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resumo 

 
As plantas halófitas sobrevivem em ambientes de elevada salinidade com recurso a 
várias estratégias, sendo uma delas, a associação com bactérias que contribuem para o 
seu crescimento e tolerância ao stresse. As bactérias que colonizam tecidos das plantas 
sem lhes causarem dano designam-se como endofíticas. O objetivo deste trabalho foi 
contribuir para uma melhor compreensão da relação entre a halófita Salicornia 
ramosissima e as comunidades de bactérias endófitas associadas às suas raízes e a 
identificação de fatores bióticos e abióticos relevantes na estrutura e composição 
destas comunidades.  
A riqueza, diversidade e composição das comunidades de bactérias endofíticas 
cultiváveis e não cultiváveis foi investigada em 3 locais da Ria de Aveiro, representativos 
de diferentes condições físico-químicas e graus de intervenção humana. A riqueza e 
diversidade de bactérias endofíticas de S. ramosissima avaliada por métodos 
dependentes e independentes de cultivo, foi maior em locais mais salinos. A abordagem 
dependente de cultivo permitiu obter uma coleção de isolados nos quais foram 

identificados representantes das classes Actinobacteria, -Proteobacteria, -
Proteobacteria e Bacilli. A abordagem independente de cultivo permitiu detetar a 
presença de 1 classe de Archaea (Candidatus Woesearchaea) e 13 classes de Bactéria, 

com predomínio de -Proteobacteria, -Proteobacteria, Bacteroidia e Acidimicrobiia.  
Os resultados demonstram a elevada diversidade e variabilidade das comunidades de 
bactérias endofíticas da raíz de S. ramosissima, bem como o efeito do hospedeiro e de 
fatores físico-químicos dos sedimentos na sua estrutura e composição . 
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Halophytes survive in high salinity environments using several strategies, one of which 
is the association with bacteria that contribute to their growth and tolerance to stress. 
Bacteria that colonize plant tissues without causing damage are called endophytes. The 
aim of this work was to contribute to a better understanding of the relationship 
between the halophyte Salicornia ramosissima and the communities of endophytic 
bacteria associated with its roots and the identification of relevant biotic and abiotic 
factors as drivers of the structure and composition of these communities.  
The endophytic bacterial richness, diversity and composition of the culturable and non-
culturable fractions was investigated at three sites, within the estuarine system Ria de 
Aveiro, representing different physical-chemical conditions and degrees of human 
impact. The richness and diversity of S. ramosissima endophytic bacteria, as assessed 
either by culture dependent or culture-independent methods, was higher in the most 
saline sites. The culture-dependent approach provided a collection of isolates in which 

representatives of the classes Actinobacteria, -Proteobacteria, -Proteobacteria and 
Bacilli were represented. The culture-independent approach, allowed the detection of 
1 class of Archaea (Candidatus Woesearchaea) and 13 classes of Bacteria, with a 

predominance of -Proteobacteria, -Proteobacteria, Bacteroidia and Acidimicrobiia. 
The results demonstrate the high diversity and variability of the communities of 
endophytic bacteria, as well as the effect of host-specific and sediment-specific factors 
on their structure and composition. 
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Tabela 1 - Estimativa da abundância, diversidade e número de genes das comunidades presentes no 
fitobioma (adaptado de Leach et al., 2017)1 

1. Introdução 

 

1.1. Fitobiomas 

Fitobioma é a designação atribuída à entidade biológica constituída pela planta e 

pelo seu contexto ecológico, incluindo os fatores ambientais e as comunidades de macro e 

microrganismos associadas, que em conjunto, influenciam a saúde e produtividade das 

plantas. Os organismos associados incluem representantes de todas as formas de vida: 

vírus, bactérias, archaea, fungos, outras plantas e animais. As interações biológicas entre 

esses organismos abrangem a gama de relações bióticas representada nos ecossistemas 

complexos, incluindo competição, predação e patogénese, mutualismo e simbiose. As 

interações biolólogicas são enquadradas por fatores ambientais, incluindo composição do 

solo, temperatura, humidade, irradiação e vento1.  

A complexidade das interações que ocorrem dentro dos fitobiomas tem sido 

progressivamente desvendada à medida que são reportados resultados de estudos sobre 

estimativas da composição, e distribuição e abundância de organismos e genes nas 

comunidades microbianas associadas a plantas (Tabela 1).  

 

 

 

Grupo 
Subterrâneo Aéreo 

Abundância Diversidade 
Nº de 
genes 

Abundância Diversidade 
Nº de 
genes 

Bactérias (g-1 amostra) 106 – 1012 102 – 106 1012 102 – 107 101 – 105 108 

Fungos (g-1 amostra) 103 – 108 101 – 103 1010 101 – 103 101 – 102 106 

Archaea (g-1 amostra) 105 – 106 101 – 102 109 101 – 102 1 – 10 105 

Vírus (g-1 amostra) 106 – 109 101 – 102 109 102 – 103 1 – 50 105 

Fungos (g-1 amostra) 103 – 106 101 – 102 109  

Algas (g-1 amostra) 105 – 106 102 – 103 1010  

Nemátodos (g-1 amostra) 101 – 102 100 – 101 106  

Artrópodes (g-1 amostra) 102 – 105 101 – 103 108  

Anelídeos (g-1 amostra) 101 – 103 m-2 10 – 15 ha-1 106 m-2  
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 Décadas de investigação têm demonstrado a importância dos microrganismos na 

saúde e crescimento das plantas. Assim, as plantas são consideradas como um holobionte 

constituído pelo organismo hospedeiro e o seu microbiota2. Uma fração do microbiota das 

plantas, corresponde a microrganismos que colonizam o interior de tecidos e órgãos sem 

lhes causarem dano, designados como endofíticos3. As plantas e o microbiota interagem e 

influenciam-se mutuamente, sendo as interações estabelecidas e reguladas, através da 

produção e perceção de estímulos físicos e químicos.  

A metataxonómica - termo recentemente proposto para designar as estratégias de 

sequênciação em grande escala para a caracterização e análise comparativa de 

microbiomas e compreensão das relações bióticas associadas4 e os estudos de 

sequenciação do metagenoma (conjunto de genomas), têm levado à descoberta de que  as 

bactérias estão representadas em todos os compartimentos da planta e de que o genótipo 

da planta, o compartimento (e.g. espermosfera, endosfera, rizosfera, filosfera) e o 

ambiente influenciam a estrutura e composição destas comunidades5. 

Quando várias gerações de uma planta de crescimento rápido são estudadas, em 

conjunto com o seu microbioma, novas formas de interação podem ser observadas, 

reforçando a compreensão da forma como a interação entre plantas e microrganismos 

molda o desenvolvimento das primeiras6. Ao aumentar o acesso a nutrientes, ativar 

processos metabólicos, vias bioquímicas  e mecanismos de defesa, o microbioma da planta 

pode aumentar ou diminuir a vantagem adaptativa à co-existência de espécies e, 

consequentemente, influenciar não apenas uma única espécie de planta, mas todo o 

ecossistema7.  

A montagem do microbioma da planta pode iniciar-se na fase da produção da 

semente, envolvendo o recrutamento de microrganismos a partir de diversas fontes, das 

quais se destaca o solo, por interação das sementes com o ambiente circundante8. As 

plantas podem aquirir uma diversidade de microrganismos ao longo de todos os estágios 

do seu ciclo de vida de forma que as comunidades são mutáveis, com constante aquisição 

e perda de elementos9. Fatores como a espécie da planta, o estágio de desenvolvimento e 

o compartimento da planta também tem um papel importante na definição de diferentes 

associações microbianas8. Na rizosfera, além da espécies de planta, a composição e a 
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diversidade das comunidades microbianas são moldadas pelo tipo de solo, pedoclima, 

fatores climáticos e sazonais, condição das plantas, estágio de desenvolvimento, 

tratamentos com pesticidas, micro e macrofauna, e vários outros fatores bióticos e 

abióticos10. Coloca-se assim, a hipótese de que tenha ocorrido coevolução das plantas e de 

alguns constituintes do seu microbioma9. Apesar de ser frequente na literatura sobre 

microbiomas, uma acepção ampla do termo 'coevolução', numa perspetiva rigorosa, a 

coevolução entre os hospedeiros e seus microbiomas ocorre apenas sob condições restritas 

uma vez que requer modificação genética recíproca de ambos os parceiros9.  

 

1.2. Bactérias endofíticas 

Endofíticos são microrganismos comensais ou mutualistas, que podem ser isolados 

de tecidos superficiais de plantas cuja superfície foi desinfetada, ou extraídas de dentro da 

planta10,11. Podem ser encontrados em vários órgãos, como raízes, caules, folhas, frutos e 

flores10. A colonização ocorre normalmente por penetração na raiz, de bactérias da 

rizosfera (rizobacterias). No entanto, alguns microrganismos endofíticos podem ser 

transmitidos através da semente ou penetrar através de tecidos foliares danificados12. 

Durante a transição da rizosfera para a endosfera, ou seja, a mudança de habitat do 

sedimento circundante da raiz para os tecidos internos da planta, estas bactérias foram 

capazes de uma adaptação rápida a um novo ambiente, e às variações de pH e pressão 

osmótica. Os mecanismos de reconhecimento e adaptação envolvem recetores 

moleculares, mobilidade, capacidade de penetração e capacidade de ajuste do 

metabolismo e taxas de atividade13. A distribuição de bactérias endofíticas está 

intimamente relacionada com a fisiologia da planta e as condições ambientais. As maiores 

densidades ocorrem na raiz havendo diminuição progressiva de abundância em caules e 

folhas14.  

Estas associações entre plantas e bactérias endofíticas podem ser facultativas ou 

obrigatórias para o hospedeiro, dependendo do genótipo da planta e da sua estratégia de 

vida. As bactérias endofíticas obrigatórias podem ser transmitidas entre gerações através 

de sementes ou tecidos vegetais13. Estas bactérias, podem colonizar os tecidos internos, 

desenvolvendo diferentes estilos de vida e de interação com o hospedeiro, incluindo 
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relações  simbióticas como mutualismo e comensalismo14. Bactérias endofíticas benéficas 

também conhecidas como bactérias endofíticas promotoras de crescimento de plantas 

(PGPB) mostram capacidade de estimular o crescimento da planta e/ou sua capacidade de 

resistir ao stresse ambiental e a infeções, e reduzir os sintomas da doença10,16. Muitas 

destas características são comuns às rizobactérias, mas os efeitos benéficos 

proporcionados pelas bactérias endofítitas são geralmente maiores do que os oferecidos 

pela maior parte das bactérias rizosféricas12. 

 

 

 

 

Os PGPBs usam uma variedade de mecanismos para promover o crescimento das 

plantas (Figura 1). Alguns desses mecanismos consistem na produção de fito-hormonas 

indutoras de crescimento de plantas, como ácido acético (IAA), giberelinas e auxinas ou 

representam estímulos indiretos por meio das suas variadas atividades metabólicas de 

libertação de nutrientes, como a fixação de nitrogénio (N2) e solubilização de fosfato 

(P)11,16.  

 

 

Figura 1 - Mecanismos adotados por bactérias endofíticas para promover o crescimento das plantas16. 
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1.3. Comunidades endofíticas de halófitas 

A tolerância à salinidade varia entre as diversas espécies de plantas e com base 

nesse critério, as plantas são classificadas como glicófitas (plantas sensíveis ao sal) ou 

halófitas (plantas com afinidade com sal)17. As halófitas sobrevivem e conseguem 

completar o seu ciclo de vida em ambientes com elevadas concentrações de sal, podendo 

tolerar até 1 M NaCl18. A concentração ótima de cloreto de sódio (NaCl) para o crescimento 

da maioria das halófitas em soluções de cultura, varia de 20 a 500 mmol L-1, embora os 

valores ótimos possam variar com o estado fenológico e idade da planta e com as condições 

ambientais19.  

 

Figura 2 – Potenciais usos de halófitas, com destaque para o seu potencial enquanto fonte de bactérias 
halotolerantes (adaptado de Etesami & Beattie, 2018)17. 

 

As mudanças climáticas e a salinização do solo são dois dos maiores problemas que 

ameaçam a conservação dos ecossistemas17. De entre as principais atividades económicas, 

prevê-se que seja a produção agrícola a mais severamente afetada por estas mudanças. 
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Nesse sentido, as espécies halófitas têm sido propostas como alternativas às culturas 

tradicionais, na perspetiva da recuperação para a prática agricola de solos salinizados ou 

do uso de água salobra para irrigação20. Estas plantas apresentam mecanismos de 

tolerância ao stress ambiental, alta produtividade e valores nutricionais excepcionais20 

(Figura 2).            

 As plantas halófitas operam vários mecanismos, primários e secundários, para lidar 

com a salinidade elevada. Os mecanismos primários incluem o ajuste osmótico, a exclusão 

de Na da célula ou tecido vegetal ou o isolamento do sódio no vacúolo. Os mecanismos 

secundários envolvem microrganismos que melhoram o crescimento da planta, 

particularmente sob condições de stress15.  

Uma vez que o microbioma está envolvido direta ou indiretamente na regulação do 

crescimento de qualquer planta, tem vindo a ser cada vez mais aceite que os mecanismos 

de adaptação das plantas halófitas à salinidade estão também relacionados com 

microrganismos endofíticos e rizosféricos halotolerantes altamente especializados15. Em 

geral, é observada maior abundância e atividade metabólica da comunidade endofítica em 

em plantas expostas a salinidades mais elevadas22 o que constitui uma evidência indireta 

da contribuição das bactérias endofíticas para a adaptação das plantas ao stresse salino.  

Para além da sua tolerância a solos salinos as colocar como potenciais culturas 

agrícolas e fontes de alimento, as plantas halófitas tem também capacidade para eliminar 

compostos orgânicos e remover elementos tóxicos como o Se, Pb, Cr, Zn e As, 

apresentando assim elevado interesse como agentes de fitorremediação23. Assim, para 

além de contribuir para a tolerância ao sal, a relação planta-endófitos está também 

subjacente ao sucesso de algumas halófitas como agentes de fitorremediação de solos, 

nomeadamente em caso de contaminação com metais13. As bactérias endofíticas 

desenvolvem vários tipos de mecanismos, através dos quais aliviam a toxicidade de iões 

metálicos. Esses mecanismos incluem a transformação de iões metálicos em formas menos 

tóxicas, o sequestro de metais na superfície celular ou em polímeros intracelulares, entre 

outros14.  

Antes da massificação do uso da sequenciação avançada em ecologia microbiana, 

as bactérias endofíticas foram estudadas principalmente usando métodos baseados em 
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cultivo22. Os estudos mais recentes, baseados em métodos moleculares revelam um 

cenário completamente diferente no qual as comunidades de endofíticas revelam ser 

muito mais diversas do que aquelas que as que se consegue cultivar em laboratórios22.  

Embora ainda escassos, têm sido realizados trabalhos dirigidos ao estudo das 

comunidades bacterianas associadas a plantas halófitas. Estes estudos, têm aplicado a 

plataforma de sequenciação Illumina para obter informação mais abrangente sobre a 

estrutura e composição e abundância destas comunidades. A análise das comunidades de 

endofíticas associadas às halófitas Glaux marítima e Salicornia europaea baseada em 

sequenciação na plataforma Ilumina MIseq, revelou que as comunidades associadas às 

duas plantas, embora estruturalmente distintas, eram dominadas pelos filos 

Proteobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria, Planctomycetes e Chloroflexi24. Um outro 

estudo, envolvendo a caracterização do microbioma de diferentes compartimentos (folhas, 

caule, raiz, solo de rizosfera e solo de controlo) do fitobioma da halófita Messerschmidia 

sibirica, por sequenciação das regiões hipervariáveis V5-V7 do gene 16S rRNA bacteriano 

usando o Illumina HiSeq, mostrou que os 35 géneros mais representados pertenciam aos 

filos Proteobacteria e Actinobacteria. Os géneros mais representados foram Rhizobium (-

Proteobacteria), Streptomyces (Actinobacteria) e Pseudomonas (-Proteobacteria). A 

estrutura das comunidades variou entre compartimentos, sendo as comunidades 

encontradas na raiz, mais diversas do que as das folhas ou caules25. Um estudo análogo, 

realizado em Limonium sinense, identificou um total de 23 filos diferentes, com 

predominância de Acidobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, 

Gemmatimonadetes e Proteobacteria26. 

 

1.4. A halófita Salicornia ramosissima na Ria de Aveiro 

Salicornia é um género de halófita anual da família Chenopodiaceae descrita como 

pioneira, ou seja, das primeiras a colonizar ambientes intertidais ou salinos (Figura 3). O 

caule principal e os seus ramos opostos são compostos por ramos curtos, cada um com 

uma cobertura fotossintética suculenta, que lhe conferem o aspeto articulado 

característico. Na maturidade, cada ramo termina numa ponta carnuda de segmentos 



 

8 

 

férteis contíguos. A parte aérea chega a ter 40 

cm, com caules simples ou ramificados, com 

tonalidade verde escura que se torna vermelha a 

púrpura. O sistema radicular tende a ser 

superficial, frequentemente penetrando menos 

de 10 – 20 cm no sedimento 27. Estas plantas 

crescem em habitats costeiros ou interiores 

periodicamente inundados e salinos, distribuídos 

por regiões temperadas e subtropicais, com 

exceção da América do Sul e Austrália23,28.  

 Salicornia ramosssima é a única espécie 

representada em Portugal, é interessante notar que o nome Salicornia tem origem na 

palavra latina que significa "sal". Estudos relatam que algumas espécies, como Salicornia 

europaea, mostram tolerância a salinidade até 3% NaCl29. Por ser salgada, suculenta e com 

textura estaladiça, esta planta é apreciada em saladas, sendo que em algumas culturas, é 

mesmo considerado uma iguaria. Apenas as partes verdes e tenras são recomendadas para 

a alimentação, sendo as avermelhadas demasiado ricas em NaCl e Si. Além dessa relevância 

agrícola e económica, algumas espécies de Salicornia têm várias aplicações na medicina 

tradicional, como tratamento de obesidade, nefropatia e cancro, e tem demonstrado 

experimentalmente exibir diversas atividades biológicas29,30.  

Salicornia ramosissima está bem representada em sapais da Ria de Aveiro, esta Ria  

é um sistema estuarino caracterizado por uma reduzida produndidade média (< 1m). Como 

em vários outros sistemas costeiros do mundo, a intrusão de água salgada superficial em 

campos agrícolas circundantes faz com que a S. ramosissima surja espontaneamente em 

áreas antigamente agrícolas, pelo que o cultivo esta halófita pode vir a ser usado para 

mitigar as perdas associadas à salinização de terras aráveis30. 

 

 
 

 

Figura 3 – Banco de Salicornia ramosíssima. 
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1.5. Objetivos 
 

O objetivo deste trabalho é contribuir para uma melhor compreensão da relação 

entre a planta halófita Salicornia ramosissima e as comunidades de bactérias endofíticas 

associadas às suas raízes e a identificação de fatores bióticos e abióticos relevantes na 

estrutura e composição destas comunidades. Para este efeito foram utilizados métodos 

dependentes e independentes de cultivo, permitindo assim também avaliar a 

representatividade da abordagem dependente de cultivo face aos resultados da 

sequenciação avançada. 
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2. Materiais e métodos 

 

2.1. Área de estudo 

A Ria de Aveiro é um sistema estuarino 

de topografia complexa, localizado na costa 

noroeste de Portugal (Figura 4). Tem 45 km de 

comprimento e 10 km de largura e cobre uma 

área de 83 km2 na maré alta, que se reduz para 

66 km2 na maré baixa. É caracterizada por 

canais estreitos, bancos de lodo e sapais31. A 

Ria de Aveiro é uma laguna pouco profunda 

(profundidade média de 1 m). As áreas mais 

profundas da lagoa estão confinadas ao canal 

de entrada e a pequenas áreas próximas da 

embocadura, no limite oeste da laguna. Nessas 

áreas, a profundidade pode ser da ordem ou 

superior a 10 m32. Como em vários outros 

sistemas costeiros do mundo, a intrusão de 

água salgada superficial atinge os campos 

agrícolas circundantes30.  

 

2.2. Colheita  

A recolha de amostras de plantas, sedimentos e água intersticial foi efetuada em 

três locais distintos da ria de Aveiro representando diferentes condições de salinidade e 

tipo de usos do solo (Tabela 2). O local designado por “Santiago” corresponde à marinha 

de sal (salina) de Santiago da fonte, detida pela Universidade de Aveiro, onde se mantém 

ativa a produção de sal tradicional. Neste local, S. ramosissima cresce naturalmente nas 

margens elevadas dos tanques. O local “Horta” corresponde a um local onde outrora 

existiram marinhas de sal e mais tarde, tanques de aquacultura. Atualmente pratica-se o 

Figura 4 – Mapa localização da Ria de Aveiro. 
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cultivo S. ramosissima para comercialização, pela empresa “Horta dos Peixinhos”. O local 

“Boco” corresponde a um sapal natural, numa zona de baixa salinidade, na extremidade do 

Canal de Ílhavo, onde S. ramosissima e outras halófitas crescem espontaneamente.  

Em cada local, a colheita de plantas, sedimentos e água intersticial foi em 3 pontos 

separados por cerca de 10 m. As amostras de sedimento e água intersticial obtidas em nos 

diferentes pontos de cada local, foram combinadas numa amostra composta. 

 

  Tabela 2 - Informação dos locais de colheita amostrados neste estudo na Ria de Aveiro 

 

Local 
Coordenadas 
geográficas 

Data 
Material 
colhido 

Uso do 
solo 

Santiago da 
Fonte 

(Santiago) 

40°37’42’’N 

8°39’44’’W 
11/ 10/19 

Plantas, 
sedimento, 

água 
intersticial 

Salina 

Horta dos 
Peixinhos 

(Horta) 

40°32’24’’N 

8°40’16’’W 
16/10/19 

Plantas, 
sedimento, 

água 
intersticial 

Agricultura 

Boco 
40°39’2’’N 

8°38’42’’W 
25/10/ 19 

Plantas, 
sedimento, 

água 
intersticial 

Selvagem 

 

 

As plantas em fase de pré-floração, foram recolhidas com ajuda de uma pá estéril 

retirando a totalidade da planta (raízes e parte aérea) e solo aderente às raízes. As plantas 

foram transportadas em sacos estéreis devidamente identificados. A colheita do sedimento 

foi realizada junto às plantas, em zonas de sedimento não colonizado. Os sedimentos foram 

colhidos com uma pá estéril e mantidos em sacos estéreis de polietileno isentos de metais 

pesados, bem vedadas durante o transporte do campo ao laboratório. A água intersticial 

foi extraída do solo onde as plantas tinham sido retiradas utilizando o sistema Rhizon 

samplers (Rhizosphere Research Products, Wageningen, The Netherlands) que consiste 

numa seringa acoplada a um filtro, através da qual da aplica pressão de sucção para obter 

a água à qual as raízes das plantas tem acesso direto. As amostras foram mantidas a 4 °C 

até à análise.  
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As plantas foram processadas no dia da colheita, ou no máximo, durantes as 24 

horas seguintes. As amostras de sedimento e água intersticial foram tratadas nas 48-72 

horas subsequentes à colheita.  

 

2.3. Tratamento das amostras 

2.3.1. Tratamento das amostras de plantas  

Com o intuito de estudar a comunidade endofítica das raízes, o solo aderente às 

raízes foi removido através de lavagens sucessivas. As raízes foram separadas da parte área 

e procedeu-se à sua limpeza e desinfeção. Foram colocadas em tubos Falcon (50 mL) 

contendo 35 mL de tampão fosfato (PBS) e tween-80 (0.01 %)33 e agitadas durante 30 min 

a 180 rpm. Posteriomente, foram transferidas para outro tubo com 40 mL de PBS e agitadas 

no vortex durante 5 minutos. Este procedimento de lavagem em PBS e agitação em vortex 

foi repetido 2 ou 3 vezes até se apresentarem visualmente limpas, sem partículas de 

sedimento. Para a esterilização da superfície, as raízes foram imersas em 40 mL de uma 

solução de peróxido de hidrogénio 15 % e agitadas 5 minutos no vortex34. De seguida, 

foram realizadas 3 lavagens sucessivas das raízes em PBS, com agitação no vortex por 2 

minutos. Após a última lavagem, retirou-se 100 µL do PBS usado, para controlo de 

contaminação. O líquido foi semeado em meio de cultura Tryptic Soy Agar (TSA, Liofilchem, 

Roseto degli Abruzzi). As culturas foram incubadas a 30 °C durante 3 dia para detetar a 

formação de colónias. As raízes esterilizadas foram utilizadas para os procedimentos 

subsequentes, relacionados com as técnicas dependentes e independentes de cultivo. Para 

as análises dependentes de cultivo, as raízes foram usadas de imediato. Para as análises 

independentes de cultivo, as raízes foram armazenadas a -80 °C até se proceder à extração 

de DNA. 

 

2.3.2. Tratamento das amostras de de sedimento e água intersticial  

As amostras de sedimento foram colocadas em bandejas numa estufa a 50 °C, 

durante 5 dias, para a remoção da humidade residual. Após a secagem dos sedimentos, a 

sua desagregação física foi feita com o auxílio de martelos, e posteriormente todos esses 
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sedimentos foram peneirados, sendo usada para as análises a fração <2 mm. O teor de 

matéria orgânica (MO) foi determinado pela perda por ignição (LOI)35 após secagem em 

estufa a 110 °C overnight. As amostras foram arrefecidas num excicador, e pesadas antes 

de serem aquecidas a 430 °C durante 16h, numa mufla. Após a combustão, as amostras 

foram arrefecidas e pesadas novamente. O pH dos sedimentos foi determinado tanto em 

água, como em soluções de CaCl2 (0,01 M) com base no método ISO 103090/2005 (ISO 

2005). Para sedimentos, a relação entre massa e volume de solução utilizada foi de 1:5 (5 

g de solo e 25 mL de água ou solução de CaCl2). As suspensões foram agitadas durante 10 

minutos e depois deixadas em repouso durante 24 horas. A medição foi realizada com 

medidor de pH Hanna Instruments HI 9025. Para determinar o valor da condutividade 

elétrica (EC), foi preparada uma mistura 1:2 (10 g de solo e 20 mL de água) e agitada 

durante 1 minuto. A mistura foi deixada em repouso durante 1 hora antes das medições 

com um condutivímetro Hanna Instruments HI 9033. Na água intersticial, o pH e a 

condutividade elétrica foram determinados diretamente numa alíquota de 40 ml.  

Os catiões de troca sódio (Na+), cálcio (Ca+2), magnésio (Mg+2) e potássio (K+) 

foram determinados em extratos de acetato de amónia (1M; pH = 7) usando 

espectrometria de massa de plasma acoplado indutivamente (ICP- EM). A taxa de absorção 

de sódio (SAR) e a percentagem de sódio com capacidade de troca (ESP) foram 

determinados seguindo a diretriz para avaliação de salinidade do Programa Conjunto 

FAO/IAEA36. EC do extrato de saturação do solo (ECe) foram derivados dos valores de EC 

usando o fator de conversão descrito em Sonmez et al (2008)37 para solo argiloso da 

Turquia. 

Os sedimentos (0,25 g) foram digeridos com uma mistura de ácido quente (95 °C) 

(HClO4-HNO3-HCl-HF) e analisadas por ICP-MS para determinar as concentrações totais de 

41 elementos no Laboratório Analítico ACME (ISO 9002 Accredited Co). Todos os reagentes 

utilizados eram de alta qualidade e os equipamentos utilizados para a determinação dos 

parâmetros foram previamente calibrados. Amostras replicadas também foram analisadas 

para avaliar a precisão das diferentes medições. As réplicas mostraram uma diferença 

percentual relativa (RPD) inferior a 10%. 
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2.4. Caracterização da fracção cultivável  

2.4.1. Isolamento de bactérias endofíticas da raiz 

Aproximadamente 0,3-0,5 g de raízes esterilizadas conforme descrito em 2.3.1 

foram cortadas em fragmentos de aproximadamente 3 cm e homogeneizadas num 

almofariz estéril com 10 mL de PBS estéril, sob condições assépticas. Um grama do material 

obtido foi usada como amostra inicial para a preparação de uma série de diluições decimais 

em PBS. As diluições foram semeadas por incorporação em TSA suplementado com NaCl 

(25 g L-1) para obter bactérias halotolerantes. As culturas foram incubadas a 28 °C ± 2 

durante 7 dias. Colónias visualmente distintas e representativas da diversidade macróspica 

observada foram selecionadas, isoladas e purificadas por riscado por exaustão em placas 

de TSA suplementado com NaCl (25 g L-1). Os isolados foram repicados quinzenalmente em 

em meio sólido (TSA) e as culturas de trabalho foram mantidas a 4 °C e preservadas a longo 

prazo em glicerol 20 % (v/v) a -80 °C. 

 

2.4.2. Tipagem dos isolados por BOX-PCR 

O método de tipagem BOX-PCR foi utilizado para detectar isolados pertencentes à 

mesma estirpe. Foi realizado um PCR do DNA genómico extraído a partir de uma única 

colónia bacteriana, suspensa em 50 μL de água ultra-pura, submetida a 2 ciclos de 

aquecimento a 95 °C durante 5 minutos, seguidos de 15 minutos a -80 °C. Os detritos 

celulares foram precipitados por centrifugação a 4000 g durante 2 min e alíquotas de 40 µL 

do sobrenadante foram transferidas para microtubos e armazenadas a -20 °C até serem 

utilizados como DNA molde na reação de PCR. O PCR foi realizado no termociclador 

(Tprofessional TRIO thermocycler). As reações foram realizadas em volumes de 25 µL, 

contendo 1 µL de DNA, 12,5 μL DreamTaqTM PCR Master Mix (Fisher Scientific), 1,5 μl do 

primer (10 µM) BOX_A1R (5’-CTA CGG CAA GGC GAC GCT GAC G -3’)38, 1,25 μL de 1% (v/v) 

dimetil sulfoxido (DMSO) e 8,75 μL de água.  

Os controlos positivos e negativos foram executados para cada conjunto de PCR. As 

condições de amplificação por PCR foram as seguintes: desnaturação inicial realizada a 94 

°C durante 7 min, seguida de 35 ciclos de desnaturação a 94 °C durante 1 min, ligação do 
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primer a 53 °C durante 2 min, e extensão da cadeia a 65 °C durante 8 min e por fim de uma 

extensão final a 65 °C durante 16 min. Os produtos amplificados foram separados em géis 

de agarose 1,5% durante 120 minutos a 80 volt. Após obter o perfil de bandas dos isolados 

usando o Bio-Rad's ChemiDoc XRS+ system resultantes do BOX-PCR utilizou-se o software 

BioNumerics v7.6 (Applied Maths, Bélgica), para os vários géis serem comparados entre si 

com uma referência fixa a fim de excluir clones ou isolados mais semelhantes. Os 

resultados obtidos através deste software foram depois analisados no Rsoftware versão39, 

usando o vegan package40, e as matrizes de distância de Bray-Curtis. 

 

2.4.3. Extração de DNA genómico dos isolados bacterianos endofíticos 

Isolados representativos de cada agrupamento de BOX-PCR foram selecionados 

para identificação por sequenciação do gene de 16S rRNA. Após o seu crescimento em 

placa, retirou-se uma colónia pura de cada isolado, inoculou-se em 5 mL de Tryptic Soy 

Broth (TSB; Liofilchem, Roseto degli Abruzzi) e incubou-se overnight a 30 °C com agitação 

(110 rpm). Após 18 a 24 horas, as culturas foram retiradas do agitador e transferiu-se 1500 

µL para microtubos. As células foram precipitadas por centrifugação a 13000 g durante 1 

minuto. O DNA foi extraído a partir do pellet com o kit Higher Purity Bacterial Genomic DNA 

isolation Kit (Canvax) seguindo as instruções do fabricante. Não tendo sido previamente 

caracterizado o tipo Gram dos isolados, usou-se o método adequado a bactérias de Gram 

positivo, como foi aconselhado pelo fabricante, por assegurar maior eficácia. 

  

2.4.4. Amplificação do gene 16S rRNA e sequenciação 

O DNA dos isolados fui usado para amplificação do gene 16S rRNA por PCR. As 

reações foram realizadas em volumes de 25 µL, contendo 1 µl de DNA, 12,5 μl DreamTaqTM 

PCR Master Mix (Fisher Scientific), 0.1 μM de cada primer 27F (5’-

AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) e 1492 R (5’-GGTTACCTTGTTACGACTT-3’)41, 80 g mL-1 

albumina sérica bovina (BSA) e 10,5 μL de água.  

Os controlos positivos e negativos foram executados para cada conjunto de PCR. As 

condições de amplificação por PCR foram as seguintes: desnaturação inicial a 94 °C durante 
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5 min, 25 ciclos de desnaturação a 94 °C durante 45 seg, ligação dos primer a 56 °C durante 

45 seg e extensão da cadeia a 72 °C durante 1,30 min, e extensão final a 72 °C durante 10 

min. Os produtos de amplificaçao foram separados em géis de agarose 1% com GelRed 

(Biotium), durante 20 minutos a 110 voltes. Os produtos de amplificação foram enviados 

para a empresa Eurofins (Alemanha) onde foram sequenciados usando o primer 27F. 

 

2.4.5. Identificação dos isolados endofíticos  

As sequências dos fragmentos do gene 16S rRNA obtidas para os isolados foram 

submetidas a comparações com as sequencias disponíveis nas bases de dados do National 

Centre of Biotehnology Information (NCBI)42 e Ribosomal Database Project (RDP)43. Com o 

intuito de realizar análises de diversidade, as sequências foram submetidas a alinhamento 

e agrupamento em unidades taxonómicas operacionais (OTUs) considerando um limite de 

distância de 0,03 (97% de similaridade) no RDP43.       

 A tabela de OTU foi construída com as abundâncias das OTUs para todos os locais 

amostrados. Os índices de diversidade H' de Shannon e uniformidade de Pielou, baseados 

na abundância de OTUs foram obtidos usando o pacote Vegan40 com funções diversidade 

e diversidade/log (número da especificação), respetivamente. Outros índices de 

diversidade alfa foram obtidos usando a função de estimativa de riqueza no pacote 

Phyloseq44. Para comparar a variação da composição de OTU entre locais, foi construída 

uma matriz de dissimilaridade com base na distância de Bray-Curtis usando a tabela de 

abundância de OTU de dados não transformados. A análise de ordenação multidimensional 

não métrica (NMDS) baseada na distância de Bray-Curtis foi realizada para avaliar 

graficamente a dissimilaridade entre locais de amostragem, empregando a função meta 

MDS, também no pacote Vegan. A correlação das características do sedimento com as 

comunidades microbianas e os locais foi analisada com envfit do pacote Vegan40. Uma 

sequência representante de cada OTU foi classificada taxonomicamente utilizando o 

melhor hit da pesquisa no NCBI utilizando a base de dados de RNA de organismos de 

referência (refseq_rna)42 e no servidor EzBioCloud server45. A sequencia nucleotídica de 
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cada representante de OTU foi submetida na base de dados do Genebank e encontra-se 

disponível com os números de acesso MT981726-MT981766. 

 

2.5. Caracterização da comunidade total 

2.5.1 Extração de DNA total e amplificação por PCR 

Para as análises independentes de cultivo, foram contruídas 3 amostras compostas 

para cada um dos locais, cada amostra representa uma zona dentro do local (foram 

selecionadas 3 zonas dentro do local), cada amostra foi elaborada com três espécimes da 

mesma zona. O DNA total de raízes esterilizadas (secção 2.3.1) foi extraído com o kit 

comercial (ZymoBIOMICS™ DNA Miniprep Kit) segundo indicações do fabricante, e 

armazenado a -20 °C. 

 

2.5.2. Análise por eletroforese em gel com gradiente desnaturante (DGGE) 

Para a obtenção dos fragmentos do gene 16S rRNA adequados à análise por DGGE 

usou-se uma abordagem nested-PCR47. No primeiro PCR, usou-se os primers 27F e 1492R41 

e os volumes de reação descritos na alínea 2.3.4. Após confirmado o sucesso da 

amplificação por eletroforese, foi realizado o segundo PCR utilizando o produto da primeira 

amplificação como DNA molde e os primers 968F (5’-AACGCGAAGAACCTTAC-3’) e 1378R 

(5’-CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACG-3’), com GC-Clamp 

(CGCCCGGGGCGCGCCCCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGG) na extremidade 5’ do primer 

968F, para evitar a desnaturação completa de DNA de cadeia dupla durante a migração no 

gel46.  A reação de PCR (volume total 25 μL) consistiu em 12,5 μL DreamTaqTM PCR Master 

Mix (Fisher Scientific), 0,1 μM de cada primer, 1% (v/v) dimetill sulfoxido (DMSO) e 1 μL do 

DNA molde.             

 As condições de amplificação para o segundo PCR foram as seguintes: desnaturação 

inicial realizada a 95 °C durante 4 min, 25 ciclos de desnaturação a 95 °C durante 1 min,  

ligação do primer a 53 °C durante 1 min e extensão da cadeia a 72 °C durante 2 min, e 

extensão final a 72 °C por 10 min. Após a confirmação da amplificação dos fragmentos por 
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eletroforese em gel de agarose 1% corado com GelRed (Biotium), os produtos de PCR foram 

carregados num gel de poliacrilamida 6-10% (w/v). O gel foi montado no sistema de DGGE 

DCode Universal Mutation Detection System (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA), em 1x 

Trisacetato-EDTA (TAE) com um gradiente de desnaturação variando de 40% a 58% e a 

eletroforese foi realizada a 60 °C e 80 V durante 16 horas. No final, o gel foi corado com 

nitrato de prata46. A imagem do gel DGGE foi adquirida usando um scanner fotográfico 

Epson perfection V700. A análise do perfil de DGGE foi feita com o software BioNumerics 

v7.6 (Applied Maths, Bélgica). A posição das bandas e a intensidade foram processadas e 

transformadas numa tabela de abundância relativa e analisadas no R software39 com o 

pacote Vegan40. A matriz de dados de abundância relativa foi transformada 

logaritmicamente e o coeficiente de dissimilaridade de Bray-Curtis foi calculado com as 

funções decostand e vegdist, respetivamente. Foi feita a análise de componentes principais 

(PCO) dos perfis correspondentes às comunidades bacterianas em cada condição 

experimental usando a função cmdscale() e clusterização com a função hclust no R. Uma 

análise permutacional de variância bidirecional (PERMANOVA) foi usada para analisar as 

diferenças na composição da comunidade endofítica. 

 

2.5.3. Sequenciação de nova geração 

O DNA total da comunidade endofítica das amostras do Boco e Horta foram sujeitas 

a análise por sequenciação de nova geração. A região hipervariável V3-V4 do gene 16S rRNA 

das comunidades microbianas endofíticas foi amplificada e sequenciada usando a 

plataforma Illumina MiSeq® 2X300 bp em Genoinseq (Cantanhede, Portugal) com os 

primers Bakt_341F 5'– CCTACGGGNGGCWGCAG-3 'e Bakt_805R 5´-

GACTACHVGGGTATCTAATCC-3 '47,48. 

 

2.5.4. Análises de dados do sequenciamento de nova geração 

As leituras brutas foram extraídas do sistema Illumina MiSeq® em formato fastq e 

filtradas por qualidade com PRINSEQ versão 0.20.449 para remover adaptadores de 
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sequenciamento, leituras com menos de 150 bases e qualidade média inferior a Q25 numa 

janela de 5 bases.  

As leituras diretas e reversas foram misturadas por sobreposição de leituras 

emparelhadas com AdapterRemoval versão 2.3.050 usando parâmetros padrão. Análises 

bioinformáticas adicionais foram processadas e analisadas usando o QIIME 2 versão 

2020.8.051 e seus plug-ins. O plugin “Qiime tools import” foi usado para a importação de 

leituras de boa qualidade, de multiplexadas e emparelhadas e a criação do arquivo 

“artefato” (tipo “SequencesWithQuality”). O plugin DADA252 foi usado para a remoção de 

quimeras (método de consenso) e agrupamento em sequências representativas 

denominadas variantes de sequência de amplicon (ASVs).  

A árvore filogenética foi construída com a sequência do gene 16S rRNA 

representativa inserida na filogenia de referência da versão 13_8 de greengenes 53 usando 

“q2 plug-in -fragment-insertion”54. A classificação taxonómica das ASVs foi feita com o plug-

in “q2-feature-classifier49 com o método classify-sklearn contra o Naïve pré-treinado 

Classificador Bayes baseado em sequências completas de SILVA 138 OTUs55.  As análises 

que se seguiram foram realizadas no R software com o pacote Phyloseq56. A cobertura da 

sequenciação foi avaliada por análise de rarefação. Os índices de diversidade alfa chao1, 

espécies observadas, Shannon-Wiener Index H' e Simpson foram calculados como 

estimativa da diversidade e riqueza das comunidades bacterianas endofíticas. A relação 

entre a composição geral das comunidades nos dois locais (diversidade beta) foi analisada 

utilizando a matriz de distância de dissimilaridade de Bray Curtis e visualizada com uma 

análise de ordenação multidimensional não métrica (NMDS).  

As diferenças estatísticas nos índices de diversidade alfa e a diversidade beta entre 

os locais foram determinadas pelo teste ANOVA. Para detear espécies (ASVs) com 

abundâncias distintas nos dois locais, foi utilizado o pacote DESeq2 no R software57. Os 

parâmetros físico-químicos do solo foram ajustados ao espaço de ordenação usando a 

função envfit no pacote Vegan R40. A composição das comunidades foi expressa como 

abundâncias relativas ao nível de classe, família e género. Os gráficos foram feitos usando 

o pacote ggplot258. 
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3. Resultados/Discussão 

 

3.1. Caracterização do ambiente sedimentar 

Os parâmetros físico-químicos determinados para as águas intersticiais e 

sedimentos nos três locais amostrados na Ria de Aveiro são apresentados na Tabela 3. Os 

valores de pH dos sedimentos determinados em extratos em água e em solução de cálcio 

variaram entre 6,7 – 7,5. O sedimento de Santiago obteve os maiores valores de pH (7,4 –

7,5) sendo considerado como ligeiramente alcalino (7,4 – 7,8)59. Com base no pH, os 

sedimentos dos locais da Horta (7,2 – 7,3) e Boco (6,7) foram classificados como neutros. 

A condutividade elétrica (EC) dos sedimentos foi superior em Santiago com um valor de 47 

dS m-1, seguido da Horta com 34,4 dS m-1 e por último, Boco com 15,01 dS m-1. Estes valores 

de EC dos sedimentos estão relacionados com a condutividade elétrica dos extratos de 

saturação do solo (ECe). Os valores de ECe variaram entre 56-177 dS m-1 correspondendo 

a solos salinos (ECe > 16 dS m-1)36. Tendo em consideração o ECe e os valores estimados 

para SAR e ESP, os solos dos locais de Horta e Boco foram classificados como solos salino-

sódicos e Santiago como salino não sódico36. Estes resultados estão em concordância com 

o esperado visto que  Santiago fica no local de marinha de sal ainda em atividade. Em 

Santiago registaram-se valores de matéria orgânica (4,3%) inferiores aos registados na 

Horta (6,1%) e Boco (7,2%).         

 As amostras de sedimentos analisadas por ICP-MS para determinar as 

concentrações totais de elementos mais relevantes estão exibidas na Tabela 3. Como seria 

de esperar, todos os sedimentos apresentaram valores elevados de Na elevados, sendo 

este elemento usado por S. ramosissima como substância de ajuste osmótico19. No local 

Horta registaram-se valores de Ca elevados, comparando com os outros locais, e no local 

Boco obteve-se valores muito superiores de Mn.
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Tabela 3 – Parâmetros físico-químicos sedimentos e água intersticial provenientes dos 3 locais da Ria de Aveiro. 

Tabela 4 – Análise elementar dos sedimentos de 3 locais da Ria de Aveiro. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
SEDIMENTOS AGUA INTERSTICIAL  

pHwa pHcab ECc (dSm-1) OMd (w/w%) SARe ESPf ECeg (dSm-1) pH EC (dSm-1) 

Santiago 7,5 7,4 47,2 4,3 10,5 13 177 7 128,5 

Horta 7,3 7,2 34,3 6,1 12 15 129 7,3 113,1 

Boco 6,7 6,7 15,01 7,2 12,3 17 56 7,6 68,5 

 
Sódio 

[mg kg-1] 
Magnésio 
[mg kg-1] 

Alumínio 
[mg kg-1] 

Fósforo 
[mg kg-1] 

Potássio 
[mg kg-1] 

Cálcio 
[mg kg-1] 

Manganês 
[mg kg-1] 

Ferro 
[mg kg-1] 

Cobalto 
[mg kg-1] 

Níquel 
[mg kg-1] 

Cobre 
[mg kg-1] 

Zinco 
[mg kg-1] 

Arsênio 
[mg kg-1] 

Estrôncio  
[mg kg-1] 

Santiago 19807,3 8852 8502,2 333,3 3412,9 1974,1 44,9 7708,2 1,9 5 23,8 37,9 4,6 21,2 

Horta 20277,5 7443,9 11298,2 291,7 4490,4 4705,9 79,3 13305,7 3,8 10,8 15,3 88,6 7 40,4 

Boco 12708,4 5909,8 17092,8 154,4 5929,3 1917,3 390,9 14649,5 7,1 12,3 8,1 25,2 8,7 31 

a -Potencial hidrogeniónico determinado em água 
b - Potencial hidrogeniónico determinado em solução de cloreto de cálcio 
c - Condutividade elétrica 
d - Matéria orgânica 
e - Taxa de adsorção de sódio 
f - Percentagem de sódio trocável 
g - Condutividade elétrica do extrato de saturação 
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Figura 5 – Eletroforeses em géis de agarose (1.5%) dos perfis genómicos obtidos por BOX-PCR a partir do DNA 
genómico dos diferentes isolados bacterianos. M: GeneRuler 1 kb Plus DNA ladder (Thermo ScientificTM). 

Na água intersticial registaram-se valores de pH diferentes dos do sedimento. Nas 

amostras de Santiago obteve-se um valor neutro (7,0), inferior ao pH do sedimento, na 

Horta o pH da água foi idêntico ao do sedimento (7,3) e no Boco, o pH da água intersticial 

foi ligeiramente alcalino (7,6). A condutividade elétrica da água intersticial foi coerente com  

a EC dos sedimentos. O local com os valores mais elevados foi Santiago com 128,5 dSm-1 

seguido da Horta com 113,1 dSm-1 e Boco com 68,5 dSm-1. 

 

3.2. Identificação de isolados de bactérias endofíticas  

No total, foram obtidos 53 isolados bacterianos a partir da endosfera da raiz de S. 

ramosissima de três locais diferentes da Ria de Aveiro. Não foram observadas colónias nas 

placas utilizadas como controlo de assepsia, evidenciando assim a eficácia do processo de 

desinfestação. O BOX-PCR foi feito a partir do DNA de uma única colónia para cada um dos 

isolados endófitos. A Figura 5 ilustra dois géis de agarose obtidos após o BOX-PCR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A Figura 6 representa o agrupamento obtido a partir da análise de similaridade de 

Bray-Curtis, que permitiu relacionar os diferentes perfis genómicos obtidos para os isolados 

através dos géis de agarose (Figura 5). A partir destes resultados e da inspeção visual dos 

perfis concluiu-se que os isolados apresentavam pouca similaridade entre si, 

provavelmente por terem origem em locais diferentes. Foram agrupados apenas 4 isolados 

 M         -          -        RL6      RL19    RL20    EL14    EL13    ES14    EL7   RL12     RL1   RA10   ES15    EA9       -      RA25         -        RA23     M        M      ES13     3B3     ES3   EB39    ES12    ES7     EB45   ES25   ES1     ES2      EL9      ES6     ES8    EB41B   ES4    EL10        -      RL18      M      
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Figura 7 – Gel de agarose (1%) resultante do PCR do gene 16S rRNA em alguns isolados. 
M: GeneRuler 1 kb Plus DNA ladder (Thermo ScientificTM), C+: Controlo positivo, C- 
Controlo negativo. 

(EB40, EB41A, EB42 e ES22) que apresentaram similaridade acima de 60% entre si (Figura 

6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

No total, foram selecionados 49 isolados para sequenciação. A Figura 7 ilustra um 

gel de agarose obtido após o PCR para amplificação do gene 16S rRNA , onde é possível 

observar uma banda do tamanho esperado (aprox. 1500 pb) bem definida, assegurando 

que o DNA apresentava qualidade para sequenciação. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6 – Dendrograma de similaridade com base em 
características genótipicas (BOX-PCR) dos isolados em três locais 
distintos da ria de Aveiro. 

M      EH24     ES10     ES17    EH7     ES14    ES18    EH21    EB50     EB3     ES13    ES21    EH19    EH20    EH15     ES6      ES12     EB6        C+       C-   

1500 pb  

500 pb 
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Figura 8 – Afiliação taxonómica ao nível da classe de 
bactérias endofíticas da raíz de Salicornia ramosíssima de 
três locais da ria de Aveiro. 

Tabela 5 – Análise das sequências parciais do gene 16S rRNA obtidas para os isolados bacterianos 

Na tabela 5  é apresentado um resumo do resultado da sequenciação de 14 isolados 

do Boco, 17 da Horta e 18 de Santiago.  

 

 

 

 

Os isolados foram identificados como pertencentes a 4 classes bacterianas: 

Actinobacteria, Alphaproteobacteria, Bacilli e Gammaproteobacteria (Figura 8). O Boco 

apresentou o maior número de classes taxonómicas, sendo a classe Bacilli a mais 

abundante (50% dos isolados), seguida da classe Gammaproteobacteria (35%) e em menor 

proporção, dois isolados representantes da classe Alphaproteobaceria e um isolado 

pertencente a Actinobacteria. Na Horta, foram identificadas bactérias endofiticas 

pertencentes as classes taxonómicas Actinobacteria, Bacilli e Gammaproteobacteria em 

proporções similares, e nenhum isolado de Alphaproteobacteria. Em Santiago, os isolados 

foram identificados como Gammaproteobacteria e Bacilli. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Boco Horta Santiago 

Número de isolados 14 17 18 

Comprimento médio da sequência 16SrRNA  926 915 920 
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Figura 9 - Classificação das bactérias endofiticas de raízes de S. 
ramosissima de três locais da ria de Aveiro ao nível do género. 

Foram obtidos 21 géneros diferentes (Figura 9). O local Boco teve maior 

representação do géneros Bacillus (29%) e Providencia (21%). No local Horta, os 

géneros dominantes foram Bacillus (35%), Micrococcus (24%) e Pseudomonas (18%), e 

em Santiago, observou-se maior abundância relativa dos género Kushneria (28%) e 

Salinicola (17%). O género mais dominante nos três locais foi Bacillus, que foi também 

o único género de ocorrência comum aos 3 locais. O género Kushneria  foi encontrado 

exclusivamente no local mais salino, Santiago. Este género foi proposto pela primeira 

vez em 2009 para agrupar uma nova espécie isolada das folhas da halófita Avicennia 

germinans e outras espécies anteriomente incluídas no género Halomonas60. Diversos 

estudos têm mostrado variações significativas na expressão de proteínas envolvidas 

na osmorregulação, resposta ao estresse, geração de energia e transporte sobre 

estresse salino em representantes deste género61 assim como propriedades de 

promoção de crescimento de plantas na presença de salinidade elevada e metais 

pesados62. Outros géneros como Sporosarcina e Thalassospira foram isolados das 

raízes da halófita Aster tripolium63. Algumas espécies de Bacillus e Gracibacillus são 

membros comuns das comunidade endofíticas, com atividades de promoção do 

crescimento da halófita Arthrocnemum macrostachyum64.  
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3.3. Análise da diversidade de bactérias endofíticas isoladas 

As 49 sequências de rRNA 16S obtidas dos isolados bacterianos foram submetidas 

a alinhamento e clusterização, resultando em 26 OTUs com 97% de similaridade. A Tabela 

6 representa os índices de diversidade alfa que avaliam a diversidade intrínseca em cada 

comunidade ou local. Os índices mais utilizados para expressar a diversidade alfa são o 

índice de Shannon e índice de Simpson65. Os valores destes índices não foram muito 

diferentes entre locais: o índice de Simpson variou de 0,85 a 0,88 e o índice de Shannon 

variou de 1,97 a 2,31. No entanto, o índice de diversidade Shannon calculado para a 

comunidade do local Horta, foi ligeiramente superior, apontando para uma maior 

diversidade da fração cultivável da comunidade endofítica.  

 

 

 

 

A identificação e abundância de cada OTU, nos diferentes locais de colheita, está 

representada na Figura 10. A identificação taxonómica das OTUs foi realizada utilizando o 

banco de sequências 16S rRNA de referência do NCBI que mostraram similaridades entre 

98.1%-100% com sequências conhecidas. Esta informação consta do Anexo 1. O heatmap 

(Fig. 10) mostra uma clara diferença entre locais, expressa por perfis característicos de 

presença e abundância relativa. Todas as OTUs tiveram ocorrência restrita a apenas um 

local, com a exceção de Bacillus zhangzhouensis que foi isolado em todos os locais, e de 

Oceanobacillus picturae que foi isolado nos dois locais mais salinos, Horta e Santiago. Esta 

diferença na composição da fração cultivável das comunidades endofítias da raiz de S. 

ramosissima em três locais diferentes da Ria de Aveiro já tinha sido observada na 

 

Número 

de 

isolados 

OTUs Shannon Simpson InvSimpson 

Boco 14 8 1,97 0,85 6,53 

Horta 17 12 2,31 0,88 8,26 

Santiago 18 9 2,03 0,85 6,48 

Tabela 6 – Comparação da riqueza e índices de diversidade alfa estimados. 
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Figura 10 - Heatmap das abundâncias relativas de OTUs presentes em cada 

local e dendograma mostrando o agrupamento hierárquico entre os locais. 

 

distribuição dos géneros, já que o único género comum aos três locais foi género Bacillus 

(Fig. 10). Uma estirpe de Bacillus zhangzhouensis com capacidade de produzir IAA, crescer 

em meio sem nitrogénio e produzir compostos voláteis inibidores de fungos foi isolada em 

solo de floresta, como parte da comunidades bacteriana associada a micorrizas, o que 

confirma o potencial efeito desta bactéria na promoção do crescimento de plantas66. 

Oceanobacillus tem sido isolado a partir de diversas amostras ambientais, incluindo 

sedimentos oceânicos e habitats hipersalinos e foi a primeira bactéria halofilica a ser 

isolado do intestino humano67. Uma estirpe halotolerante de O. picturae com capacidade 

de solubilizar fosfato foi isolada da rizosfera da halófita de mangal Avicennia marina68. 

Kushneria phyllosphaerae foi abundante na coleção de isolados de Santiago. Esta espécie 

foi isolada pela primeira vez, da endosfera da halófita Arthrocnemum macrostachyum, 

exibindo várias caracteríticas promotoras do crescimento de plantas69. No local Boco 

Providencia rettgeri e Bacillus zhangzhouensis foram as mais abundantes. Providencia 

rettgeri foi já reportada como produtora de IAA70. Micrococcus luteus foi dominante na 

coleção de isolados do local Horta. A sequenciação do genoma de M. luteus isolado de 

raízes de Cyperus conglomeratus da costa do Mar Vermelho permitiu detetar 

determinantes genéticos para diversas atividades promotoras do crescimento de plantas71.  
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A relação entre a estrutura da fração cultivável da comunidade bacteriana 

endofítica e os parâmetros físico-químicos dos sedimentos foi investigada por 

ordenação multidimensional não métrica (NMDS). A representação gráfica da análise 

NDMS (Figura 11) separa claramente as coleções de isolados dos diferentes locais. Os 

elementos Cu, Mg e P, a condutividade elétrica (ECe), o pH do sedimento e o conteúdo 

em Na estão associados com a composição da comunidade de endofíticas de Santiago. 

Outros elementos como Zn e Ca, mostram maior relação a composição da comunidade 

do local da Horta. No Boco, a maior associação é com o conteúdo do sedimento em Al, 

Co, K, As, Fe, Ni e matéria orgânica (SOM). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.4. Análise das comunidades totais 

3.4.1 Comparação da estrutura das comunidades por DGGE 

A análise de perfis de DGGE foi usada para uma comparação preliminar da estrutura 

das comunidades endofíticas em diferentes sub-amostas do mesmo local, com o objetivo 

de racionalizar o esforço de sequenciação subsequente. As sub-amostra foram compostas 

com raízes de 3 espécimens (plantas), colhidas em cada um dos locais Boco (B), Santiago 

Figura 11 – Representação da análise NMDS relacionado a abundância de 
OTUs referente a cada local com os parâmetros físico-químicos. 
 

Santiago 

Horta 

Boco 
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(ST) e Horta (HP). No local Boco, as sub-mostras BU1, BU2 E BU3 correspondem a material 

de uma única planta, de cada ponto de amostragem.   

 

No geral, os perfis de DGGE (Figura 12) mostram que as raízes de S. ramosissima 

apresentam comunidades bacterianas endofíticas diversas. A análise de PERMANOVA a 

partir da matriz de dissimilaridades de Bray-Curtis mostrou diferenças significativas entre 

locais (P = 0,001), mas não entre sub-amostras de cada local.  

A análise das diferenças através de uma análise de componentes principais (PCO) a 

partir dos perfis de DGGE, mostrou agrupamento entre sub-amostras do mesmo local 

indicando maior similaridade entre comunidades endofíticas em diferentes pontos do 

mesmo local do que entre locais diferentes (Figura 13). Estas observações sugerem um 

forte efeito das condições ambientais no microbioma associado às plantas. Um estudo feito 

por Szymanska et al (2018)15 em bactérias endofiticas da raiz de S. europeia mostrou baixa 

Figura 12 – Perfis PCR-DGGE das comunidades de bactérias 
endofíticas da raiz de S. ramosissima em 3 locais da Ria de 
Aveiro. B1-B3 correspondem a 3 pontos do local Boco; ST1 – 
ST3 correspondem a 3 pontos do local Santiago; HP-HP3 
correspondem a 3 pontos do local Horta; BU1-BU3 
corespondem a amostras de um única espécimen de cada 
ponto de amostragem no local Boco. 
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Figura 13 – Análise de componentes principais (PCO) dos perfis 
DGGE das comunidades bacterianas endofíticas associadas aos 
tecidos radiculares de plantas de S. ramosíssima nos diferentes 
locais amostrados. 

variabilidade entre 3 subamostras, cada uma com 3 réplicas, de dois locais de colheita 

distintos, confirmado o efeito de parâmetros relacionais com o local na definição da 

estrutura e composição das comunidades associadas a uma mesma espécie de planta 

hospedeira.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.4.2 Sequenciação Illumina   

Com o intuito de estudar mais detalhadamente as diferenças entre comunidades 

de endofíticas associadas a diferentes populações de S. ramosissima foi feita sequenciação 

de nova geração (Illumina) dirigidas ao gene 16S rRNA, do DNA das comunidades 

endofíticas dos locais de Horta e Boco. Estes locais foram selecionados por representarem 

condições contrastantes quanto aos usos do solo e por apresentarem perfis de DGGE 

distintos. O local da Horta é caracterizado por um solo altamente salino utilizado para o 

cultivo intensivo de S. ramosissima e o local de Boco é caracterizado pelo crescimento 

natural da Salicornia e condições menos salinas.  
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Figura 14 – Representação com boxplots das médias entre as 
réplicas dos índices de diversidade determinados para as 
comunidades endofíticas dos locais Horta e Boco. 

Tabela 7 – Número de sequências, riqueza de espécies e estimativa de diversidade das comunidades 
endofíticas obtidos por sequenciamento de nova geração. 

Amostra Sequencias ASVs Chao1 Shannon Simpson 

BOCO 1 12004 179 179 4,7 0,99 

BOCO 2 21163 338 338 5,2 0,99 

BOCO 3 26859 368 368 5,3 0,99 

HORTA 1 29920 479 479 5,5 0,99 

HORTA 2 14522 246 246 4,9 0,99 

HORTA 3 27320 407 407 5,3 0,99 
 

a ASVs: Variantes de sequência do amplicão 
b Chao1: Estimação de riqueza de espécies 
c Índice de biodiversidade de Shannon (>0, maior mais diverso) 
d Índice de diversidade Simpson (0-1; 0 = mais simples) 
 
 
 
 

Após a obtenção das sequências, filtragem de qualidade das leituras e remoção de 

quimeras, foi obtido um total de 131.788 leituras, variando de 12.004 a 29.920 leituras por 

amostra (Tabela 7). As leituras de boa qualidade foram agrupadas em 99% identidade de 

sequência / ASVs totalizando 7.399 ASVs.  
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O número de ASVs obtidos para cada amostra e os correspondentes valores dos 

índices de riqueza e diversidade são apresentados na Tabela 7. Os valores dos índices de 

riqueza e diversidade foram, em média, superiores na comunidade de endofíticas do local 

Horta (Fig. 14). No entanto, a análise ANOVA (p <0,05) não mostra efeito significativo do 

local (Horta ou Boco) no número de ASVs (P= 0.414) nem nos índices de riqueza e 

diversidade Chao1 (P= 0.414), Shannon (P= 0.563) ou Simpson (P= 0.737). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As análises de diversidade beta foram usadas na perspetiva de avaliar o grau de 

similaridade entre as comunidades de bactérias endofíticas de S. ramosissima dos dois 

locais, Boco e Horta. As diferenças foram avaliadas por análise de ordenação 

multidimensional não métrica (NMDS) usando a distância de Bray-Curtis (Figura 15). A 

representação gráfica mostrou a separação das amostras por local (Horta e Boco) (stress 

0.05) segundo o primeiro eixo.  

 

Boco 3 

Boco 2 

Boco 1 

Horta 3 

Horta 1 

Horta 2 

Figura 15 – Análise de escala multidimensional não métrica 

baseada em Bray-Curtis par a par das comunidades bacterianas 

endofíticas. As cores e a forma representam o local de 

amostragem. 
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Figura 16 – Curvas de rarefação da riqueza de espécies em 
função do esforço de sequenciação de comunidades 
bacterianas endofíticas de Salicornia ramosissima de dois 
loais da Ria de Aveiro, Horta e Boco. 

As curvas de rarefação construídas com a riqueza de espécies (número de ASVs) 

(Figura 16) mostraram que a saturação foi atingida em as amostras, indicando que o 

esforço de sequenciação foi suficiente para representar adequadamente a diversidade das 

comunidades endofíticas. Verificou-se que a partir das 12.004 sequências (número mínimo 

de ASVs, correspondente à amostra EBOCO1; Tabela 6), com o aumento da profundidade 

de sequenciação não se observou um aumento significativamente no número de ASVs 

mostrando assim que o número de espécies não é afetado pela profundidade do 

sequenciamento. Assim, procedeu-se à normalização dos dados, sub-amostrando todas as 

amostras para o mesmo número de sequências (12.004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Após a normalização, obteve-se 1910 ASV cuja distribuição por locais está 

representada na Figura 17. Em concordância com os índices de diversidade (Tabela 7 e 

Figura 14), o número total de ASVs no local Horta foi maior (1067) do que no local Boco 

(843). O número ASVs comuns aos dois locais foi <1% do total, correpondendo a -

Proteobacteria (10), -Proteobacteria (6), Myxococcota (2) e Bacteroidia (1) (Anexo 3). 

Estes resultados são diferentes dos obtidos por Szymanska et al (2018)15 em dois locais com 

diferentes salinidades (ECe 113 e 63 dS m−1) em que o número de OTUs comuns aos dois 
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locais (1479), era superior ao número de OTUs exclusivas de cada local (1887 no local mais 

salino e 1129 no local menos salino), parte desta diferença pode-se dever ao facto que este 

trabalho utilizou OTUs com 97% de similaridade enquanto o nosso trabalho utilizou ASVs 

com 99% similaridade. Apesar disso estes resultados podem também sugerir que para além 

da salinidade, outros fatores, nomeadamente relacionados com as características físico-

químicas dos sedimentos, o historial de utilização (e.g. salicultura, aquacultura), o genótipo 

das plantas e a diversidade da vegetação halófita podem ser relevantes na constituição das 

comunidades endofíticas da raiz, em cada população de S. ramosissima. 

 

 

Para obter uma perspetiva mais geral sobre os traços dominantes da estrutura e 

composição das comunidades endofíticas as leituras de baixa abundância (< 1% abundância 

relativa) foram excluídas das análise e a composição da fração de maior abudância relativa, 

ao nível da classe, está representada na Figura 18. Foram identificadas 13 classes de 

Bacteria e 1 classe de Archaea, esta última detetada no local Boco com uma abundânca 

relativa de 3%. As classe -Proteobacteria e -Proteobacteria foram as mais representadas 

em todos os locais e sub-amostras. As classes Bacteroidia e Acidimicrobia, foram 

minoritárias em ambos os locais. 

Figura 17 – Diagrama de Venn representando 
o número de ASVs correspondentes a 
bactérias endofíticas das raízes de Salicornia 
ramosissima nos locais Boco e Horta. 

824 19 1048 
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Figura 18 – Afiliação taxonómica e abundância relativa dos ASVs (abundância >1%) ao 
nível da classe, nos diferentes locais e sub-amostras.  

 

 

Estudos anteriores em que foi usada a sequenciação Miseq Illumina para a 

caraterização de comunidades bacterianas associadas à raiz de espécies de Salicornia, 

identificou um total de 106 classes, 19 das quais (e.g. -Proteobacteria, -Proteobacteria, 

Acidimicrobiae Bacteroidia) representadas nas comunidades de bactérias endofíticas25. 

Outro estudo, baseado na mesma plataforma de sequenciação, dirigido a raízes e caules 

de S. europaea revelou a dominância de -Proteobacteria e Flavobacteriia, e a presença de 

Cytophagia e -Proteobacteria, estando estas últimas mais representadas nas raízes21. Tal 

como nos resultados do presente trabalho, Yang et al (2016)72 reportaram a abundância de 

-Proteobacteria, Acidobacteria, Bacteroidetes e Actinobacteria na rizosfera da halófita 

Helianthus tuberosus.  
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Figura 19 – Heatmap da abundância relativa de famílias representadas com ≥1% de 
abundância relativa nas comunidades bacterianas endofíticas de s. ramosíssima dos locais 
Horta e Boco, baseado na distância de Bray-Curtis. 
. 

O agrupamento das amostras por similaridade com base na composição 

taxonómica e abundância relativa ao nível da família está representada na Figura 19. As 

famílias Stappiaceae, Rhizobiaceae, Flavobacteriaceae e Spongiibactereacea estão bem 

representadas nos dois locais, com abundâncias relativas que podem atingir 17% 

(Rhizobiaceae na amostra Horta 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A família Stappiaceae, anteriomente incluída nas Rhodobacteraceae e 

recentemente reclassificada e renomeada73, foi encontrada em média, com abundâncias 

de aproximadamente 10% na Horta e 4% no Boco. São bactérias de Gram negativo, 

maioritariamente aeróbias ou anaeróbias facultativos e heterotróficos73. A família 

Rhizobiaceae, com abundância relativa média de 15% no local Horta e 10% no Boco, 

contém atualmente espécies de bactérias de rápido crescimento, que podem ser 
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saprofíticas ou mutualistas de plantas74. A família Flavobacteriaceae, mais representada no 

local Boco, é a maior família do filo Bacteroidetes. Os seus membros ocupam uma grande 

diversidade de habitats estando amplamente distribuídos no meio marinho75. A família 

Spongiibactereacea (-Proteobacteria) ocorre sobretudo em ambientes marinhos76. A 

família Rhodomicrobiacea (-Proteobacteria) foi detetada nas três amostras do local Horta, 

mas em nenhuma do local Boco. Inclui apenas uma espécie cultivável, Rhodomicrobium 

vannielii77. Pelo contrário, as famílias Cyclobacteriaceaea e Marinobacteraceae foram 

detetadas nas três amostras do Boco mas não nas amostras do local Horta. A família 

Cyclobacteriaceaea (Bacteroidetes) inclui 45 espécies distribuídas por 14 géneros, na 

maioria característicos de habitats marinhos como salinas, água do mar e sedimentos 

marinhos78. A família Marinobacteraceae (-Proteobacteria) foi proposta recentemente 

para agrupar os géneros Marinobacter, Mangrovitalea, Pseudohalomonas, e 

Tamilnaduibacter79. Membros desta família têm sido isolados de sedimentos de ambientes 

marinhos e uma espécie, Marinobacter lipolyticus, foi testada com sucesso na atenuação 

do stresse salino em trigo80.  

Foram identificados 33 géneros, mas ficaram por atribuir à categoria de género 

cerca de 30-40% das sequências. A Figura 20 representa a composição das comunidades 

de bactérias endófitas nas amostras de Horta e Boco, ao nível taxonómico de género 

(Anexo 2). Os géneros de -Proteobacteria Pelagibius (5% e 14% nos locais Horta e Boco, 

respetivamente,) e Labrenzia (2% e 18% nos locais Horta e Boco, respetivamente), foram 

os únicos encontrados nos dois locais, em todas as amostras. Pelagibius inclui bactérias de 

Gram negativo, heterotróficas, estritamente aeróbias, halotolerantes, encontradas 

principalmente na coluna de água em zonas costeiras. A espécie mais comum é Pelagibius 

litoralis81 e à data deste trabalho, não foi encontrado nenhum registo de associação deste 

género com plantas. 
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Labrenzia (família Rhodobacteracea), cuja espécie mais comum é Labrenzia 

alexandrii, inclui bactérias halófilas de habitats marinhos. Ocorrem em vida livre ou 

associadas a ostras ou halófitas, como Arthrocnemum macrostachy82. A capacidade de 

produzir compostos com atividade antimicrobiana foi reportada em espécies de Labrenzia 

associadas a corais e esponjas marinhas83. Marinobacter (4%-22%) foi encontrado em todas 

as amostras do local Boco mas em nenhuma do local Horta. Ocorre em diversos ambientes 

marinhos e terrestres de elevada salinidade. Tem a capacidade de metabolizar 

hidrocarbonetos e sequestrar elementos inorgânicos (e.g Fe, As, Mn) em condições 

aeróbias ou anaeróbicas sendo considerada interessante para aplicações de 

biorremediação84. Pelo contrário, Rhodomicrobium (6%-12%) foi encontradoa em todas as 

Figura 20 – Afiliação taxonómica e abundância relativa dos ASVs identificados ao 

nível do género, nas comunidades de bactérias endofíticas de S. ramosíssimanos 

locais Horta e Boco. NA - sequencias não atribuídas a género. 67-14 corresponde a 

uma categoria dentro da ordem Solirubrobacterales (Actinobacteria). KD4-96 

corresponde a uma categoria do filo Chloroflexi. SCGC_AAA011-D5 corresponde a 

uma categoria não classificada do filo Nanoarchaeota. 
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Figura 21 – Abundância relativa de géneros e familias das ASVs 

diferentemente representadas nas comunidades endofíticas da raiz 

de Salicornia  ramosissima dos locais Horta e Boco. 

 

amostras do local Horta e em nunhuma amostra do local Boco. São bactérias termófilas, 

foto-heterotróficas77. Foram também detetados géneros pertencentes às famílias 

Cellovibrionaceae, Sandaracinaceae, Devosiaceae, Cyclobacteriaceae, Fibrobacteraceae, 

Euzebyaceae, e às classes Caldilineaceae e Acidimicrobiia, cujos membros não são 

cultiváveis. 

 

 

 
 

 



 

40 

 

A análise com DESeq2 (P = 0,05) do total de ASVs obtidos, permitiu identificar 13 

ASVs para as quais a abundância relativa foi significativamente diferente nos locais Horta e 

Boco (Anexo 4). As ASVs mais associadas ao local Boco são afiliadas aos géneros 

Marinobacter, Microscilla, Oceanicola, Marixanthomonas e membros não classificados das 

famílias Sandarinaceae, Flavobacteriaceae, Rhodobacteraceae e Euzebyaceae. As ASVs 

enriquecidas no local da Horta correspondem aos géneros Rhodomicrobium, Erythrobacter, 

Pelagibius e a membros não classificados das famílias Pirellulaceae e Solirubrobacterales 

(Figura 21). O número baixo de ASVs cujas abundâncias relativas foram significativamente 

diferentes entre locais, concorda com resultados de outros estudos, que mostraram grande 

semelhança entre as comunidades bacterianas associadas a vários compartimentos do 

fitobioma de plantas da família Salicornioideae, colhidas em diferentes locais (Espanha e 

Chile)85, o que aponta para fatores relacionados com a planta, e não do ambiente, como 

determinantes da composição do seu microbioma. A escassez de diferenças 

estatisticamente significativas evidenciada pela análise DESeq2 (Figura 21) e pelas análises 

de diversidade beta (Figura 15) pode resultar do facto de neste trabalho, estar a ser 

analisado apenas a endosfera da raiz. No entanto, a análise fina das famílias e géneros 

dominantes (Figuras 19 e 20), assim como o elevado número de ASVs de ocorrência 

exclusiva em cada um dos locais, indica que há diferenças subtis na composição das 

comunidades, nomeadamente em taxa minoritários, que podem representar respostas a 

propriedades específicas do solo. No sentido de procurar relações entre a estrutura da 

comunidade bacteriana endofítica total e fatores físico-químicos do sedimento, foi feita a 

análise de ordenação multidimensional não métrica (NMDS).  

No gráfico de NMDS (Figura 22), as comunidades endofíticas das amostras de cada 

local aparecem separadas relativamente ao eixo das abcissas. As comunidades de bactérias 

endofíticas do local Boco mostraram associação com as concentrações de Mn, Ni, As, Co, 

Al, K e matéria orgânica (SOM). A comunidade bacteriana endofítica do local Horta mostrou 

relação com as concentrações de Ca, Sr, Zn, Mg, Cu, P e Na e ainda com o pH e com a 

condutividade elétrica (ECe). 
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Figura 22 – Representação da análise de ordenação 
multidimensional não métrica (NMDS) da composição em AVSs 
ASVs (pontos violeta) e dos descritores físico-químicos dos 
sedimentos e água intersticial (Tabelas 2 e 3). 
 

NMDS plot of the ASVs composition (violet dots) 
across the samples with soil physico-chemical 
variables of soil overlaid onto the ordination space 
 

 

NMDS plot of the ASVs composition (violet dots) 
across the samples with soil physico-chemical 
variables of soil overlaid onto the ordination space 
mapped. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.4.3. Comunidades versus isolados: relação com fatores físico-químicos 

Como esperado, a composição taxonómica revelada pela análise independente de 

cultivo foi diferente obtida através da fração cultivável. Os Bacilli foram abundante entre 

os isolados e tiveram baixa representação na comunidade total. A abundância relativa de 

-Proteobacteria na comunidade total foi muito elevada, contrastando com a sua 

representação na coleção de isolados (1 OTU). No entanto, relacionando os resultados da 

análise NMDS da comunidade total (Fig. 22) com a análise equivalente feita sobre as 

coleções de isolados obtidas pela abordagem dependente de cultivo (Fig. 11), verificam-se 

padrões comuns. Os elementos Zn e Ca se relacionam com a fração cultivável e com a 

comunidade endofítica total do local Horta e que as concentrações de Al, As, Fe, Mn e Ni e 

com o teor de matéria orgânica (SOM) estão relacionadas com a diversidade das 

comunidades no Boco. 

A influência dos parâmetros relacionados com a concentração de sais, como 

salinidade, ECe, SAR e ESP aponta para comunidades endofíticas mais diversas na 

endosfera da raiz de S. ramosissima de locais mais salinos. A comunidade correspondente 
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à fração cultivável apresentou índices de diversidade mais altos nos locais Santiago e Horta 

e a comunidade total, no local Horta. Estes resultados contradizem muitos estudos de 

ecologia microbiana de solos e rizosferas que o stresse salino afeta negativamente a 

diversidade do microbiota86,87. Os resultados do nosso estudo, indicam que as 

comunidades cultiváveis e não cultiváveis da endosfera da halófita S. ramosissima 

encontram-se bem adaptadas às condições de salinidade do habitat natural da planta, o 

que também pode ser um reflexo da existência de relações mais complexas de 

interdependência e benefício mútuo entre as bactérias e plantas, sujeitas a condições 

ambientais adversas.  

Estudos de ecologia microbiana de rizosferas tem apontado a disponibilidade em 

carbono orgânico como um dos mecanismos de regulação da densidade e diversidade 

bacteriana na rizosfera. Foi observada uma correlação positiva entre o conteúdo em 

carbono orgânico e a abundância de Proteobacteria na rizosfera de cevada e tomate88. No 

presente trabalho, -Proteobacteria foi mais abundante na endosfera de plantas de locais 

mais ricos em matéria orgânica (Boco) e -Proteobacteria, nas plantas dos locais mais 

salinos (Horta), com menos matéria orgânica e com teores mais elevados de Ca, P, Mg, Cu 

Sr e Zn. Um estudo recente demonstrou que as -Proteobacteria contribuem para o 

aumento da disponibilidade de Ca, Fe, Mg, Mn e Cu em solo agrícola89 o que suporta a 

hipótese de uma relação de efeito recíproco entre a composição das comunidades 

bacterianas e o perfil elementar dos sedimentos.  
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4. Conclusão 

 

Neste trabalho foi possível identificar a composição das comunidades bacterianas 

endofiticas cultiváveis e não cultiváveis, associadas à endosfera das raízes de S. 

ramosissima e relacionar a sua distribuição com o contexto físico-químico do ambiente 

sedimentar.  A salinidade não mostrou afetar negativamente a diversidade de endófitos de 

S. ramosissima.  

Este estudo mostrou que as classes Bacilli e -Proteobacteria foram as mais 

representadas na coleção de isolados halotolerantes da endosfera, e a análise 

independente de cultivo mostrou que as classes -Proteobacteria, -Proteobacteria e 

Bacteroidia dominam na comunidade total. 

Os resultados apontam para que as comunidades endofíticas sejam mais diversas 

nas plantas expostas a sedimentos mais salinos. Foram identificadas espécies bacterianas 

já reportadas em ambientes marinhos e em microbiomas de halófitas, incluindo S. 

ramosíssima. No entanto, a identificação de ASVs por métodos independentes de cultivo 

permitiu detetar espécies potencialmente benéficas para o crescimento e atenuação do 

stresse salino, não representadas nas coleções de isolados, e que reforçam a hipótese de 

uma contribuição das bactérias endofíticas para os mecanismos de adaptação de halófitas 

ao stresse salino. 

Assim, métodos indepentes de cultivo representam instrumentos valiosos na 

compreensão das relações complexas entre bactérias endofícas e complementam as 

abordagens dependentes de cultivo na exploração do enorme potencial biotecnológico 

destes microrganismos. 
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 Boco Horta Santiago Identidade GeneBank Accession 

number 

% Similaridade com o isolado mais 

relacionado 

Origem do isolado (GeneBank Accession 

number) 

                 Alphaproteobacteria 

otu1 2 0 0 Thalassospira lohafexi MT981729 100 Isolado do Océano Antártico (GU584152) 

Gammaproteobacteria 

otu2 1 0 0 Halomonas taeanensis MT981730 100 Isolado de salina na Coréia (GenBank: 

AY671975) 

otu4 3 0 0 Providencia rettgeri MT981732 

 

99.6 Isolado do Caule da planta: Abutilon indicum 

na India (LCVM01000154) 

otu12 0 1 0 Stenotrophomonas 

rhizophila 

MT981739 99.7 Isolado endofito da planta:  Brassica napus 

(NR_121739) 

otu14 0 1 0 Pseudomonas oryzihabitans MT981740 99.9 Estirpe  tipo IAM:1568 isolado de solo 

(NR_115005) 

otu16 0 3 0 Pseudomonas juntendi MT981742 99.8 Isolado de pacientes em Jopo  (MK680061) 

otu20 0 0 1 Halomonas alkaliantarctica MT981752 98.7 Isolado  halofilico de lago salino na Antártica 

(NR_114902) 

otu22 0 0 5 Kushneria phyllosphaerae MT981751 100 Bacteria endofitica isolada da planta 

Arthrocnemu macrostachyum (KU320856) 

otu23 0 0 3 Salinicola halophyticus MT981748 100 Bacteria endofitica isolada da planta  

Halimione portulacoides (NR_148661) 

otu24 0 0 2 Idiomarina loihiensis 

 

AE017340 99.7 Estirpe tipo L2TR(T) isolada de volcano 

submarino 

otu25 0 0 1 Psychrobacter faecalis MT981755 100 Isolada de fezes de Pombo (AJ421528) 

Actinobacteria 

otu3 1 0 0 Brevibacterium casei MT981731 

 

99.6 Cepa tipo da coleção DSMZ 20657 

(NR_041996) 

otu9 0 4 0 Micrococcus luteus MT981728 99.8 Actinobacteria endofitica isolada da planta 

Aloe vera  (NR_134088) 

otu11 0 1 0 Kocuria palustris MT981737 100 Isolado do rizoplano das folhas da planta: 

Typha angustifolia (NR_026451) 

Anexo 1 - Lista de OTUs obtidos e a sua identificação 
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Bacilli  

otu5 

3 1 2 Bacillus zhangzhouensis MT981733 99.8 
Aqüicultura de fazenda de camarão, 

China (JOTP01000061) 

otu6 

2 0 0 Staphylococcus xylosus MT981734 99.4 
Estirpe  tipo da coleção JCM2418 

(NR_113350) 

otu7 

1 0 0 Mesobacillus thioparans MT981735 100 
Isolado de sistema de tratamento de 

efluentes (DQ371431) 

otu8 

1 0 0 Sporosarcina koreensis MT981736 98.1 
Isolado da superficie de equipamento de 

produção de molho de soja (NR_114283) 

otu10 

0 1 0 Bacillus cereus MT981738 99.9 
Estirpe tipo da coleção ATCC 14579 

(NR_074540) 

otu13 

0 1 0 Bacillus pakistanensis MT981741 99.7 
Halotolerante isolada de minas de sal no 

Paquistão (NR_115005) 

otu15 

0 1 0 Bacillus nealsonii 
MT981743 

 
98.8 

Estirpe tipo DSMZ 1568 isolada de 

instalação de nave espacial (NR_044546) 

 

otu17 

0 1 1 Oceanobacillus picturae MT981745 98.6 
Isolado  de pinturas murais 

biodeterioradas (NR_028952) 

otu18 

0 1 0 Planococcus maritimus MT981746 99.7 
Isolado de agua de mar de maré na 

Coreia (NR_025247) 

otu19 

0 1 0 Virgibacillus dokdonensis MT981747 99.7 
Isolado de uma ilha na Coreia ( 

NR_043206) 

otu21 

0 0 2 Exiguobacterium mexicanum MT981750 100 
Estirpe tipo DSMZ 16483 isolado de cistos 

de Artemisia franciscana (AM072764) 

otu26 

0 0 1 Gracilibacillus massiliensis MT981754 99.5 
Bacteria isolada de sal de mesa 

(NR_149182) 
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Anexo 2 - Abundância dos géneros taxonómicos identificados (abundância > 1%) nas amostras do Boco e 

Horta através de sequenciamento em grande escala. 

 

 

 BOCO HORTA    

 1 2 3 1 2 3 Filo Classe Família 

SCGC_AAA011-D5 0% 4% 0% 0% 0% 0% Nanoarchaeota Nanoarchaeia SCGC_AAA011-D5 

Denitromonas 0% 5% 7% 0% 8% 0% Proteobacteria Gammaproteobacteria Rhodocyclaceae 

uncultured 5% 11% 3% 4% 2% 0% Proteobacteria Gammaproteobacteria Cellvibrionaceae 

Marinobacterium 6% 0% 0% 0% 0% 0% Proteobacteria Gammaproteobacteria Nitrincolaceae 

Marinobacter 4% 7% 22% 0% 0% 0% Proteobacteria Gammaproteobacteria Marinobacteraceae 

Marinicella 5% 0% 14% 0% 0% 0% Proteobacteria Gammaproteobacteria Unknown_Family 

Plasticicumulans 4% 0% 0% 0% 0% 0% Proteobacteria Gammaproteobacteria Competibacteraceae 

Thalassospira 15% 0% 6% 0% 4% 5% Proteobacteria Alphaproteobacteria Thalassospiraceae 

Defluviicoccus 0% 0% 0% 0% 0% 10% Proteobacteria Alphaproteobacteria Defluviicoccaceae 

Pelagibius 8% 5% 8% 10% 14% 13% Proteobacteria Alphaproteobacteria Kiloniellaceae 

Erythrobacter 7% 0% 4% 13% 12% 7% Proteobacteria Alphaproteobacteria Sphingomonadaceae 

Rhodomicrobium 0% 0% 0% 6% 9% 12% Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhodomicrobiaceae 

Cucumibacter 0% 0% 0% 0% 3% 0% Proteobacteria Alphaproteobacteria Devosiaceae 

Devosiaceae 4% 0% 0% 0% 0% 0% Proteobacteria Alphaproteobacteria Devosiaceae 

uncultured 0% 0% 0% 9% 3% 0% Proteobacteria Alphaproteobacteria Devosiaceae 

Labrenzia 8% 10% 2% 10% 18% 10% Proteobacteria Alphaproteobacteria Stappiaceae 

Breoghania 0% 0% 0% 6% 0% 0% Proteobacteria Alphaproteobacteria Stappiaceae 

Oricola 0% 4% 0% 9% 5% 5% Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiaceae 

Hoeflea 0% 0% 0% 0% 3% 0% Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiaceae 

Rhodobacteraceae 7% 0% 3% 0% 0% 0% Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhodobacteraceae 

uncultured 13% 6% 13% 7% 0% 0% Myxococcota Polyangia Sandaracinaceae 

uncultured 0% 4% 0% 0% 0% 0% Bacteroidota Bacteroidia Cyclobacteriaceae 

Marinoscillum 3% 4% 0% 0% 0% 0% Bacteroidota Bacteroidia Cyclobacteriaceae 

Fulvivirga 0% 6% 7% 0% 0% 0% Bacteroidota Bacteroidia Cyclobacteriaceae 

Marixanthomonas 3% 0% 4% 0% 0% 0% Bacteroidota Bacteroidia Flavobacteriaceae 
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Muricauda 0% 0% 0% 8% 0% 0% Bacteroidota Bacteroidia Flavobacteriaceae 

Robiginitalea 0% 5% 7% 0% 0% 0% Bacteroidota Bacteroidia Flavobacteriaceae 

Zeaxanthinibacter 4% 0% 0% 6% 3% 0% Bacteroidota Bacteroidia Flavobacteriaceae 

uncultured 0% 6% 0% 0% 0% 0% Fibrobacterota Fibrobacteria Fibrobacteraceae 

uncultured 1% 11% 0% 0% 0% 0% Actinobacteriota Actinobacteria Euzebyaceae 

uncultured 0% 0% 0% 0% 4% 0% Actinobacteriota Acidimicrobiia uncultured 

Ilumatobacter 0% 0% 0% 7% 0% 7% Actinobacteriota Acidimicrobiia Ilumatobacteraceae 

Demequina 0% 5% 0% 0% 0% 0% Actinobacteriota Actinobacteria Demequinaceae 

Mycobacterium 0% 4% 0% 0% 0% 0% Actinobacteriota Actinobacteria Mycobacteriaceae 

67-14 0% 0% 0% 3% 0% 11% Actinobacteriota Thermoleophilia 67-14 

Pir4_lineage 4% 0% 0% 2% 9% 4% Planctomycetota Planctomycetes Pirellulaceae 

Bythopirellula 0% 0% 0% 0% 3% 0% Planctomycetota Planctomycetes Pirellulaceae 

uncultured 0% 0% 0% 0% 0% 7% Chloroflexi Anaerolineae Caldilineaceae 

KD4-96 0% 0% 0% 0% 0% 5% Chloroflexi KD4-96 KD4-96 

Halobacillus 0% 0% 0% 0% 0% 5% Firmicutes Bacilli Bacillaceae 

Bacillus 0% 4% 0% 0% 0% 0% Firmicutes Bacilli Bacillaceae 
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Anexo 3 - Identificação taxonómica das ASVs comuns nos locais Horta e Boco. 

 

 

 

Anexo 4 - ASVs cujas abundâncias relativas foram significativamente diferentes entre locais. 

 

 

 FILO CLASSE ORDEM FAMÍlIA GÉNERO 

ASV107 Proteobacteria Gammaproteobacteria Cellvibrionales Cellvibrionaceae Teredinibacter_sp. 

ASV110 Proteobacteria Gammaproteobacteria Cellvibrionales Cellvibrionaceae Teredinibacter_sp. 

ASV204 Proteobacteria Gammaproteobacteria Cellvibrionales Spongiibacteraceae NA 

ASV205 Proteobacteria Gammaproteobacteria Cellvibrionales Spongiibacteraceae NA 

ASV208 Proteobacteria Gammaproteobacteria Cellvibrionales Spongiibacteraceae NA 

ASV210 Proteobacteria Gammaproteobacteria Cellvibrionales Spongiibacteraceae NA 

ASV549 Proteobacteria Alphaproteobacteria Sphingomonadales Sphingomonadaceae Erythrobacter 

ASV552 Proteobacteria Alphaproteobacteria Sphingomonadales Sphingomonadaceae Erythrobacter 

ASV638 Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Stappiaceae Labrenzia 

ASV639 Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Stappiaceae Labrenzia 

ASV643 Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Stappiaceae Labrenzia 

ASV648 Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Stappiaceae Labrenzia 

ASV672 Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Rhizobiaceae NA 

ASV676 Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Rhizobiaceae NA 

ASV698 Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Rhizobiaceae NA 

ASV763 Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhodobacterales Rhodobacteraceae NA 

ASV936 Myxococcota Polyangia Polyangiales Sandaracinaceae uncultured 

ASV938 Myxococcota Polyangia Polyangiales Sandaracinaceae uncultured 

ASV1286 Bacteroidota Bacteroidia Flavobacteriales Crocinitomicaceae Crocinitomix 

 
BOCO1 BOCO2 BOCO3 HORTA1 HORTA2 HORTA3 Família Género 

ASV8 0.01993912 0.018611167 0.030268741 0.000000000 0.00000000 0.000000000 Marinobacteraceae Marinobacter 

ASV92 0.04931507 0.017210326 0.003677511 0.000000000 0.00000000 0.000000000 Sandaracinaceae uncultured 

ASV46 0.00000000 0.000000000 0.000000000 0.040707965 0.00000000 0.082055215 Rhodomicrobiaceae Rhodomicrobium 

ASV38 0.00000000 0.000000000 0.000000000 0.074690265 0.04844407 0.000000000 Kiloniellaceae Pelagibius 

ASV107 0.00000000 0.021212728 0.039603960 0.000000000 0.00000000 0.000000000 Flavobacteriaceae NA 

ASV75 0.02526636 0.035621373 0.000000000 0.000000000 0.00000000 0.000000000 Rhodobacteraceae NA 

ASV111 0.00456621 0.044826896 0.000000000 0.000000000 0.00000000 0.000000000 Euzebyaceae uncultured 

ASV127 0.00000000 0.000000000 0.000000000 0.017699115 0.00000000 0.027096115 Pirellulaceae Pir4_lineage 

ASV95 0.01765601 0.026015609 0.000000000 0.000000000 0.00000000 0.000000000 Cyclobacteriaceae Marinoscillum 

ASV80 0.03607306 0.000000000 0.019801980 0.000000000 0.00000000 0.000000000 Rhodobacteraceae Rhodobacteraceae 

ASV43 0.00000000 0.000000000 0.000000000 0.021238938 0.01597981 0.000000000 Sphingomonadaceae Erythrobacter 

ASV122 0.00000000 0.000000000 0.000000000 0.018761062 0.00000000 0.021472393 Solirubrobacterales 67-14 

ASV98 0.01872146 0.000000000 0.025742574 0.000000000 0.00000000 0.000000000 Flavobacteriaceae Marixanthomonas 


