vias que mantém pressdo de turgescéncia sob estresse hidrico
(Marques et al., 2023; Nishu; No; Lee, 2022). Eles secretam fitohormdénios como auxinas e
citocininas, promovendo crescimento radicular e aumentando a absor¢do de 4gua. Além disso,
muitas dessas cepas expressam a enzima ACC-desaminase, que reduz os niveis de etileno —
hormonio que, em excesso, dificulta o crescimento em situagdes de estresse. Isso permite uma
maior absor¢do de nutrientes ¢ um desenvolvimento mais robusto (Chandra; Srivastava;
Sharma, 2018).

Fungos micorrizicos, como Glomus intraradices € Rhizophagus irregularis, ampliam a
area de absorc¢do hidrica por meio de suas hifas, aumentando a resisténcia ao déficit hidrico e
facilitando o acesso a fosforo e outros nutrientes pouco disponiveis (Ceballos et al., 2013;
Stockinger; Walker; Schiifler, 2009). O uso de consércios microbianos que combinam bactérias
com fungos micorrizicos tem se mostrado mais efetivo do que aplicagdes tUnicas, gerando
efeitos sinérgicos que incluem maior biomassa vegetal, melhor arquitetura radicular e respostas
fisioldgicas aprimoradas (Santoyo et al., 2021). Esse conhecimento tem sido aproveitado na
agricultura de precisdo, com a introducao de bioinoculantes especificos em praticas de manejo
agricola adaptadas a diferentes regides e sistemas produtivos, reduzindo as perdas durante
periodos prolongados de seca (Mikiciuk ef al., 2024).

Estudos de campo tém mostrado que a aplicagdo de bactérias como algumas linhagens
de Azotobacter, oriundas inclusive de ambientes de escassez hidrica, contribuem
significativamente para melhorar a tolerdncia das plantas ao estresse hidrico e,
consequentemente, aumentar a produtividade agricola. Esses microrganismos, adaptados a
condi¢des extremas, transferem parte de sua plasticidade fisiologica as plantas associadas,
oferecendo uma estratégia pratica e de baixo custo para agricultores de regides semiaridas,
marcadas por solos salinos e escassez de dgua (Shirinbayan; Khosravi; Malakouti, 2019).

Além dos efeitos diretos sobre o crescimento e a absorcdo de agua, diversos
microrganismos rizosféricos também influenciam a regula¢do hormonal das plantas através de
interacoes moleculares e sinalizacdo cruzada. Espécies de Bacillus, Enterobacter e
Paenibacillus, por exemplo, alteram os niveis de hormonios como ABA, auxina e citocininas,
modulando o equilibrio hidrologico e mantendo a fotossintese ativa durante periodos de déficit
hidrico. Essa a¢do ocorre por meio da secre¢do microbiana de hormdnios ou da indu¢do da
biossintese enddgena pelas plantas, resultando num fechamento estoméatico mais controlado e
uma resposta antioxidante mais eficaz (Riseh et al., 2021).

Além disso, estudos recentes t€ém demonstrado que certos microrganismos conseguem
causar modifica¢des epigenéticas nas plantas hospedadas, como metilagdo de DNA e alteragdes
em histonas, promovendo uma “memoria” do estresse que melhora a resposta em ciclos futuros.
Por exemplo, inoculagdes com Trichoderma harzianum T22 e Pseudomonas putida ja
mostraram induzir mudancgas epigendmicas em culturas como tomate e cevada, aumentando a
tolerancia a seca (De Palma et al., 2019; Pillai; Swarup, 2002). Esse tipo de reprogramacao
molecular representa um campo promissor que une microbiologia e epigenética vegetal.

2.6 Avancos e perspectivas na aplicacao de bioinsumos

Bioinsumos agricolas baseados em microrganismos — como Bacillus, Trichoderma e
fungos micorrizicos — vém se consolidando como alternativas eficazes aos agentes quimicos,
corroborando praticas sustentaveis e garantindo altas produtividades. Revisdes recentes
evidenciam que a combinagdo de Trichoderma e bactérias como Bacillus promove efeitos
sinérgicos, melhorando a germinagdo, o crescimento radicular e o rendimento, especialmente
sob condi¢des de déficit hidrico ou salinidade. Além disso, Trichoderma tem sido amplamente
aplicada para manejo integrado, reduzindo patégenos do solo e minimizando a dependéncia de
fungicidas sintéticos (Yao et al., 2023). Estudos em hortalicas e graos demonstraram ganhos de
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produtividade entre 20% e 40%, refor¢ando seu potencial como tecnologia promissora para
agricultura sustentavel (Aziz; Hussein; Kadhim, 2025).

Ensaios em campo t€ém demonstrado que esses bioinsumos nao apenas otimizam a
nutricdo e aumentam a tolerancia ao estresse, mas também suprimem patdgenos € promovem a
qualidade do solo, fortalecendo sua estrutura fisica, atividade enzimatica e fertilidade, com
efeitos cumulativos benéficos a médio e longo prazo (Pei et al., 2025; Vincze et al., 2024).

O uso de comunidades sintéticas (SynComs) compostas por microrganismos
complementares tem ganhado destaque como estratégia promissora para a agricultura
sustentavel. Essa abordagem permite superar limitagdes de competitividade ecologica entre os
microrganismos isolados, proporcionando um suporte funcional mais robusto, estavel e eficaz
as plantas. Além disso, apresenta maior previsibilidade de desempenho em campo e pode ser
desenhada de acordo com necessidades especificas da cultura e do ambiente (Xu et al., 2025).

Desafios ainda existem, como garantir a sobrevivéncia dos bioinsumos no campo,
desenvolver formulagdes robustas (carregadores e veiculos adequados) e integra-los com
praticas agricolas convencionais. Entretanto, inovagdes em técnicas de encapsulagdo (como
alginato e carragenana), uso de microcapsulas poliméricas e formulacdes liquidas estdo
acelerando a adocao, pois protegem os microrganismos contra o estresse ambiental, prolongam
sua viabilidade e permitem liberacao controlada junto as raizes, aumentando a consisténcia dos
efeitos no campo (Vassilev et al., 2020).

A trajetoria regulatéria também estd evoluindo. Paises como Brasil, Europa e EUA
estruturam normas para escalar o uso de bioinsumos agricolas. No Brasil, a Lei dos Bioinsumos
n°15.070/2024 e o Decreto Federal n°10.375/2020 permitiram o registro simplificado e a
producdo “on-farm”, fortalecendo parcerias entre pesquisa, extensdo e produtores (BRASIL,
2020; BRASIL, 2024). Na Unido Europeia, a aprovagdo de substancias ativas segue o
Regulamento 1107/2009, com discussdes recentes sobre rotas mais ageis para produtos de baixo
risco (Villaverde et al., 2014). Nos Estados Unidos, a Agéncia de Prote¢do Ambiental
(Environmental Protection Agency — EPA) regula os bioprotetores por meio da Lei Federal de
Inseticidas, Fungicidas e Rodenticidas (Federal Insecticide, Fungicide, and Rodenticide Act —
FIFRA), com processos que envolvem testes rigorosos e avaliacdo de risco, mas que também
oferecem suporte regulatorio para insumos considerados de baixo risco (Kuzma et al., 2023).
Essas mudancas regulatorias ampliam o acesso dos agricultores a solu¢cdes microbianas e
estimulam a inovagdo em escala global.

2.7 Potencial biotecnologico de microrganismos halotolerantes e halofilicos

Sob a otica biotecnologica, os ambientes hipersalinos sdo de grande relevancia, pois
abrigam microrganismos que possuem caracteristicas Unicas, como a producdo de enzimas
resistentes a altas concentragdes de sal, temperatura e pH extremos. Essas propriedades tornam
esses organismos ideais para aplicacdes industriais, como na producdo de detergentes,
conservantes alimenticios, biocombustiveis, medicamentos e para fins agricolas. Além disso,
os metabolitos produzidos por esses microrganismos tém grande potencial para inovagdo em
diversas areas da biotecnologia (Dutta; Bandopadhyay, 2022).

Microrganismos halofilicos apresentam grande potencial na producdo de
biocombustiveis por meio da fermentacdo de aglicares em ambientes hipersalinos. Espécies
como Nesterenkonia sp. e Clostridium halophilum estdo envolvidas na sintese de butanol,
acetona e etanol em condigdes aerdbicas e anaerdbicas (Amiri et al., 2016; Fendrich; Hippe;
Gottschalk, 1990). Além disso, cepas de Haloarcula produzem enzimas como lipase e celulase,
utilizadas na fabricacdo de biodiesel (Li; Yu, 2013). A suplementacdo com compostos como
ectoina pode ainda elevar a producao de etanol (Zhang et al., 2008). Consorcios bacterianos
halotolerantes tém sido capazes de degradar material lignoceluldsico, promovendo a conversao
eficiente em bioetanol, o que reforca o papel dos haldofilos em alternativas energéticas
sustentaveis (Cortes-Tolalpa et al., 2018).



Bactérias e arqueias halofilicas também se destacam na biorremediacdo de metais
pesados, por meio da sintese de nanoparticulas biogénicas (Srivastava et al., 2015).
Mecanismos como precipitagao intra e extracelular, sistemas de efluxo e desintoxicagao
enzimatica conferem resisténcia a essas espécies frente a contaminacdo por metais. Além disso,
essas arqueias produzem peptideos antimicrobianos conhecidos como halocinas e
bacteriocinas, com amplo espectro de acdo contra bactérias resistentes a antibioticos, leveduras
e até mamiferos, abrindo novas possibilidades no campo da biomedicina (Diba et al., 2021).

Os halofilos tém papel relevante na gestao de residuos, principalmente na biodegradagao
de hidrocarbonetos e plasticos em ambientes salinos. Géneros como Marinobacter,
Alcanivorax, Burkholderia, Pandoraea e Enterobacter conseguem metabolizar compostos
toxicos como benzeno, etilbenzeno e n-alcanos, convertendo-os em didxido de carbono
(Margesin; Moertelmaier; Mair, 2013). Essa capacidade ¢ util em processos industriais de
tratamento biologico de aguas residuais salinas, contribuindo para a sustentabilidade ambiental
e para o reaproveitamento de areas contaminadas.

Na agricultura, bactérias halofilas e halotolerantes promotoras de crescimento vegetal
(PGPR) vém sendo aplicadas como bioinoculantes para atenuar o estresse salino. Géneros como
Arthrobacter, Bacillus, Halomonas, Azospirillum e Klebsiella auxiliam as plantas por meio da
producao de fitohormonios, degradacao de espécies reativas de oxigénio e promog¢do da
absorcdo de nutrientes. Essas bactérias sintetizam compostos como ACC-desaminase,
sideroforos e HCN, que favorecem o desenvolvimento vegetal mesmo sob condigdes adversas.
Resultados positivos ja foram observados em cultivos de tomate, trigo, alface e soja,
demonstrando o potencial dessas abordagens para uma agricultura mais resiliente e sustentavel
(Egamberdieva; Kucharova, 2009; Orhan, 2016).
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4. ARTIGO 1
PROSPECCAO DE ISOLADOS MICROBIANOS DE AMBIENTES HIPERSALINOS
PARA REDUCAO DO ESTRESSE HIDRICO EM MILHO (Zea mays L.)

RESUMO

Considerando a analogia ecoldgica entre os estresses osmoticos induzidos por salinidade e por
deficiéncia hidrica, este estudo investigou o potencial de microrganismos isolados da rizosfera
de plantas adaptadas a ambientes hipersalinos como fonte de bioinsumos para promog¢ao da
tolerancia a seca em plantas de milho. Foram avaliados 65 isolados microbianos, entre bactérias
e fungos, previamente caracterizados taxonomicamente, quanto a sua capacidade de modular
varidveis fisioldgicas (indice de clorofila foliar estimado por SPAD e temperatura foliar),
bioquimicas (prolina, clorofila A), morfofuncionais (relagao entre a massa seca da parte aérea
e da raiz — MSPA:MSR) e visuais (indice visual de seca) em plantas submetidas a estresse
hidrico e posterior reidratagdao. Os inoculantes foram aplicados via sementes, em delineamento
em blocos casualizados. A coleta dos dados das variaveis foi realizada ao longo do periodo
experimental. As respostas foram interpretadas com base em parametros de resisténcia
(manuten¢do do desempenho sob estresse) e resiliéncia (recuperacdo funcional pds-
reidratacdo), tanto em andlises univariadas quanto multivariadas. Os resultados revelam que
linhagens pertencentes a familia Bacillaceae — especialmente dos géneros Halobacillus,
Virgibacillus e Rossellomorea — apresentam desempenho consistentemente superior em
multiplas variaveis de estresse hidrico. Embora em menor numero, outros grupos como
Halomonas, Vreelandella, Salinicola e Modicisalibacter (familia Halomonadaceae) também
demonstraram respostas relevantes, indicando que a diversidade funcional ndo se restringe a
filogenia. Os mecanismos envolvidos incluem preservacdo da integridade fotossintética,
modulac¢do da temperatura foliar, regulacao de prolina e estimulo ao crescimento radicular. Essa
diversidade de respostas, expressa de forma ortogonal entre os isolados, refor¢a o potencial do
uso de consdrcios microbianos com perfis funcionais complementares para mitigar os efeitos
da seca de forma robusta e adaptavel.

Palavras-chave: Rizosfera; Bacillaceae; Halobacillus; Modicisalibacter; bioinoculante.

4.1. Introducao

A baixa disponibilidade de agua no solo ¢ um dos principais fatores limitantes a
produtividade agricola em diversas regides do mundo. Essa limitacdo pode decorrer de déficits
hidricos prolongados, caracteristicos de ambientes com baixa precipitacdo, ou da ocorréncia de
eventos climaticos imprevisiveis, como veranicos durante a estacdo chuvosa, que afetam
lavouras conduzidas em sequeiro mesmo em regides com regime pluviométrico considerado
regular (Hussain et al., 2019; Silva et al., 2010). A reducdo do potencial hidrico do solo
compromete processos fisioldgicos essenciais das plantas, como a fotossintese, a absor¢do de
nutrientes e a expansdo celular, afetando negativamente o crescimento e o rendimento das
culturas. Em espécies de elevada importancia economica, como o milho (Zea mays L.), tais
impactos sdo particularmente severos durante fases criticas do ciclo, como a germinagao, a
floracdo e o enchimento de graos (Farooq ef al., 2012).

A restri¢do hidrica também ¢ caracteristica marcante de solos salinos, pois o acimulo
de sais soluveis reduz o potencial hidrico da solucao do solo, dificultando a absor¢ao de agua
pelas raizes. Ambientes hipersalinos, portanto, embora distintos em natureza do estresse hidrico
por seca, compartilham esse denominador fisioldgico comum: a limitacdo osmdtica imposta as
plantas. Em tais ambientes, a vegetacdo halofita abriga comunidades microbianas com
capacidade de sobreviver e interagir com plantas sob condigdes de estresse osmotico acentuado.
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Considera-se que microrganismos adaptados a essas condi¢des extremas possam contribuir para
mitigar os efeitos do déficit hidrico em culturas agricolas, ao transferirem as plantas
mecanismos fisiologicos, bioquimicos ou moleculares de tolerancia a baixa disponibilidade
hidrica (Kumawat et al., 2022).

Nos ultimos anos, microrganismos rizosféricos t€m sido investigados como alternativas
biotecnoldgicas para aumentar a resiliéncia vegetal sob estresse abidtico (Ge et al., 2023).
Bactérias promotoras do crescimento vegetal (Plant Growth-Promoting Rhizobacteria — PGPR)
atuam por multiplos mecanismos, como a produgdo de fitormonios, a fixagdo bioldgica de
nitrogénio, a solubilizagdo de nutrientes e a sintese de enzimas antioxidantes, favorecendo o
desempenho vegetal mesmo sob condigdes adversas (Vocciante et al., 2022). Adicionalmente,
cepas especificas tém demonstrado capacidade de modular a fisiologia da planta, promovendo
maior eficiéncia no uso da dgua, aumento da atividade fotossintética e protecdo celular frente
ao estresse (Akhtar et al., 2020; Liu et al., 2023).

Microrganismos isolados de ambientes hipersalinos, como apicuns e salinas, tém
revelado grande plasticidade fisioldgica e metabolica frente a estresses osmaticos, destacando-
se pela producao de osmoprotetores, exopolissacarideos e compostos com atividade reguladora
sobre a expressdo génica vegetal (Carezzano et al., 2023; Morcillo; Manzanera, 2021). Tais
propriedades indicam seu potencial como bioinoculantes agricolas em contextos de deficiéncia
hidrica, com efeitos promissores observados em plantas cultivadas sob irrigacdo limitada (Gil
et al.,2023; Tariq et al., 2022).

Apesar do avanco nesse campo, ainda sdo limitadas as investigacdes experimentais que
avaliem, de forma sistemdtica, o desempenho de bioinoculantes oriundos de ambientes
hipersalinos sobre plantas cultivadas sob estresse hidrico (De Lima Targino ef al., 2022). Diante
disso, o presente trabalho teve como objetivo prospectar microrganismos da rizosfera de plantas
de ambientes hipersalinos quanto a sua capacidade de induzir tolerancia a seca em plantas de
milho (Zea mays L.), em condi¢des controladas de casa de vegetacao.

4.2. Material e Métodos

As atividades experimentais foram organizadas em trés etapas principais: (i) formacao
da colecdo microbiana, (i1) avaliagdo do potencial dos isolados quanto a indu¢do de tolerancia
a seca em milho e (ii1) anélise estatistica dos dados obtidos.

4.2.1. Formacao da colecio microbiana
4.2.1.1. Coleta da amostra ambiental

As amostras ambientais foram coletadas no Campo Experimental da Embrapa
Tabuleiros Costeiros, localizado no municipio de Itaporanga d’Ajuda, Sergipe. A coleta foi
realizada em dois ambientes hipersalinos — apicum e salina desativada hé cerca de 30 anos —
por meio da amostragem composta do sedimento da rizosfera das espécies vegetais dominantes:
Conocarpus erectus (mangue-de-botao) e Laguncularia racemosa (mangue-branco). Em cada
ambiente foram amostrados 10 pontos, e foram obtidos cerca de 100 g de sedimento por ponto,
de modo a representar a variabilidade espacial. As amostras foram acondicionadas em caixas
isotérmicas com gelo, transportadas ao Laboratorio de Microbiologia do Solo da Embrapa e
mantidas sob refrigeragdo a 4 °C por 24h antes do inicio das andlises. A concentragado de solidos
soluveis totais (SST) na pasta de saturacdo dos sedimentos de apicum e salina variou de 7,7 a
10,9% e de 10,4 a 10,8%, respectivamente, com valores médios de pH de 7,4 a 8,4, para ambos
os ambientes.

4.2.1.2. Isolamento, purificacdo, armazenamento e identificacdo

O isolamento dos microrganismos foi realizado por meio de uma abordagem de
culturdmica, utilizando multiplos meios de cultivo e diferentes condi¢des de incubagdo, com o
objetivo de maximizar a diversidade microbiana obtida (Lagier et al., 2012). Para o isolamento
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de bactérias, foram utilizados 19 meios de cultivo com ampla diversidade de nutrientes e
concentracgdes salinas variando de 3% a 25%, os quais sdo listados a seguir: 1. Sehgal e Gibbons
(1960), 2. Mullakhanbhai e Larsen (1975), 3. Rodriguez-Valera et al. (1980), 4. Tomlinson e
Hochstein (1972), 5. Caton et al. (2004), 6. Forsyth and Kushner (1970), 7. Kamekura et al.
(1985), 8. Vreeland et al. (1980),9. ATCC 1097, 10. ATCC 87, 11. ATCC 925, 12. ATCC 213,
13. ATCC 1590, 14. ATCC 1218, 15. ATCC 2049, 16. ATCC 1659, 17. ATCC 2402, 18. ATCC
2235, 19. ATCC 1270. As formulagoes dos meios ATCC foram consultadas diretamente no
manual da cole¢ao (ATCC, 2014).

Para o isolamento de fungos, foram utilizados os meios batata dextrose, extrato de malte,
autolisado de levedura Czapek e dextrose Sabouraud, modificados quanto as concentracdes de
NaCl para obtencao de salinidades 3%, 12% e 23%.

As amostras de sedimentos foram seriadamente diluidas entre 10 ¢ 10°%, em solugao
salina de concentragdo similar aos ambientes prospectados (10% de NaCl), e aliquotas foram
plaqueadas diretamente em meios solidos com auxilio de alga de Drigalsky. As placas foram
incubadas a 25 °C e 37 °C, em camara umida, por até 60 dias e inspecionadas a cada 2 a 4 dias
quanto ao surgimento de colonias, com repicagem daquelas com caracteristicas visuais
distintas. Essa repicagem foi feita por, pelo menos, duas vezes consecutivas para garantir a
pureza das culturas. Para o armazenamento a longo prazo, todas as culturas microbianas foram
preservadas em meio liquido com glicerol 30% a -80 °C. Especificamente para producao dos
inoculantes bacterianos utilizados no experimento em casa de vegetagao, as estirpes bacterianas
foram cultivadas nos caldos originais até atingirem densidade optica DOsoo = 0,6 e entdo
liofilizadas com sacarose a 10% como agente crioprotetor.

As estirpes microbianas foram caracterizadas molecularmente com base no
sequenciamento da regido 16S do RNAr, para bactérias (Lane, 1991), e da regido espagadora
transcrita interna (ITS), para fungos (White ef al., 1990). Para isso, as culturas foram reativadas
nos caldos originais de isolamento e incubadas sob as mesmas condi¢des. As células foram
concentradas por centrifugagdo, e 0 DNA genomico foi extraido com o kit Wizard® Genomic
DNA Purification (Promega, EUA). A amplificag¢do das regides-alvo foi realizada por PCR com
primers especificos (16S: 8F, 515F, 902R e 1492R [Lane, 1991; Caporaso et al., 2011]; ITS:
ITS1 e ITS4 [White ef al., 1990]). As reagdes de sequenciamento foram conduzidas com o kit
Big Dye Terminator v3.1 (Applied Biosystems) e os fragmentos foram analisados em
sequenciador ABI 3500 XL (Thermo Fisher Scientific, EUA). As sequéncias obtidas foram
alinhadas e comparadas com aquelas disponiveis em bancos publicos, utilizando o algoritmo
BLASTn para identificacdo preliminar baseada em similaridade com sequéncias de culturas-
tipo depositadas no GenBank. Todas as etapas de caracterizagdo molecular foram realizadas na
Embrapa Milho e Sorgo, em Sete Lagoas, Minas Gerais.

4.2.2. Avaliaciao do potencial dos isolados na inducio de tolerancia a seca em milho

4.2.2.1. Producio dos inoculantes e inocula¢iao das sementes

As culturas bacterianas liofilizadas foram reconstituidas com solu¢ao salina contendo a
concentracdo de NaCl equivalente a do meio de isolamento original. A suspensdo foi
centrifugada a 15.000 rpm por 5 min, o sobrenadante contendo a sacarose residual foi
descartado, e o pellet celular resultante foi ressuspendido na mesma solugao salina, de modo a
restabelecer a densidade optica de DOgoo = 0,6.

Os fungos foram reativados a partir das culturas armazenadas em glicerol a -80 °C, por
repicagem em placas de Petri contendo os meios solidos utilizados para o isolamento original.
Apos o crescimento e esporulacdo, as superficies das coldnias foram lavadas com solugao salina
isotonica (com a mesma concentragao de NaCl do meio utilizado) ¢ a concentracao de conidios
foi ajustada para 1 x 108 conidios/mL por meio de contagem em camara de Neubauer.

As sementes de milho foram imersas nas respectivas suspensoes bacterianas ou fungicas
por um periodo de 3h antes da semeadura, como estratégia de inoculagdo padronizada para
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todos os tratamentos. Nas sementes dos tratamentos-controle, foi realizada embebigao em agua
estéril pelo mesmo periodo.

4.2.2.2. Estabelecimento, conducio e avaliacio do experimento em casa de vegetacao

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo na Embrapa Tabuleiros Costeiros,
em Aracaju — SE. O solo utilizado ¢ classificado como Argissolo Vermelho-Amarelo e foi
coletado no municipio de Nossa Senhora das Dores — SE, em area sob pastagem, a uma
profundidade de 0 a 20 cm. Apds peneiramento (malha de 4 mm), o solo foi corrigido quanto a
acidez com calcario dolomitico e adubado com NPK conforme recomendagdes técnicas para a
cultura do milho. Apds homogeneizagao, 4 kg de solo foram acondicionados em vasos plasticos
de 5L de capacidade e com furos para drenagem. O solo ndo foi esterilizado, preservando-se
sua microbiota autoctone.

Foi utilizada a cultivar de milho hibrido Morgan 20A55, de ciclo precoce e transgenia
PWU Cruise®, recomendada para producdo de graos e silagem nas condi¢des edafoclimaticas
do estado de Sergipe. A semeadura foi realizada com quatro sementes por vaso, sendo feito o
desbaste para duas plantas por vaso sete dias apds a emergéncia.

O delineamento experimental adotado foi em blocos casualizados (DBC), com trés
repetigdes, totalizando 65 tratamentos com inoculantes microbianos — sendo 53 bacterianos e
12 fingicos — além de dois controles ndo inoculados. O controle com restricdo hidrica
temporaria (CO) foi submetido ao mesmo regime de irrigacao dos tratamentos com inoculantes,
o qual incluiu um periodo intermediario de restri¢cao hidrica seguido de reidratacdo. O controle
irrigado (CI) permaneceu sob irrigacdo plena durante todo o experimento.

O regime de irrigagdo consistiu em irriga¢do didria para suprimento da demanda hidrica
plena durante as cinco primeiras semanas. Em seguida, foi imposto um periodo de restricdo
hidrica de 14 dias, seguido pela pronta retomada da irriga¢do plena, sete dias antes da coleta do
experimento (Figura 1). Durante o estresse hidrico, a demanda diaria de dgua foi determinada
gravimetricamente com base na perda de massa dos vasos em 24 h. A partir dessa demanda, foi
aplicada uma reposicao hidrica parcial, com redugdo progressiva de 70% até 50% da
necessidade hidrica plena. Esse ajuste foi realizado individualmente para cada vaso. O
estabelecimento do déficit hidrico foi comprovado pelo enrolamento foliar dos tratamentos nao
irrigados em pelo menos parte do dia.
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Figura 1 - Teor de umidade do solo (0v), em relagdo as suas condi¢des de capacidade de campo
(CC) e ponto de murchamento permanente (PMP), ao longo do periodo experimental de
imposicao de déficit hidrico as plantas e posterior reumidificagdo, em funcdo dos dias apds a
germinagdo (DAG).
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A variac¢ao da umidade do solo ao longo do regime de irrigacao ¢ apresentada na Figura
1, elaborada a partir de dados de sondas FDR instaladas em seis vasos. Para minimizar efeitos
microambientais, os vasos foram aleatoriamente reposicionados, a cada semana, dentro de cada
bloco.

As variaveis morfofisiologicas foram mensuradas em diferentes momentos ao longo do
experimento, nas duas plantas de cada vaso, utilizando-se a média das duas leituras em cada
unidade experimental.

A altura de planta foi avaliada aproximadamente a cada seis dias, utilizando fita métrica,
com a medicao realizada do solo até a base da ligula da folha mais jovem completamente
desenvolvida, considerada a folha de referéncia (Abendroth et al., 2011).

O teor relativo de clorofila foi estimado por meio de medidor SPAD, com trés leituras
por planta: na folha de referéncia, na folha imediatamente superior ¢ na folha imediatamente
inferior a ela. As leituras foram realizadas no terco médio de cada folha, evitando a nervura
central, conforme Shaver (2003) e Uddling et al. (2007). A média das trés folhas de cada uma
das plantas foi utilizada para a unidade experimental. Seis leituras foram realizadas nas
diferentes fases do regime de irrigacdo, sendo quatro na fase de irrigagdo plena, uma ao final
do periodo de restri¢do hidrica e uma ultima, sete dias apos o retorno da irrigacdo plena,
imediatamente antes da coleta das plantas.

A temperatura foliar foi registrada em cinco datas (0, 1, 2, 6 e 10 dias apds o inicio da
restri¢ao hidrica), entre 11h e 13h, utilizando termometro infravermelho portatil, com medigao
realizada na folha mais exposta a radiagao solar (Jones, 1999).

O indice visual de seca (IVS) foi determinado ao final do periodo de restricao hidrica,
com base em escala de cinco pontos adaptada de O’Toole e Cruz (1980), variando de 1 (folhas
totalmente abertas) a 5 (folhas completamente enroladas).

O contetdo relativo de 4gua (CRA) foi determinado a partir do ter¢o superior da folha
de referéncia cortado de cada uma das plantas dos vasos. As folhas foram pesadas
imediatamente ap6s o corte (peso fresco), hidratadas por 24h em sacos plasticos com agua
destilada até imersdo total (peso de turgor) e, em seguida, secas a 60 °C por 72h para
determina¢do do peso seco. Os valores obtidos foram utilizados para o calculo do CRA
conforme o método de Weatherley (1950).

Ao final do experimento, aos 63 dias apds a germinacdo (63 DAQG), as plantas foram
cortadas rente ao solo. A parte aérea foi acondicionada em sacos de papel e submetida a
secagem em estufa de circulagdo forgada a 60 °C por 72 h, para determina¢do da massa seca da
parte aérea (MSPA).

Imediatamente antes da coleta, foram selecionados doze tratamentos com base em sua
superioridade em termos de altura média das plantas, visando a investigagdo mais detalhada de
possiveis mecanismos associados a tolerdncia a seca estimulada pelos inoculantes. Os
tratamentos CO e CI também foram incluidos nessa etapa.

As folhas de referéncia dessas plantas foram coletadas previamente, pesadas e
maceradas em nitrogénio liquido com auxilio de gral e pistilo, sendo armazenadas a -80 °C até
a realizagdo das andlises laboratoriais para determinacdo dos teores de clorofila A e prolina,
descritas adiante. A massa seca dessas folhas foi estimada a partir da determinacao do teor de
umidade de subamostras submetidas a secagem nas mesmas condi¢des, sendo os valores
obtidos somados as respectivas massas secas da parte aérea (MSPA) para obtencdo do valor
total por unidade experimental.

As raizes das plantas desses tratamentos foram cuidadosamente lavadas em peneiras
com malha de 1 mm apds dispersdo do solo em solu¢do de metahexafosfato de sodio a 5%.
Apo6s a lavagem, foram submetidas ao mesmo protocolo de secagem para obtencao da massa
seca de raiz (MSR). A relacio MSPA:MSR foi calculada e avaliada como um possivel
mecanismo de tolerancia a seca, uma vez que a alocagao proporcional de biomassa a raiz pode
indicar maior capacidade de extragdo de agua no solo.
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4.2.2.3. Determinac¢do dos teores foliares de prolina e clorofila A

Os teores foliares de prolina e clorofila A foram determinados a partir das folhas de
referéncia coletadas ao final do experimento, visando investigar possiveis mecanismos
fisiologicos associados a tolerdncia a seca induzida pelos isolados microbianos.
Aproximadamente 0,2 g de tecido foliar previamente macerado em nitrogénio liquido foi
submetido a extracdo em acetona 80% (v/v) para a clorofila A, e em 4cido sulfosalicilico a 3%
(p/v) para a prolina.

As analises foram realizadas por espectrofotometria de absorbancia no espectro visivel.
Para a clorofila A, a leitura foi feita no comprimento de onda de 663 nm, e a quantificagdo foi
realizada com base na equacdo de Lichtenthaler (1987), sendo os resultados expressos em
microgramas de clorofila A por grama de massa seca de folha. Para a prolina, a absorbancia foi
lida a 520 nm, com quantificacdo baseada em curva padrdo obtida com concentracdes
conhecidas de prolina, conforme descrito por Bates et al. (1973). Os teores de prolina também
foram expressos em relacdo a massa seca das folhas.

4.2.3. Analise estatistica dos dados

A andlise estatistica contemplou abordagens univariadas e multivariadas com o objetivo
de avaliar os efeitos dos isolados microbianos sobre varidveis associadas a tolerancia a seca em
plantas de milho cultivadas sob estresse hidrico, bem como a sua capacidade de recuperagdo
fisiologica apds o retorno a condigdo plenamente irrigada. Assim, a tolerdncia a seca foi
abordada como um conjunto de respostas integradas, incluindo tanto o desempenho sob déficit
hidrico quanto a resiliéncia fisiologica apos a reidratacao.

Para as analises univariadas, foram utilizados contrastes de médias por meio do teste de
Dunnett, comparando-se cada tratamento com os dois controles: CO e CI. Os contrastes foram
realizados de forma unilateral, conforme o direcionamento das hipdteses, considerando a
possibilidade de tratamentos com desempenho superior ou inferior tanto em relagdo ao CO
quanto ao CI. O nivel de significancia adotado foi de 5% (p < 0,05), sendo valores entre 5% e
15% (0,05 <p <0,15) considerados como marginalmente significativos.

As variaveis analisadas individualmente incluiram: Massa Seca da Parte Aérea (MSPA),
Contetdo Relativo de Agua (CRA), Indice Visual de Seca (IVS), além de indices derivados de
altura, valor SPAD e temperatura foliar, calculados com base em leituras seriadas ao longo das
fases do experimento.

Para a variavel altura, foram estimadas taxas relativas de variacdo em trés momentos
distintos: durante o estresse hidrico inicial (DHi), que compreendeu os sete primeiros dias de
restricdo; o estresse hidrico avangado (DHa); e a fase de reposi¢@o hidrica (RP). Para o indice
SPAD, as taxas relativas de variagao foram estimadas em dois momentos: no momento final do
déficit hidrico (DH) e durante a reposi¢do hidrica (RP). Esses indices foram obtidos por meio
da formula geral:

valor final-valor inicial

Variacio relativa = Equagdo 1

valor inicial

Em que "valor final" e "valor inicial" correspondem as leituras finais e iniciais de cada
fase analisada (Equacdo 1). Por exemplo, para a taxa de variagdo de altura durante o DHa,
considerou-se a diferenca entre a altura final na fase seca (aproximadamente 14 dias apos o
inicio da seca) e no final da fase imida (pré-estresse), dividida por esta ultima. A mesma logica
foi aplicada para as demais fases e variaveis.

Para a variavel temperatura foliar, como foram realizadas cinco leituras ao longo dos
dias de estresse (0, 1, 2, 6 e 10 dias apds a interrupgao da irrigagdo), foi ajustada uma regressao
linear simples entre temperatura e dias de estresse. O coeficiente angular dessa regressao foi
adotado como indicador da taxa de aumento da temperatura sob déficit hidrico.

A matriz multivariada composta pelas nove varidveis analisadas foi denominada matriz
de inducdo de tolerancia a seca (matriz ITS). Essa matriz foi construida com os valores
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padronizados entre 0 e 1 dentro de cada variavel, a fim de anular os efeitos de diferenga de
escala.

Antes da andlise de ordenagao, aplicou-se o procedimento Blocked MRPP (Multi-
Response Permutation Procedure), utilizando distancia euclidiana e considerando os blocos
como estratos. Essa abordagem multivariada foi utilizada para testar diferengas entre os
tratamentos e os controles CO e CI, e a sele¢ao dos tratamentos destacados para representagao
grafica posterior considerou aqueles com diferengas significativas (p < 0,05) ou marginalmente
significativas (0,05 <p < 0,15) em relagdo a CO.

A matriz ITS foi entdo submetida a andlise de ordenacdo NMS (Non-metric
Multidimensional Scaling), com distancia de Sorensen, no programa PCORD v. 6.0 (McCune
e Mefford, 2006), utilizando o modo “autopilot” com opg¢ao “slow and thorough”. O niimero
de dimensdes foi definido com base nos critérios de estresse e estabilidade grafica, sendo
adotada a solucao com trés dimensoes.

Embora a ordenacdo tenha considerado todos os tratamentos, os resultados graficos e a
discussao subsequente priorizaram os controles e os tratamentos selecionados via Blocked
MRPP. A caracterizacdo dos gradientes fisioldgicos expressos nos eixos da ordenacao foi
realizada por meio de correlagdes de Pearson entre os escores das amostras nos eixos da NMS
e os valores originais das variaveis, permitindo a interpretagdo bioldgica das principais direcoes
de variacdo multivariada observadas.

4.3. Resultados

4.3.1. Identificacao

Foram obtidos 65 isolados microbianos a partir de amostras de rizosfera de plantas
adaptadas a ambientes hipersalinos, abrangendo tanto bactérias quanto fungos filamentosos
(Tabela 1). A predominancia de isolados bacterianos foi evidente, com destaque expressivo
para o género Halobacillus, representado por pelo menos 28 codigos distintos (T13, T16 a T30,
T37, T42, T44, T47 a T49, T51, T54, T58, T60, T61, T76, T77), caracterizando-se como o
género mais frequente na colecdo. Outros géneros bacterianos de ocorréncia recorrente
incluiram Halomonas (T12, T43, T53, T55, T57) e Virgibacillus (T11, T15, T38, T62), além
de representantes Unicos ou pouco frequentes dos géneros Salinisphaera, Marinobacter,
Rossellomorea, Vreelandella, Modicisalibacter, Pseudalkalibacillus, Isoptericola, Escherichia
e Priestia.

Tabela 1 - Identificagdo molecular dos microrganismos bacterianos e fungicos isolados de
ambientes hipersalinos

Codigo Identificagdo género Codigo Identificagdo género
T11 Virgibacillus sp. T44 Rossellomorea sp.
T12 Halomonas sp. T45 Pseudalkalibacillus sp.
T13 Halobacillus sp. T46 Escherichia sp.
T14 Salinisphaera sp. T47 Halobacillus sp.
T15 Virgibacillus sp. T48 Halobacillus sp.
T16 Halobacillus sp. T49 Halobacillus sp.
T17 Halobacillus sp. T50 Priestia sp.
T18 Halobacillus sp. T51 Halobacillus sp.
T19 Halobacillus sp. T52 Marinobacter sp.
T20 Halobacillus sp. T53 Halomonas sp.
T21 Halobacillus sp. T54 Halobacillus sp.
T22 Halobacillus sp. T55 Halomonas sp.
T23 Halobacillus sp. T56 Vreelandella sp.
T24 Halobacillus sp. T57 Halomonas sp.
T25 Halobacillus sp. T58 Halobacillus sp.
T26 Halobacillus sp. T60 Halobacillus sp.
T27 Halobacillus sp. To1 Halobacillus sp.
T28 Halobacillus sp. T62 Virgibacillus sp.

T29 Halobacillus sp. T76 Halobacillus sp. Continua...
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T30 Halobacillus sp. T77 Halobacillus sp.
T31 Modicisalibacter sp. T64 Hortaea sp.
T32 Marinobacter sp. T65 Paraloratospora sp.
T33 Isoptericola sp. T66 Cladosporium sp.
T34 Isoptericola sp. T67 Aspergillus sp.
T35 Vreelandella sp. T68 Em identificagéo
T36 Rossellomorea sp. T69 Em identificaggo
T37 Halobacillus sp. T70 Em identificagéo
T38 Virgibacillus sp. T71 Aspergillus sp.
T39 Salinicola sp. T72 Em identificacdo
T40 Vreelandella sp. T73 Em identificacdo
T41 Em identificacdo T74 Penicillium sp.
T42 Halobacillus sp. T75 Em identificagao
T43 Halomonas sp.

Dentre os fungos filamentosos, os géneros Aspergillus, Cladosporium, Hortaea,
Paraloratospora e Penicillium foram identificados, com predominancia de Aspergillus (T67,
T71), enquanto alguns isolados fingicos ainda se encontravam em processo de identificagdo
(T68, T69, T70, T72, T73, T75).

4.3.2. Efeito dos isolados microbianos sobre as variaveis indicadoras de toleriancia a seca
(analise univariada)

A andlise dos contrastes para a MSPA indicou que CI apresentou a maior estimativa
média (21,2 g), diferindo significativamente de CO (p = 0,004) (Tabela 2). Entre os tratamentos
com isolados microbianos, o T31 promoveu aumento significativo na MSPA em relag¢do ao CO
(14,5 g; p = 0,035). Os tratamentos T71, T56, T48 e T24 também apresentaram estimativas
superiores ao CO, com diferengas marginalmente significativas. Em comparagdo ao CI, todos
os tratamentos, exceto T31, apresentaram valores inferiores de MSPA, com diferencas
marginalmente significativas, como esperado diante da condicao hidrica do proprio CIL.

Tabela 2 - Resultados do teste de Dunnett para comparagdo dos tratamentos com CO e CI
quanto a MSPA, CRA e IVS, em plantas de milho submetidas a restricdo hidrica e a posterior
reposicao da irrigagao

Tx—CO Tx—CI
Tratamento Estimativa p-value Estimativa p-value
MSPA (g)

CI 212 0,004%* § i

T31 14,5 0,035* 6,7 0,202

T71 11,0 0,084° -10,1 0,103°

T56 10,9 0,087° 10,3 0,099°

T48 9,7 0,112° 11,5 0,076°

T24 9,1 0,127° 12,1 0,067°
E.P. 8,0

CRA

CI 0,233 0,000%** - -

T51 0,087 0,069° -0,145 0,007**
E.P. 0,058

VS

CI 3,171 0,000%* - .

T24 -1,004 0,021* 2,167 0,000%*

T39 -1,004 0,021* 2,167 0,000%*

T29 -0,504 0,152° 2,667 0,000%*

T32 -0,504 0,152° 2,667 0,000%*

T36 -0,504 0,152° 2,667 0,000%*
E.P. 0,488

**_ significativo a 1% (p < 0,01); *, significativo a 5% (p < 0,05); °, marginalmente significativo (0,05 <p < 0,15); Tx — CO,
estimativa da diferenga média entre tratamento X e o controle com restri¢@o hidrica temporaria; Tx — CI, estimativa da diferenca
média entre tratamento X e o controle irrigado; MSPA, massa seca da parte aérea; CRA, conteudo relativo de agua; IVS, indice
visual de seca.
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No que diz respeito ao CRA (Tabela 2), o CI apresentou o maior valor estimado (0,233),
com diferenca altamente significativa em relacao ao controle nao irrigado (p =0,000). Entre os
tratamentos com isolados, o T51 se destacou, com diferenga média estimada em relagdo ao CO
de 0,087, sendo, portanto, marginalmente superior a esse controle sob déficit parcial de agua.
Porém, o desempenho deste isolado apresenta-se expressivamente inferior (-0,145) ao
observado em relacao ao controle com fornecimento pleno de irrigagao, CI (p =0,007).

Em relagdo ao IVS, os tratamentos T24 e T39 apresentaram redugdes significativas em
comparacao ao CO (p =0,021) (Tabela 2), indicando uma menor expressao de sintomas visuais
de estresse hidrico nas plantas submetidas a esses tratamentos. No entanto, do mesmo modo
que observado para CRA, ambos apresentaram desempenho inferior em relagdo ao CI.

Entre as variaveis analisadas, que apresentam as taxas de variagdo, a VSPAD DH e a
VTemp DH, ambas sob estresse hidrico avancado, destacaram-se por apresentar um nimero
expressivamente maior de isolados com desempenho estatisticamente superior ao controle CO
(Tabela 3).

Na VSPAD DH, destacaram-se como superiores ao CO e equivalentes ao CI, o T21 (p
=0,017), T46 (p = 0,034), T38 (p = 0,037), T31 (p = 0,047) e T61 (p = 0,048). Além destes,
outros isolados também apresentaram aumentos marginalmente significativos em relagdo ao C0
(Tabela 3).

Quanto a VSPAD RP, os tratamentos T12, T76, T56 e T18 apresentaram diferencas
marginalmente significativas em relagdo ao CO0, indicando tendéncia de promog¢do de maior
resiliéncia as plantas, visto maior taxa de crescimento em altura apos o retorno da irrigagao
plena (Tabela 3).

Tabela 3 - Resultados do teste de Dunnett para comparacdo dos tratamentos com CO e CI
quanto as taxas relativas de variagdo em SPAD, altura e temperatura foliar durante os periodos
de estresse hidrico e de reposicdo hidrica em plantas de milho

Tx-CO Tx-CI
Tratamento Estimativa p-value Estimativa p-value
VSPAD DH
CI 0,217 0,010%* - -
T21 0,197 0,017* -0,020 0,414
T46 0,169 0,034* -0,048 0,303
T38 0,165 0,037* -0,052 0,287
T31 0,156 0,047%* -0,061 0,253
T61 0,154 0,048* -0,063 0,248
T14 0,138 0,068° -0,079 0,196
T26 0,135 0,072° -0,082 0,188
T48 0,133 0,076° -0,084 0,180
T69 0,131 0,079° -0,086 0,175
T41 0,130 0,080° -0,087 0,172
T51 0,130 0,081° -0,087 0,172
T44 0,123 0,093° -0,094 0,153
T33 0,120 0,097° -0,097 0,147°
T39 0,119 0,099° -0,098 0,145°
T19 0,108 0,121° -0,109 0,119°
T57 0,100 0,139° -0,117 0,104°
T58 0,098 0,145° -0,119 0,099°
T23 0,095 0,151° -0,122 0,094°
E.P. 0,092
VSPAD RP
CI -0,738 0,995 - -
T12 0,303 0,143° 1,041 0,998
T76 0,318 0,131° 1,056 0,999
T56 0,343 0,113° 1,081 0,999
TI8 0,355 0,106° 1,093 0,999

E.P. 0,283 Continua...
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VTemp DH
CI -0,379 0,016* - -
T55 -0,467 0,004** -0,088 0,694
T34 -0,383 0,015* -0,004 0,510
T48 -0,364 0,019%* 0,015 0,466
T22 -0,362 0,020* 0,017 0,461
T53 -0,356 0,022%* 0,023 0,448
T56 -0,340 0,026* 0,038 0,413
T47 -0,335 0,028%* 0,044 0,401
T54 -0,302 0,043* 0,077 0,330
T62 -0,302 0,043* 0,077 0,330
T24 -0,287 0,051° 0,091 0,300
T37 -0,269 0,062° 0,110 0,265
T65 -0,269 0,063° 0,110 0,264
T45 -0,251 0,076° 0,128 0,232
T26 -0,249 0,078° 0,130 0,229
T71 -0,242 0,083° 0,137 0,217
T32 -0,231 0,093° 0,148 0,199
T72 -0,231 0,093° 0,148 0,199
T28 -0,230 0,094° 0,149 0,197
T18 -0,225 0,099° 0,153 0,190
T67 -0,216 0,109° 0,163 0,176
T50 -0,193 0,135° 0,186 0,144°
T69 -0,191 0,138° 0,188 0,141°
T31 -0,190 0,139° 0,189 0,140°
T35 -0,183 0,148° 0,196 0,131°
E.P. 0,174
VAIt DHi
CI 0,037 0,554 - -
T35 0,070 0,151° 0,032 0,685
E.P. 0,067
VAIlt DHa
CI 0,516 0,000%* - -
T44 0,083 0,085° -0,419 0,000%**
T30 0,097 0,120° -0,433 0,000%**
E.P. 0,070
VAIt RP
CI -0,202 0,860 - -
T12 0,358 0,028%* 0,560 0,999
T53 0,238 0,101° 0,440 0,990
T60 0,211 0,128° 0,413 0,986
T52 0,196 0,146° 0,398 0,983
E.P. 0,186

** significativo a 1% (p < 0,01); *, significativo a 5% (p < 0,05); °, marginalmente significativo (0,05 <p < 0,15); Tx — CO,
estimativa da diferenga média entre tratamento x e o controle com restri¢@o hidrica temporaria; Tx — CI, estimativa da diferenca
média entre tratamento x e o controle irrigado; VSPAD DH, taxa de variagdo de SPAD sob déficit hidrico; VSPAD RP, taxa
de variagdo de SPAD sob reposi¢do da irrigagdo; VTemp DH, taxa de variagdo de temperatura sob déficit hidrico avangado;
VAIt DHi, taxa de variagdo em altura sob déficit hidrico inicial; VAlt DHa, taxa de variagdo em altura sob déficit hidrico
avangado e VAt RP, taxa de variagdo em altura sob reposi¢do da irrigagao.

Em termos de VTemp DH, T55 (p =0,004), T34 (p =0,015), T48 (p =0,019), T22 (p =
0,020), T53 (p = 0,022), T56 (p = 0,026), T47 (p = 0,028), T54 (p = 0,043) e T62 (p = 0,043)
apresentaram menor variagdo no aquecimento foliar, comparados a C0, e nao diferiram do CIL
Dentre os isolados que apresentaram melhor desempenho térmico em relacdo ao CO, apenas
T50, T69, T31 e T35 foram inferiores ao CI com relagdo a este desempenho (Tabela 3).

Ao contrario do observado para VAlt DHi, em que diferencas entre CI e C0O, bem como
entre os tratamentos inoculados e esses controles foram inexistentes, sob VAlt DHa os
tratamentos T44 (p = 0,085) e T30 (p = 0,120) apresentaram aumento na variacao de altura em
comparac¢do ao CO. No entanto, em relacdo ao CI, ambos os tratamentos diferiram de forma
altamente significativa (p = 0,000), evidenciando desempenho inferior frente a condi¢do de
irrigagdo plena (Tabela 3).

Em VAIt RP, o tratamento T12 apresentou aumento significativo em relagao ao CO (p
= 0,028), enquanto os tratamentos T53, T60 e T52 mostraram diferencas marginalmente
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significativas. Nenhum dos tratamentos diferiu significativamente do CI (Tabela 3). Isso sugere
um potencial de recuperacdo mais eficiente da altura apds reidratacdo em relagao ao estresse.
Vale lembrar que o T12 também apresentou variagdo positiva na VSPAD RP, ainda que
marginalmente, reforcando seu potencial de recuperacdo apos a reidratacao.

4.3.3. Efeito dos isolados microbianos sobre as varidveis indicadoras de toleriancia a seca
(analise multivariada)

A analise multivariada dos dados biométricos e fisioldgicos foi conduzida por meio do
teste MRPP blocado, da ordenagdo NMS (Non-metric Multidimensional Scaling) e da
correlagdo de Pearson entre variaveis e eixos. O MRPP identificou o CI como
significativamente distinto do C0O, com p =0,021. Entre os tratamentos inoculados, destacaram-
se com diferengas estatisticamente significativas (p < 0,05) os tratamentos T22, T53, T31 e
T26. Outros tratamentos, como T48, T28, T56, T62, T39, T29 e T21, apresentaram
significancia marginal (0,05 <p < 0,15) em relagdo ao C0, conforme mostrado na Tabela 4.

Tabela 4 - Resultados do teste MRPP comparando os tratamentos inoculados e CI em relagao
ao CO

Contrastes T p
Co VS. CI -295.286.030 0.021%*
Co Vs. T22 -245.385.382 0.024*
Co Vs. T53 -215.480.737 0.025%*
Co Vs. T31 -205.212.953 0.034*
Co Vs. T26 -168.259.166 0.041%*
Co Vs. T48 -176.264.436 0.051°
Co Vs. T28 -142.797.163 0.071°
Co VS. T56 -140.110.481 0.072°
Co VS. T62 -134.641.413 0.080°
Co VS. T39 -125.038.497 0.111°
Co VS. T29 -106.990.610 0.134°
Co VS. T21 -104.418.257 0.148°

* significativo a 5% (p <0,05); °, marginalmente significativo (0,05 <p <0,15); C0, controle com restri¢do hidrica temporaria;
ClI, controle irrigado.

Esses isolados bacterianos com desempenho funcional destacado abrangeram
majoritariamente representantes da familia Bacillaceae, incluindo os géneros Halobacillus (seis
isolados), Virgibacillus e Rossellomorea. Também foram selecionados isolados de outras
familias, como Modicisalibacter, Halomonas, Vreelandella e Salinicola (Halomonadaceae), o
que evidencia a diversidade funcional associada a tolerancia a seca.

A ordenagao NMS tridimensional explicou 85% da variancia total, distribuida entre os
Eixos 1 (52%), 2 (20%) e 3 (13%). A representacdo grafica consolidada nos planos Eixo 1 x 2
e Eixo 1 x 3 esta apresentada na Figura 2. A op¢do por ndo incluir o plano 2 x 3 deve-se a
menor capacidade explicativa conjunta dos respectivos eixos e a redundancia visual das
distribuig¢des. A apresentacao dos planos envolvendo o Eixo 1 ja permite visualizar os principais
gradientes funcionais de resposta entre os tratamentos.

A interpretagdo dos eixos foi baseada nas correlagdes de Pearson entre os escores da
ordenacgao e os valores originais das variaveis (Tabela 5). O Eixo 1, fortemente correlacionado
com VSPAD DH (r = 0,846), CRA (r = 0,389), IVS (r = -0,555) e VSPAD RP (r = -0,761),
descreve um gradiente de conservacdo funcional sob estresse. Os tratamentos mais a direita
nesse eixo, como T31, T48, T21 e T39, foram os que conjuntamente melhor preservaram o
status hidrico (CRA) e a atividade fotossintética (SPAD), com menor expressao de sintomas
visuais de seca.
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Figura 2 - Planos da ordenagdao multivariada por NMS descritos pelos eixos 1x2 (A) e 1x3 (B),
contendo a distribuicdo dos tratamentos de inoculagao com isolados microbianos (Tx) e dos
controles CI (controle irrigado) e CO (controle com restri¢ao hidrica temporaria), durante o ciclo
de crescimento do milho. Entre parénteses, ao lado dos titulos dos eixos, estd indicada a
porcentagem da variancia explicada por cada componente da ordenacao. Os pontos representam
os centroides (médias multivariadas) dos tratamentos previamente selecionados pelo teste
MRPP blocado (p < 0,15), e as barras de erro horizontais e verticais indicam £1 desvio padrao
das trés repeti¢des de cada tratamento ao longo dos respectivos eixos da ordenacao (Eixo 1 vs.
Eixo 2 em A, Eixo 1 vs. Eixo 3 em B). O plano definido pelos Eixos 2 e 3 ndo foi incluido por
representar menor variabilidade e apresentar distribui¢ao redundante em relag@o aos padrdes ja
evidenciados nos planos com o Eixo 1.

Tabela 5 - Coeficientes de correlagdo entre as varidveis selecionadas representadas pelos
escores das amostras ao longo dos Eixos 1, 2 e 3 da NMS

Coeficientes de correlacdo

Variaveis Eixo 1 Eixo 2 Eixo 3
VAIt DHi -0,014 0,134 -0,560*
VAIlt DHa 0,369* 0,346* -0,275*

VAIlt RP -0,097 0,257 0,475*

CRA 0,389* -0,126° 0,104

VS -0,555* 0,004 -0,049

MSPA 0,108 0,813* 0,338*

VSPAD DH 0,846* -0,239* 0,124
VSPAD RP -0,761* 0,319* -0,038
VTemp DHa -0,288 -0,417* 0,598*

*, significativo a 5% (p < 0,05); °, marginalmente significativo (0,05 < p < 0,15); VAIlt DHi, taxa de variagdo em altura sob
déficit hidrico inicial; VAIt DHa, taxa de variagdo em altura sob déficit hidrico avangado e VAlt RP, taxa de variagdo em altura
sob reposi¢do da irrigagdo; CRA, conteudo relativo de agua; IVS, indice visual de seca; MSPA, massa seca da parte aérea;
VSPAD DH, taxa de variagdo de SPAD sob déficit hidrico; VSPAD RP, taxa de variagcdo de SPAD sob reposi¢do da irrigagéo;
VTemp DH, taxa de variagdo de temperatura sob déficit hidrico; *, significativo a 5% (p <0,05); °, marginalmente significativo
(0,05 <p<0,15).
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O Eixo 2, associado positivamente a MSPA (r = 0,813) e VAIt DHa (r = 0,346), bem
como negativamente a VTemp DH (r = —0,417), desse modo, o eixo descreve a capacidade de
sustentar acimulo produtivo sob seca associado a um melhor controle térmico. Os tratamentos
CI, T56, T31 e T53, localizados nos escores mais elevados deste eixo, destacam-se como
candidatos com alto potencial para promogao desta capacidade.

4.3.4. Teor de clorofila e prolina foliar

A Figura 3 sintetiza os resultados obtidos para uma subamostra de 12 tratamentos
inoculados que apresentaram desempenho superior em altura média ao longo dos blocos, além
dos controles CO e CI. Esses tratamentos foram selecionados com o objetivo de aprofundar a
analise em variaveis bioquimicas e morfofisioldgicas relacionadas a tolerancia ao estresse
hidrico e/ou resiliéncia apos o periodo seco, incluindo o teor foliar de clorofila A, o contetido
de prolina, a massa seca de raizes e a razao entre as massas seca da parte aérea e das raizes.

Em relagdo ao teor de clorofila A (Figura 3A), destacaram-se os tratamentos T29, T54,
T57 e T66, com valores médios mais elevados e significincia marginal frente ao CO. Esse
padrdo indica maior recuperacao da integridade fotossintética de plantas inoculadas com esses
isolados apds a suspensao do estresse hidrico.
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Figura 3 - Indicadores bioquimicos e morfofisioldgicos avaliados em uma subamostra de 12
tratamentos inoculados com desempenho superior em altura média, além dos controles CO
(controle com restri¢ao hidrica temporaria) e CI (controle irrigado), sete dias apds reidratagdo:
teor foliar de clorofila A (A), conteudo de prolina nas folhas (B), razdo entre a massa seca da
parte aérea e de raizes (C) e massa seca de raizes (D). Os pontos representam a média de trés
blocos, e as barras de erro indicam o desvio padrdo. Significancia estatistica em comparagdo ao
controle CO: **, significativo a 1% (p <0,01); *, significativo a 5% (p < 0,05); °, marginalmente
significativo (0,05 <p <0,15).
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Quanto ao contetido de prolina (Figura 3B), o CO apresentou os maiores niveis médios,
significativamente superiores ao CI, refletindo a resposta ao estresse hidrico prolongado. Em
contrapartida, tratamentos como T54 e T67 apresentaram teores significativamente mais baixos
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em relacao ao CO, e o T27 mostrou tendéncia marginal. A redugdo dos niveis de prolina apds
uma semana de reidratacdo sugere maior resiliéncia fisiologica das plantas inoculadas com
esses isolados.

A MSPA:MSR (Figura 3C) foi significativamente menor nos tratamentos T27, T31 e
T54, enquanto T57 e T67 exibiram valores marginalmente inferiores ao C0. Relagdes mais
baixas podem indicar uma adaptacdo morfofisioldgica a seca, com alocagdo preferencial de
biomassa em estruturas de absor¢ao. Destaca-se que esses mesmos tratamentos mantiveram alto
desempenho em altura, sugerindo nao apenas plasticidade morfoldgica, mas também eficiéncia
funcional.

No que se refere a massa seca de raiz (Figura 3D), os tratamentos T31 e CI apresentaram
os maiores valores médios, significativamente superiores ao C0, enquanto o T54 obteve valor
marginalmente superior.

4.4. Discussao

A analise combinada das respostas fisiologicas, bioquimicas e morfofuncionais revelou
a existéncia de um subconjunto de isolados microbianos com desempenho expressivamente
superior na promoc¢do de tolerdncia a seca em plantas de milho. Esse grupo ndo apenas
apresentou efeitos significativos em multiplas varidveis, mas também exibiu coeréncia
funcional em andlises multivariadas, destacando-se tanto por sua resisténcia (capacidade de
manter desempenho sob estresse) quanto por sua resiliéncia (eficiéncia de recuperagao apos
reidratacao).

Chama atengdo o fato de que muitos desses isolados pertencem a familia Bacillaceae,
representada pelos géneros Halobacillus, Virgibacillus e Rossellomorea, todos identificados na
Tabela 1. Essa convergéncia sugere que linhagens dessa familia compartilham atributos
fisiologicos relevantes a tolerancia a seca — como produg¢do de osmoprotetores, enzimas
antioxidantes e capacidade de colonizagdo eficiente da rizosfera. Estudos prévios confirmam
que membros da familia Bacillaceae, notadamente Bacillus e Priestia, promovem aclimatagado
vegetal sob déficit hidrico por meio de multiplas vias, incluindo estimulo ao crescimento
radicular, reducao da temperatura foliar e regulacdo de metabdlitos de estresse (Hwang et al.,
2022; Vurukonda et al., 2016).

Entre os 1solados avaliados, o T31 (Modicisalibacter) destacou-se por reunir respostas
positivas simultineas em variaveis fisiologicas (SPAD, temperatura foliar), morfofuncionais
(MSPA:MSR), além de se destacar entre os isolados na analise conjunta de todas as variaveis
avaliadas (MRPP, Tabela 4), posicionando-se entre os escores mais extremos nas dimensdes 1
e 3 da ordenagdo NMS. Esse desempenho multivariado consistente evidencia sua superioridade
funcional em diferentes dimensdes do fenotipo vegetal sob estresse hidrico, posicionando o T31
como um dos candidatos prioritarios ao desenvolvimento tecnologico.

O género Modicisalibacter compreende bactérias moderadamente halofilicas, isoladas
de ambientes salinos e contaminados, com capacidade adaptativa a condigdes extremas de
salinidade. Estudos existentes descrevem sua ocorréncia em ambientes ricos em sais €
hidrocarbonetos. Modicisalibacter tunisiensis foi inicialmente isolado de 4guas de produgao de
petroleo e caracterizado como aerobio, gram-negativo e capaz de crescer sob altas
concentracdes de NaCl (Gam et al., 2007).

Mais recentemente, Modicisalibacter sp. cepa Wilcox demonstrou capacidade de
degradar compostos organicos toxicos, como BTEX, fendis e alcanos, em efluentes industriais
salinos, apresentando potencial em processos de biorremediacdo sob condi¢des hipersalinas
(Marsh et al., 2021). Apesar do potencial metabdlico demonstrado por algumas cepas, trata-se
de um grupo ainda pouco explorado, especialmente no que se refere a interagdo com plantas e
a aplicacdo agricola como promotores de crescimento vegetal ou atenuadores de estresses
abioticos.
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Além dele, os isolados T48, T39, T62, T21 e T26 também se destacaram por favorecer
a conservacao funcional das plantas sob estresse hidrico. De modo geral, esses isolados
estiveram associados a perfis combinando melhor manutengao do estado hidrico, preservagao
da atividade fotossintética e menor intensidade de sintomas visuais de seca, sugerindo uma
atuacao coordenada na sustentacdo das fungdes fisioldgicas e na promogao da resisténcia a seca
durante o periodo de limitagao hidrica.

Em complemento a esses mecanismos de resisténcia, observou-se também a
manifestacdo de componentes associados a resiliéncia funcional, evidenciada pela retomada de
processos fisiologicos e de crescimento apds a cessacdo do estresse hidrico. Nesse sentido,
alguns isolados apresentaram padrdes consistentes de recuperagdo, com desempenho superior
na reativagao da atividade fotossintética (T12 e T56), na retomada do crescimento em altura
(T12 e T53) e nareducao dos teores foliares de prolina (T27, T54 e T67) logo apds a reidratagao.
Esses resultados ampliam a compreensao sobre a diversidade funcional entre os isolados
avaliados, indicando que estratégias de recuperagdo ativa podem coexistir € complementar os
mecanismos de manutencao durante o estresse.

Adicionalmente, a variacdo na razdo parte aérea/raiz (MSPA:MSR) também contribuiu
para caracterizar diferentes estratégias morfofuncionais de tolerancia a seca. Isolados capazes
de modular essa relagcdo de forma equilibrada (T27, T31, T54, T57 e T67) apresentaram maior
adequacdo ao ambiente hidrico restritivo, favorecendo o suporte radicular sem comprometer a
biomassa aérea, o que refor¢ca seu papel na sustentacdo funcional das plantas tanto durante
quanto apds o estresse hidrico.

A coexisténcia de isolados com estratégias divergentes — uns promovendo estabilidade
fisioldgica sob estresse, outros favorecendo a recuperacdo morfofisiologica — revela um
cendrio funcional ortogonal, altamente relevante para o desenvolvimento de inoculantes
consorciados. Essa abordagem tem respaldo experimental: ao combinarem Pseudomonas
fluorescens e Azospirillum brasilense em trigo sob déficit hidrico, observaram efeito sinérgico
superior a aplicacdo isolada de cada linhagem. A sinergia resultou da atuagdo complementar
entre 0s microrganismos — Pseudomonas ativou vias antioxidantes e reduziu danos
fisioldgicos, enquanto Azospirillum estimulou o crescimento radicular e aumentou a extragao
de agua (Naiman; Latronico; Garcia de Salamone, 2009).

Do ponto de vista fisiologico e molecular, os mecanismos subjacentes ao efeito dos
i1solados sdo compativeis com a literatura especializada. A regulag¢do da prolina, por exemplo,
tem papel duplo: atua como osmorregulador durante o estresse, mas sua rapida degradagao apos
a reidratacdo ¢ indicativa de recuperagao funcional do metabolismo celular (Szabados; Savourg,
2010).

Da mesma forma, o SPAD e o teor de clorofila A foram mantidos em niveis elevados
em alguns isolados, indicando preservacdo da integridade fotossintética — aspecto
frequentemente comprometido sob estresse hidrico. Bactérias que mantém clorofila elevada
contribuem para o atraso da senescéncia foliar e para maior eficiéncia fotossintética durante o
estresse (Azeem et al., 2022).

Do ponto de vista molecular, a literatura também documenta mecanismos como a
ativacdo de genes de resposta ao estresse hidrico via sinalizagdo por LCOs (lipo-
quitooligossacarideos). Essa abordagem foi validada em pepino: a aplicacdo de um consorcio
de trés bactérias PGPR (Bacillus cereus, B. subtilis e Serratia sp.) sob déficit hidrico resultou
em aumento do teor de clorofila e redu¢do do murchamento foliar. A sinergia bacteriana, em
conjunto, ativou enzimas antioxidantes e melhorou a resposta fisiologica das plantas (Wang et
al., 2012). A producdo de exopolissacarideos, frequentemente observada em microrganismos
halotolerantes, também contribui para a retencdo hidrica no solo e protecao das raizes sob seca
(Morcillo; Manzanera, 2021).

Do ponto de vista fisioldgico e molecular, a associagao planta—microrganismo ativa uma
série de mecanismos coordenados que favorecem a tolerancia a seca. Um dos primeiros efeitos
observados ¢ o controle térmico, que surge como estratégia central. A interagao entre composto
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organico e microrganismos benéficos favoreceu o ajuste da condutancia estomatica ¢ da taxa
de transpiragdo em plantas de milho, contribuindo para o resfriamento foliar e maior eficiéncia
no uso da agua sob condigdes de déficit hidrico (Wang et al., 2025). Em paralelo, muitos desses
microrganismos produzem exopolissacarideos (EPS) que promovem a retencdo de agua,
preservam a clorofila e mantém eficiéncia fotossintética durante a seca (Bhagat et al., 2021).

Outro mecanismo critico envolve o ajuste osmético via prolina, acumulando-se sob
estresse e sendo rapidamente catabolizado ap0s a reidratagdo — sinal de recuperacao funcional.
A sinaliza¢dao molecular por LCOs e aquaporinas também induz genes envolvidos no transporte
de agua e na defesa antioxidante, reforcando os sistemas hidraulico e de prote¢ao celular
(Kapilan; Vaziri; Zwiazek, 2018; Lucas et al., 2022).

Além disso, muitos isolados demonstraram capacidade de equilibrar a razao parte aérea—
raiz (MSPA:MSR), promovendo arquitetura radicular mais robusta sem comprometer a parte
aérea. Essa modulagdo ajusta a extragdo de agua as demandas transpiratérias, contribuindo para
a manutencao funcional mesmo durante o estresse (Bacher et al., 2022).

Esses diferentes mecanismos — controle térmico, prote¢ao do aparato fotossintético,
ajuste osmotico e modulacdo da arquitetura radicular — evidenciam a complexidade e a
complementaridade das estratégias funcionais induzidas pelos isolados avaliados. Esse
conjunto de respostas coordenadas oferece uma base sélida para o desenvolvimento de
inoculantes mais eficientes sob condi¢des de estresse hidrico.

A pertinéncia agrondmica desses resultados se refor¢a ao considerar bioinsumos ja
registrados para tolerancia a seca. Um exemplo ¢ o AURAS, bioinsumo desenvolvido pela
Embrapa com base na cepa Bacillus aryabhattai CMAA 1363, isolada da rizosfera do
mandacaru no Semiarido brasileiro. O AURAS atua principalmente por estimulo ao
crescimento radicular, prote¢do da raiz contra dessecagdo e manuten¢ao do turgor da parte aérea
em condi¢cdes de baixa disponibilidade hidrica (Embrapa, 2023). Embora eficaz, o AURAS
baseia-se em uma unica linhagem com estratégia funcional voltada a resisténcia. Os isolados
deste estudo, por outro lado, ampliam o espectro funcional ao incluir perfis resilientes com forte
recuperagao pos-estresse, representando uma nova base funcional e taxonOmica para o
desenvolvimento de inoculantes sob seca moderada a severa.

Portanto, os resultados obtidos neste estudo ndo apenas identificam linhagens
promissoras oriundas de ambientes hipersalinos, como também os associam aos avangos atuais
da biotecnologia agricola voltada a tolerancia a seca. A sinergia entre os achados experimentais
e os mecanismos fisioldgicos j& descritos na literatura cientifica refor¢a a relevancia dos
géneros isolados e indica que sua aplicacao potencial pode ir além do experimental, ingressando
com solidez no campo tecnologico.

4.5. Conclusoes

Isolados microbianos de ambientes hipersalinos sdo capazes de promover alteragdes
fisioldgicas, bioquimicas e morfofuncionais que aumentam significativamente a tolerancia de
plantas de milho a seca. Isolados das familias Bacillaceae (Halobacillus, Virgibacillus e
Rossellomorea) e Halomonadaceae (Halomonas, Vreelandella, Salinicola € Modicisalibacter)
apresentaram desempenho relevante frente a variaveis de estresse hidrico, refletindo a presenca
de mecanismos funcionais de resisténcia e resiliéncia.

Entre eles, o isolado de Modicisalibacter sp. se sobressaiu como o mais eficiente, por
promover impactos positivos multiplos e consistentes em diferentes variaveis fisiologicas e
bioquimicas, posicionando-se como candidato de destaque para aplicacdes biotecnoldgicas em
condi¢des de déficit hidrico. Além dessa diversidade taxondmica, evidencia-se também uma
diversidade funcional entre os isolados, o que reforca o potencial do uso de consorcios
microbianos com estratégias complementares para mitigar os efeitos da seca de forma mais
robusta.
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Os mecanismos envolvidos incluem potencialmente manutencdo da integridade
fotossintética e modulagdo da sintese e degradagdo de prolina, além da indugdo de respostas
antioxidantes e estimulo ao crescimento radicular. As evidéncias obtidas apontam para novas
possibilidades de desenvolvimento de bioinsumos com base em estratégias funcionais distintas
daquelas ja disponiveis comercialmente.

Essas conclusdes corroboram o objetivo geral do estudo e indicam que microrganismos
oriundos de ecossistemas extremos representam uma fonte promissora e ainda subexplorada de
tecnologias bioldgicas aplicéveis a agricultura sob estresse hidrico.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados deste trabalho indicam que a diversidade funcional de microrganismos
isolados de ambientes hipersalinos pode contribuir para a promog¢ao da tolerancia a seca em
plantas de milho. Embora a maioria dos isolados com desempenho significativo pertenca a
familia Bacillaceae, os efeitos observados decorrem menos da diversidade taxonomica € mais
da variedade de respostas fisioldgicas, bioquimicas e morfofuncionais ativadas nas plantas.

Destacam-se mecanismos complementares, como a manuten¢do da integridade
fotossintética, o acimulo modulavel de prolina e a promog¢ao do crescimento radicular. Essa
funcionalidade diversa entre os isolados reforca o potencial do uso de consércios microbianos
com perfis ortogonais, capazes de atuar de forma sinérgica na atenuacgao dos efeitos do estresse
hidrico.

Apesar de preliminares, os achados obtidos neste estudo ampliam a compreensao sobre
os efeitos de microrganismos oriundos de ecossistemas extremos na fisiologia de plantas sob
déficit hidrico. Os resultados também apontam caminhos promissores para o desenvolvimento
de bioinsumos mais eficientes, baseados em estratégias funcionais complementares. Ainda
assim, sao necessarios estudos adicionais, incluindo testes em condi¢des de campo e avaliagdes
a longo prazo, para consolidar o uso desses microrganismos em contextos agricolas reais.



ANEXOS

TABELA 1A. Identificagdo molecular dos microrganismos bacterianos e fungicos isolados de ambientes hipersalinos.

n° Cod. geral Cod. isolado Cod. experimento Grupo Identificagdo género
01 11 2AR1+ T11 Bactéria Virgibacillus sp.
02 12 2AR3+ T12 Bactéria Halomonas sp.
03 13 2AR4+ T13 Bactéria Halobacillus sp.
04 15 2SR4+ T14 Bactéria Salinisphaera sp.
05 16 2SR5+ T15 Bactéria Virgibacillus sp.
06 51 3ARI- T16 Bactéria Halobacillus sp.
07 60 3ARI+ T17 Bactéria Halobacillus sp.
08 52 3AR2- T18 Bactéria Halobacillus sp.
09 61 3AR2+ T19 Bactéria Halobacillus sp.
10 53 3AR3- T20 Bactéria Halobacillus sp.
11 62 3AR3+ T21 Bactéria Halobacillus sp.
12 54 3AR4- T22 Bactéria Halobacillus sp.
13 55 3SR1- T23 Bactéria Halobacillus sp.
14 64 3SR1+ T24 Bactéria Halobacillus sp.
15 56 3SR2- T25 Bactéria Halobacillus sp.
16 65 3SR2+ T26 Bactéria Halobacillus sp.
17 57 3SR3- T27 Bactéria Halobacillus sp.
18 66 3SR3+ T28 Bactéria Halobacillus sp.
19 58 3SR4- T29 Bactéria Halobacillus sp.
20 59 3SRS5- T30 Bactéria Halobacillus sp.
21 84 7AR3- T31 Bactéria Modicisalibacter sp.
22 85 7ARS- T32 Bactéria Marinobacter sp.
23 92 7SR1+ T33 Bactéria Isoptericola sp.
24 86 7SR3- T34 Bactéria Isoptericola sp.
25 95 7SR4+ T35 Bactéria Vreelandella sp.
26 139 10AR2- T36 Bactéria Rossellomorea sp.
27 142 10ARS- T37 Bactéria Halobacillus sp.
28 156 10ARS5+ T38 Bactéria Virgibacillus sp.
29 143 10SR1- T39 Bactéria Salinicola sp.
30 157 10SR1+ T40 Bactéria Vreelandella sp.
31 144 10SR2- T41 Bactéria Em identificagdo
32 158 10SR2+ T42 Bactéria Halobacillus sp.
33 145 10SR3- T43 Bactéria Halomonas sp.
34 146 10SR4- T44 Bactéria Rossellomorea sp.
35 159 10SR5+ T45 Bactéria Pseudalkalibacillus sp.
36 179 11AR4- T46 Bactéria Escherichia sp.
37 174 11AR3+ T47 Bactéria Halobacillus sp.
38 198 12AR1- T48 Bactéria Halobacillus sp.
39 200 12AR3- T49 Bactéria Halobacillus sp.
40 183 12AR3+ T50 Bactéria Priestia sp.

41 201 12AR4- T51 Bactéria Halobacillus sp.
42 184 12AR4+ T52 Bactéria Marinobacter sp.
43 202 12SR1- T53 Bactéria Halomonas sp.
44 186 12SR1+ T54 Bactéria Halobacillus sp.
45 203 12SR2- T55 Bactéria Halomonas sp.
46 187 12SR2+ T56 Bactéria Vreelandella sp.
47 188 12SR3+ T57 Bactéria Halomonas sp.
48 204 12SR4- T58 Bactéria Halobacillus sp.
49 207 16AR1+ T60 Bactéria Halobacillus sp.
50 211 16AR3- Tol Bactéria Halobacillus sp.
51 217 16SR2+ T62 Bactéria Virgibacillus sp.
52 355 24(12%)SR 1+ T76 Bactéria Halobacillus sp.
53 356 24(12%)SR2+ T77 Bactéria Halobacillus sp.
54 258 21(3%)AR1+ T64 Fungo Hortaea sp.
55 245 21(3%)AR2- T65 Fungo Paraloratospora sp.
56 261 21(12%)AR1- T66 Fungo Cladosporium sp.
57 272 21(12%)SR1- T67 Fungo Aspergillus sp.
58 273 21(12%)SR2+ T68 Fungo Em identificagdo
59 274 21(12%)SR3+ T69 Fungo Em identificagio
60 275 21(12%)SR4+ T70 Fungo Em identificago
61 336 24(3%)SR1+ T71 Fungo Aspergillus sp.
62 341 24(12%)AR1- T72 Fungo Em identificagdo
63 338 24(12%)AR1+ T73 Fungo Em identificagdo
64 339 24(12%)AR2+ T74 Fungo Penicillium sp.
65 340 24(12%)AR3+ T75 Fungo Em identificacdo
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